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1. Die Anf�nge

1.1. Einfíhrung und fríhe Inspirationen

Ich mçchte dem Nobelkomitee fîr Chemie, der Kçnigli-
chen Schwedischen Akademie der Wissenschaften und der
Nobelstiftung dafîr danken, dass sie mir in Anerkennung der
Entwicklung der superhochauflçsenden Fluoreszenzmikro-
skopie diesen Preis verleihen. Ich fîhle mich geehrt, ihn mit
zwei hochgesch�tzten Kollegen zu teilen, Stefan Hell und Eric

Betzig. Meine wichtigsten Bei-
tr�ge liegen in der ersten opti-
schen Detektion und Spektro-
skopie einzelner Molekîle in
kondensierter Materie,[1] in ihrer
Visualisierung sowie in der Be-
obachtung des Blinkens und der
Photokontrolle nicht nur einzel-
ner Molekîle bei niedrigen
Temperaturen in Festkçrpern,
sondern auch nîtzlicher Varian-
ten des grîn fluoreszierenden
Proteins bei Raumtemperatur.[2]

In diesem Vortrag will ich die
Umst�nde nachvollziehen, die zu
diesen Entdeckungen fîhrten,
und einen Teil der folgenden
Entwicklungen beschreiben, die
sich auf der ganzen Welt und in
meinem Labor vollzogen.

In der Mitte der 80er Jahre zog ich viele meiner frîhen
Inspirationen aus den großartigen Entdeckungen, die rund
um die Welt zur Detektion und wissenschaftlichen wie tech-

Die ersten Schritte hin zur optischen Detektion und Spektroskopie
einzelner Molekîle in kondensierter Materie folgten auf Tieftempe-
raturstudien inhomogen verbreiteter Absorptionsprofile molekularer
Verunreinigungen in Festkçrpern. Spektrale Charakteristika, die mit
der Anzahl der Molekîle in Resonanz zusammenhingen, fîhrten
durch den Einsatz von frequenzmodulierter Laserspektroskopie zum
Erreichen der Einzelmolekîlgrenze im Jahr 1989. In den frîhen 90er
Jahren wurden zahlreiche faszinierende physikalische Effekte einzel-
ner Molekîle entdeckt. Ihre Visualisierung, die Beobachtung spek-
traler Diffusion und optischer Schaltung sowie die Mçglichkeit, ver-
schiedene einzelne Molekîle im selben Fokusvolumen durch schlich-
tes Variieren der Frequenz des eingestrahlten Pumplasers auszuw�h-
len, waren Wegbereiter fîr die sp�tere superhochauflçsende Mikro-
skopie mit einzelnen Molekîlen. Die Visualisierung individueller
Kopien des grîn fluoreszierenden Proteins fçrderte ebenfalls Er-
staunliches zu Tage. Insbesondere ist hier das Blinken und die licht-
induzierte Schaltbarkeit zu nennen, welche die Entwicklung pho-
toschaltbarer Proteine als Fluoreszenzmarkierungen anregten. Da sich
jeder einzelne Fluorophor wie eine Lichtquelle von ungef�hr 1 nm
Grçße verh�lt, ist die mikroskopische Beobachtung und Lokalisie-
rung individueller Fluorophore eine Grundvoraussetzung fîr Abbil-
dungen îber die optische Beugungsgrenze hinaus. Die Kombination
dieser Techniken mit aktiver Kontrolle der Anzahl emittierender
Molekîle im Anregungsvolumen fîhrte zur superhochauflçsenden
Mikroskopie von Eric Betzig und anderen. Im Folgenden werden die
Voraussetzungen, die in diese Entdeckungen mîndeten, dargestellt
und gegenw�rtige Entwicklungen zusammengefasst.
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nischen Erforschung einzelner Quantensysteme im Nano-
meterbereich fîhrten. Darunter finden sich 1) die Spektro-
skopie einzelner Elektronen oder Ionen in elektromagneti-
schen Vakuumfallen,[3–5] 2) Rastertunnelmikroskopie
(STM)[6] und Rasterkraftmikroskopie (AFM)[7] sowie 3) die
Untersuchung von Ionenstrçmen einzelner Ionenkan�le in
Membranen.[8] Aber warum sollte man nicht auch die opti-
sche Detektion und Spektroskopie einzelner Molekîle tief in
einer komplexen, kondensierten Phasenumgebung und nicht
im Vakuum versuchen, was Einzelmolekîlspektroskopie
(SMS) ermçglichen wîrde?

Nun, da gibt es ein Problem. Jahre zuvor stellte Erwin
Schrçdinger, der große theoretische Physiker und Mitbe-
grînder der Quantenmechanik, fest:[9]

„Wir experimentieren niemals nur mit einem Elektron oder
Atom oder Molekîl. In Gedankenexperimenten nehmen wir
manchmal an, dass wir das kçnnten; doch dies hat stets l�-
cherliche Konsequenzen… Es ist nun einmal so, dass wir ge-
nauso wenig mit einzelnen Teilchen experimentieren, wie wir
auch keine Ichthyosaurier im Zoo zîchten kçnnen.“

Auch in den 80er Jahren dachten so noch viele. Zahlreiche
Wissenschaftler glaubten, dass man, auch wenn beispielsweise
das Erfassen einzelner Photoelektronen durch Photoionisie-
rung eines Molekîls im Vakuum mçglich sein kçnnte, niemals
ein einzelnes Molekîl in einer kondensierten Phase optisch
detektieren werde. Aus diesem Grund ist der wichtigste
Aspekt zu Beginn dieser Geschichte zu erkl�ren, wie ich
îberhaupt zu der �berzeugung kam, dass genau dieses
mçglich ist.

1.2. Tieftemperaturspektroskopie von Molekílen in Festkçrpern:
inhomogene Linienverbreiterung

Um die ersten SMS-Experimente in den sp�ten 80er
Jahren darzustellen, mîssen zun�chst in aller Kîrze einige
Konzepte der hochauflçsenden optischen Spektroskopie
molekularer Verunreinigungen in Festkçrpern betrachtet
werden. In den Jahrzenten um 1970 wurde in diesem Feld
intensive Forschung betrieben, beispielsweise durch E. V.
ShpolÏskii, R. Personov oder K. K. Rebane. (Vollst�ndige
Literaturhinweise kçnnen an dieser Stelle nicht gegeben
werden. Ich mçchte aber fîr einen �bersichtsartikel, der
viele Aspekte behandelt, auf Lit. [10a] verweisen.)

Betrachten wir zun�chst das optische Absorptionsspek-
trum bei Raumtemperatur von Terrylenmolekîlen, die in
niedriger Konzentration (etwa 10¢6 molmol¢1) im festen,
durchsichtigen Wirtmaterial p-Terphenyl (Abbildung 1) ver-
teilt sind. Die Abbildung zeigt das optische Absorptions-
spektrum, ausgedrîckt als optische Dichte der Probe gegen
die Wellenl�nge l des einfallenden Lichts — also die Art
Spektrum, wie man es von kommerziellen UV/Vis-Spektro-
metern kennt. Eine Farbskala verdeutlicht den Zusammen-
hang mit den Farben des sichtbaren Lichts. Kommen wir von
den langen Wellenl�ngen auf der rechten Seite, findet dort
keine Absorption statt. Wird jedoch l kleiner (und damit
nach E = hf, mit der Planckschen Konstante h und der Fre-
quenz f, die Energie grçßer), absorbiert das Molekîl
schließlich Licht. Der Pfeil weist auf den ersten elektroni-

schen �bergang hin, welcher der Anregung eines Elektrons
vom Grundzustand (hçchstes besetztes Molekîlorbital) in
den ersten angeregten Zustand (niedrigstes unbesetztes Mo-
lekîlorbital) entspricht. Die gezeigten Absorptionen bei
kîrzeren Wellenl�ngen sind auf die Anregung zus�tzlicher
Schwingungen im Molekîl zurîckzufîhren. Weil außerdem f
und l zueinander indirekt proportional sind (f = c/l mit der
Lichtgeschwindigkeit c), erhçht sich die Frequenz nach links,
da l nach rechts ansteigt. Die Frequenzen sind an den R�n-
dern des Graphs in Hundertfachen von THz (1012 Zyklen pro
Sekunde) angegeben.

Terrylen (und andere �hnliche aromatische Kohlenwas-
serstoffe) ist ein vergleichsweise planares, starres Molekîl,
das durch die konjugierten p-Orbitale und die Bindungen, die
durch die aromatischen Ringe aufgebaut werden, flach ge-
halten wird. Aus diesem Grund sind am ersten elektronischen
�bergang keine großen Verformungen des Molekîls betei-
ligt, sondern wesentlich seine elektronischen Freiheitsgrade,
was auch als minimale Franck-Condon-Verformung bezeich-
net wird. Wir wollen nun die Probe auf sehr tiefe Tempera-
turen von nur wenigen Kelvin îber dem absoluten Nullpunkt
abkîhlen (die Temperatur flîssigen Heliums) und die hori-
zontale Skala um etwa den Faktor 25 expandieren. Spektro-
skopiker wechseln oft zwischen Wellenl�ngen und Frequen-
zen hin und her. In Abbildung 2 sind diesmal Frequenzen in
der Einheit Wellenzahl oder inversen cm angegeben, die nach
rechts ansteigen. 1 cm¢1 entspricht etwa 30 GHz. Nur noch
ein kleiner Bereich oranger Wellenl�ngen ist îbrig. Bei so
niedrigen Temperaturen kçnnen die Schwingungen des Mo-
lekîls nicht mehr thermisch angeregt werden, weshalb die
erste elektronische Anregung jetzt �ußerst schmal ist. Wei-
terhin sind die Schwingungen des Wirtmaterials (Phononen)
praktisch nicht mehr vorhanden – auch sie kçnnen nicht mehr
zur Verbreiterung der optischen Absorption beitragen, und
die gezeigte Linie wird zur Nullphononenlinie. Im p-Terphe-
nyl-Wirtkristall gibt es vier unterschiedliche Einbaulagen fîr
das Terrylenmolekîl, also vier elektronischen „Ursprînge“
X1–X4, an denen die Struktur des Wirtkristalls recht ver-
schieden ist. Die Absorptionslinien sind schmal genug ge-

Abbildung 1. Spektrum (Absorption vs. Wellenl�nge bzw. Farbe) von
Terrylenmolekílen im festen Wirtmaterial p-Terphenyl bei Raumtempe-
ratur.
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worden, um die verschiedenen Stçrungen, die von den vier
unterschiedlichen Umgebungen stammen (eine Analogie
w�ren lokale Druckunterschiede), beobachtbar zu machen.

Tats�chlich gibt das Spektrum in Abbildung 2 nicht den
vollst�ndigen Sachverhalt wieder, weil die Breite der Ab-
sorptionslinie fîr jede der vier Pl�tze noch weitaus schm�ler
ist als gezeigt. Darum begannen Spektroskopiker damit,
schmalbandig auflçsende Ger�te wie Doppelmonochroma-
toren oder schließlich auf einzelne Frequenzen einstellbare
Continous-Wave(CW)-Laser als Lichtquelle zu verwenden,
um die Absorptionslinie vollst�ndig, also nicht durch den
Versuchsaufbau beschr�nkt, aufzulçsen. Aber eine weitere
�berraschung wartete schon auf ihre Entdeckung. Abbil-
dung 3a zeigt die Situation fîr Pentacen-Gastmolekîle in p-
Terphenylkristallen bei 1.8 K, wie sie von Orlowski und
Zewail im Jahr 1979 beschrieben wurde.[11] Man kçnnte er-
warten, dass die Linienbreite nur etwa 10 MHz betr�gt, was
einer Linienbreite fîr molekulare Absorptionen entspr�che,
die nur von der Lebenszeit des angeregten Zustandes be-
grenzt wird. Jedoch ist das Absorptionsprofil sehr viel weiter,
etwa 0.7 cm¢1 oder ca. 21 GHz! Diese erhçhte Breite wurde
als inhomogene Linienverbreiterung identifiziert, wie in Ab-
bildung 3 b. Die vielen verschiedenen Molekîle im Feststoff

weisen intrinsisch schmale Linien auf (die sogenannte ho-
mogene Breite), aber das Linienprofil der Absorption aller
Molekîle zusammen spiegelt die unterschiedlichen Zentren
der Absorptionsfrequenzen einzelner Molekîle wider, die
von ungleichen lokalen Umgebungen stammen (veranschau-
licht in Abbildung 3b), was zur Streuung der Absorptions-
energien îber einen weiten Bereich fîhrt. Verschiedene
Faktoren verursachen diese Stçrungen, unter anderem lokale
Spannungen und Verschiebungen durch Fehler im Kristall-
gitter, andere Kristalldefekte oder mçglicherweise auch
lokale elektrische Felder. Zahlreiche theoretische Modelle
wurden entwickelt, um den Mechanismus inhomogener Li-
nienverbreiterung zu erkl�ren.[12]

1.3. Das Umfeld bei IBM Research: spektrales Lochbrennen fír
optische Speicher

Ein Ziel hochauflçsender Spektroskopie war es, die wahre
homogene Linienbreite des Nullphononen-, also rein elek-
tronischen �bergangs von Molekîlen in Feststoffen ohne die
Einflîsse inhomogener Linienverbreiterung zu messen. Aus
diesem Grund waren viele Forschungsanstrengungen in den
70er und 80er Jahren Methoden wie Fluoreszenzlinienver-
schm�lerung (FLN)[13,14] und transienten Spektroskopien wie
freiem Induktionsabfall, optischer Nutation oder Photonen-
echos gewidmet.[15–17] Alle diese Techniken waren vielseitig
und hatten ihre Vor- und Nachteile. Aber es gab noch eine
weitere Methode, um die homogene Breite unter bestimmten
Umst�nden festzustellen, n�mlich persistentes spektrales
Lochbrennen, gezeigt in Abbildung 4. Dieser optische Effekt
wurde in den 70er Jahren von zwei russischen Gruppen ent-
deckt: Zum einen von Gorokhovskii et al. an H2-Phtaocyanin

Abbildung 2. Spektrum (Absorption vs. Frequenz, Wellenl�nge bzw.
Farbe) von Terrylenmolekílen im festen Wirtmaterial p-Terphenyl bei
tiefen Temperaturen (ca. 2 K). Aus Lit. [10b].

Abbildung 3. Inhomogene Linienverbreiterung in Festkçrpern bei tiefen
Temperaturen. a) Absorptionsspektrum von Pentacen in p-Terphenyl
(0.09 cm¢1 Auflçsung); aus Lit. [11]. b) Schematische Zeichnung des
Effekts der inhomogenen Linienverbreiterung mit der Breite GI. c)
Schematische Zeichnung verschiedener lokaler Umgebungen, die zur
inhomogenen Verbreiterung fíhren.

Abbildung 4. Illustration des persistenten spektralen Lochbrennens in
inhomogen verbreiterten Linien von Verunreinigungen in Festkçrpern
bei tiefen Temperaturen. a) Vor dem Lochbrennen weist die inhomo-
gen verbreiterte Linie ein „glattes“ Absorptionsprofil auf. b) Werden in
bestimmten Materialien ausgew�hlte Frequenzen durch einen schmal-
bandigen Laser angeregt, kçnnen spektrale Einschnitte oder „Lçcher“
erzeugt werden.
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in einer ShpolÏskii-Matrix,[18] zum anderen von Kharlamov
et al. an Perylen und 9-Aminoacridin in glasartigem Etha-
nol.[19] Es zeigte sich, dass persistentes spektrales Lochbren-
nen ein relativ weitverbreiteter Effekt optischer �berg�nge
von Verunreinigungen in Feststoffen bei tiefen Temperaturen
ist. Geht man von einer inhomogen verbreiterten Linie aus
(Abbildung 4 oben), dann regt Bestrahlung mit einem
schmalbandigen Laser nur eine Teilmenge von jenen Mole-
kîlen innerhalb einer homogenen Breite GH an, die mit dem
Laser resonant sind. Spektrales Lochbrennen tritt auf, wenn
durch Licht verursachte physikalische oder chemische Ver-
�nderungen nur bei solchen Molekîlen hervorgerufen
werden, die sich in Resonanz mit dem Licht befinden, was
diese Molekîle dann zu einer anderen Wellenl�nge oder
Frequenz verschiebt. Dies l�sst im Absorptionsprofil aller
Molekîle einen Einschnitt oder ein „spektrales Loch“
zurîck, dessen Breite ungef�hr 2 GH betr�gt. Insbesondere
erkannten die Wissenschaftler bei IBM Research, dass
Lochbrennen fîr das optische Aufzeichnen von Information
in der optischen Frequenzdom�ne verwendet werden kann,
darum die Bezeichnung „optisches Speichern in der Fre-
quenzdom�ne“. Eine detailliertere Darstellung des spektra-
len Lochbrennens findet sich in Lit. [21].

Im Jahre 1981 begann ich bei IBM Research zu arbeiten,
einem der bedeutenden industriellen Forschungslaboratorien,
um Materialien und Mechanismen fîr Speichertechniken auf
Basis des spektralen Lochbrennens zu entwickeln. Zu dieser
Zeit konnte eine neue Idee mit mçglichen Anwendungen in
einem industriellen Forschungslabor detailliert untersucht
werden — angefangen bei fundamentalen wissenschaftlichen
Problemen îber die Entwicklung der bençtigten Materialien
bis hin zur mçglicherweise industriellen Umsetzung des Sys-
tems. Persistentes spektrales Lochbrennen war interessant,
denn es versprach, viele Bits an Information am selben Ort in
der optischen Frequenzdom�ne zu speichern: Man muss nur
w�hlen, ob man ein Loch in das inhomogen verbreiterte Li-
nienprofil schreibt oder nicht. Da fîr eine ganze Reihe von
Systemen das Verh�ltnis GI/GH bei tiefen Temperaturen Werte
von 1000 oder mehr aufwies, sah man einen gewaltigen An-
stieg der optischen Speicherdichte in Reichweite. Die Me-
chanismen dieses Prozesses kçnnen photochemisch,[22] wobei
das Licht eine photochemische Ver�n-
derung hervorruft, oder photophysi-
kalisch (nicht-photochemisch) sein,
wobei nur das Zwei-Niveau-System
des r�umlich nahen Gastmaterials
ver�ndert werden muss.[23,24] Große
Anstrengungen wurden unternommen,
um neue Materialtypen zu entwickeln.
Leider machte die Notwendigkeit
tiefer Temperaturen und die enorme
Leistungssteigerung magnetischer
Speichereinheiten schließlich die
Hoffnungen auf eine praktische An-
wendung dieser Idee zunichte, obwohl
Untersuchungen zur Signalverarbei-
tung durch Mikrowellen[25] nach wie
vor auf den Effekt des Lochbrennens
zurîckgreifen.

1.4. Statistische Feinstruktur inhomogen verbreiteter Linien

Glîcklicherweise war es bei IBM auch wichtig, die
grundlegenden Beschr�nkungen neuer Techniken fîr opti-
sche Speicher zu untersuchen. Das interessierte mich ganz
besonders. Im Jahre 1985 arbeitete ich mit Marc Levenson an
den Defiziten des Einphotonen- oder linearen Lochbren-
nens.[26] Werden spektrale Lçcher mit immer hçherer Ge-
schwindigkeit geschrieben, verringert sich die Tiefe des Lochs
immer weiter, bis es schließlich nur noch einen Bruchteil der
ursprînglichen Tiefe erreicht, die der Ein-Zyklus-Quanten-
effizienz des Brennens eines spektralen Loches entspricht.
Wir bemerkten, dass neben Shot Noise, das von Poisson-
Fluktuationen des einfallenden Lichts stammt, eine beson-
ders faszinierende Limitierung des Signal-Rausch-Verh�lt-
nisses eines spektralen Lochs durch die endliche Anzahl von
Molekîlen, die zum Absorptionsprofil in der N�he des Lochs
beitragen, verursacht werden kçnnte. Es stellte sich die
Frage: Gibt es eine feststehende spektrale Rauheit an der
inhomogenen Linie, die von der statistisch fluktuierenden
Anzahl oder der diskreten Natur einzelner Molekîle herrîhrt?
Dies wîrde die endgîltige Grenze des schmalsten noch de-
tektierbaren spektralen Lochs definieren. Die zugrundelie-
gende Idee wird in Abbildung 5 anhand vertrauter �berle-
gungen zur Wahrscheinlichkeit veranschaulicht. Nehmen wir
an, dass 50 Kugeln zuf�llig in 10 Gef�ße geworfen werden.
Dann ist es ziemlich unwahrscheinlich, dass genau 5 B�lle in
jedem Gef�ß landen (Abbildung 5a). Ein weitaus wahr-
scheinlicherer Ausgang ist in Abbildung 5b gezeigt: Die
Anzahl an Kugeln pro Gef�ß wird durchschnittlich 5 betra-
gen, aber die tats�chliche Anzahl in einem einzelnen Gef�ß
wird îber und unter diesen Wert verteilt sein. Das ist der
bekannte Effekt der Streuung um den Mittelwert, �quivalent
zur Grçße des Standardfehlers, wobei das quadratische Mittel
der Fluktuationen um den Durchschnitt

p
N betr�gt (im

Beispiel
p

5). N bezeichnet die durchschnittliche Anzahl. Der
zentrale Grenzwertsatz gilt hier, weil die Molekîle als un-
abh�ngig angenommen werden.

Um zu erkennen, wie diese Idee mit hochauflçsender
Spektroskopie inhomogen verbreiteter Linien bei tiefer
Temperatur verwandt ist, denken wir uns die horizontale

Abbildung 5. Illustration der Streuung von Zahlen in der Stochastik und der Spektroskopie. a) Ein
unwahrscheinliches Ergebnis, wenn 50 Kugeln in 10 Beh�lter geworfen werden. b) Ein wahr-
scheinlicherer Ausgang. c) Simulation einer inhomogen verbreiterten Linie in einer Probe. Es wird
angenommen, dass die Molekíle ihre Absorptionsfrequenz nach einer gleichm�ßigen Gauß-Ver-
teilung ausw�hlen.
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Achse einfach als optische Frequenz
(oder Wellenl�nge) und stellen uns vor,
dass GI sehr groß ist, sodass die inhomo-
gene Linie im Maßstab der Seite lokal als
flach erscheint. Jede Box ist dann ein
Gef�ß mit der homogenen Linienbreite
einer optischen Absorption GH. Die
Molekîle w�hlen sich Frequenzen, wenn
die Probe auf eine zuf�llige Art herge-
stellt wird. Das resultierende Spektrum
sollte eine spektrale Rauheit oder eine
Feinstruktur aufweisen, die mit

p
N ska-

liert und durch die diskrete Natur indi-
vidueller Molekîle verursacht wird!
Dies wird auch an der Simulation in
Abbildung 5c deutlich, bei der eine
(vollkommen glatte) Gauß-Kurve fîr die
Wahrscheinlichkeit angenommen wurde,
mit der Molekîle eine bestimmte Reso-
nanzfrequenz annehmen. Bei einer sehr
kleinen Anzahl an Molekîlen ist die
Streuung der Absorption eindeutig.
Steigt die Konzentration immer weiter,
scheint sich der Effekt zu nivellieren, wie
es wahrscheinlich auch fîr die frîhen
Spektren von Pentacen in p-Terphenyl
(Abbildung 3a)[11] der Fall war. (Zus�tzlich war die spektrale
Auflçsung der ersten Experimente zu niedrig, um diesen
Effekt beobachten zu kçnnen.) Man muss hier unbedingt
anmerken, dass der Effekt nicht „Rauschen“ ist, worunter
man gemeinhin zeitabh�ngige interferierende Fluktuationen
versteht, sondern eher eine feststehende Variation der Ab-
sorption gegen die Wellenl�nge bzw. optische Frequenz. Wir
nannten diesen Effekt „statistische Feinstruktur“ (SFS). Es ist
wichtig zu erkennen, dass sich die relative Grçße der SFS mit
hçheren Konzentrationen entsprechend 1

� ffiffiffiffiffiffiffi
NH

p¨ ¦
verringert,

w�hrend das absolute quadratische Mittel der Feinstruktur
mit

ffiffiffiffiffiffiffi
NH

p
ansteigt. �berraschenderweise wurde die Beobach-

tung von SFS vor den sp�ten 80ern nicht berichtet — ein
erstes Ziel war also erreicht.

Im Jahre 1987 beobachteten mein Postdoc Tom Carter
und ich SFS zum ersten Mal.[27,28] Dazu verwendeten wir eine
m�chtige Zero-Background-Absorptionstechnik, n�mlich die
weiter unten besprochene Laser-Frequenzmodulations-
Spektroskopie (Laser-FM-Spektroskopie).[29, 30] Die Wahl der
Probe war sehr wichtig — wir versuchten viele Monate lang,
den Effekt an Perylenmolekîlen als Verunreinigung in einem
dînnen Film von Polyvinylchlorid zu erfassen, aber wann
immer wir das Spektrum aufnahmen und in ihm ein Anzei-
chen der Struktur sahen, hatte es sich beim n�chsten Scan
ver�ndert! Dies lag am Probenlaser, der bei diesem System
photophysikalisches Lochbrennen induzierte. Schließlich,
verzweifelt auf der Suche nach einem System ohne Loch-
brennen, bat ich Michael Fayer in Stanford um Rat, der
Pentacen als Verunreinigung in einem p-Terphenylkristall
vorschlug (Abbildung 6, links). An einem Wochenende
schmolz ich also einfach etwas p-Terphenyl mit einem win-
zigen Kçrnchen Pentacen zwischen zwei Glaspl�ttchen auf
einer Heizplatte, legte das ganze in den Kryostaten, und wir

sahen sofort das SFS-Signal! Abbildung 6 rechts zeigt einen
schmalen, 5 GHz umfassenden Ausschnitt des O1-Bereichs
der inhomogenen Linie, zentriert bei etwa 506 THz. SFS ist
eine großartige spektrale Struktur, die wundervoll reprodu-
zierbar immer wieder auftritt, wenn die Aufnahme des
Spektrums wiederholt wird (oberes Bild). SFS ist sicherlich
insofern ein ungewçhnlicher Effekt, weil er nicht von der
Gesamtzahl resonanter Molekîle, sondern von der Qua-
dratwurzel dieser Anzahl abh�ngt, und dass er unmittelbar
von der diskreten Natur einzelner Molekîle stammt. (Es
zeigte sich, dass Lochbrennen auch im neuen System nicht
vollst�ndig unterblieb, aber sehr viel unwahrscheinlicher war
— durch verl�ngerte Laseranregung konnten spektrale
Lçcher direkt in die SFS gebrannt werden.)

2. Detektion, Spektroskopie und Visualisierung ein-
zelner Molekíle bei tiefen Temperaturen

2.1. FMS und ein Skalierungsargument fíhrten zur ersten
Detektion und Spektroskopie einzelner Molekíle in
kondensierten Phasen

Der andere zentrale Teil des SFS-Experiments war die
ultrasensitive Detektionsmethode, Laser-FM-Spektroskopie
(Laser-FMS).[29, 31] Gary C. Bjorklund erfand FMS bei IBM im
Jahr 1980. Er lehrte mich diese Technik, sodass ich in der Lage
war, sie fîr die Detektion spektraler Lçcher einzusetzen. Wie
in Abbildung 7 gezeigt, passiert ein Einzelfrequenzlaser, der
auf die Frequenz wC eingestellt wurde, einen elektro-opti-
schen Phasenmodulator und erf�hrt dadurch eine Frequenz-
modulation mit einer hochfrequenten Modulationsfrequenz
wm, die gewçhnlich im Bereich von 100 MHz liegt. Wie ab-

Abbildung 6. Beobachtung der statistischen Feinstruktur (SFS) (rechts) fír Pentacen in p-Ter-
phenyl. Photo: Tom Carter. Aus Lit. [28].
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gebildet, tauchen in der Frequenzdom�ne zwei Seitenbanden
auf. Diese sind phasenverschoben. Werden sie durch die
Probe nicht beeinflusst, erzeugt ein schneller Detektor, der
natîrlich die Hîllkurve der Lichtwelle misst, kein Signal bei
wm. Weist die Probe hingegen ein enges spektrales Merkmal
auf (eng auf der Skala von wm), fîhrt das Ungleichgewicht der
Laserseitenbanden zu einer Amplitudenmodulation des de-
tektierten Photostroms bei wm, die im Wesentlichen durch
hochfrequente Lock-in-Techniken erfasst wird. Mit andern
Worten: Die Probe wandelt den frequenzmodulierten Licht-
strahl in einen amplitudenmodulierten Lichtstrahl um, wenn
eine enges spektrales Merkmal vorhanden ist. Das ganze
Experiment verh�lt sich in etwa wie ein FM-Radio bei
506 THz, wenn auch mit einem niedrigen Modulationsindex.
Ein wichtiges Merkmal von FMS ist, dass es nur die Abwei-
chungen der Absorption vom Durchschnittswert erfasst, ge-
nauer: Das Signal ist proportional zu a(wC + wm)¢a(wC¢wm),
wobei a der Absorptionskoeffizient ist. Das ist der Haupt-
grund, weshalb die Detektion von SFS mit dieser Technik
leicht bewerkstelligt werden konnte: Es gab keine Veranlas-
sung, mit großem Aufwand eine Probe mit unangenehm
niedrigen Konzentrationen anzufertigen, um SFS zu beob-
achten, weil das SFS-Signal, das durch FMS gemessen wird,
mit steigender Konzentration anw�chst!

Mit der Gewissheit, dass die Detektion von SFS mçglich
ist, durfte ich nun hoffen, dass dies auch fîr die Detektion
einzelner Molekîle zutrifft. Diese wichtige Konsequenz ist
durch ein simples Skalierungsargument einsichtig: Wenn eine
SFS, die durch ungef�hr 1000 Molekîle verursacht wird, de-
tektierbar ist (wie es ungef�hr in Abbildung 6 der Fall ist),
dann bedeutet dies, dass das gemessene FMS-Signal (Am-
plitude des quadratischen Mittelwerts) von der gleichen

Grçße wie ungef�hr 32 Molekîle ist (d.h. (1000)1/2). Das
jedoch bedeutet wiederum, dass man zur Verbesserung des
Signal-Rausch-Verh�ltnisses (SNR) nur 32-mal h�rter arbei-
ten muss, um ein einzelnes Molekîl zu beobachten, und nicht
etwa 1000-mal! Diese Einsicht, zusammen mit zwei weiteren
Tatsachen – n�mlich erstens, dass die FM-Absorptionsspek-
troskopie unempfindlich gegen jede Art von Hintergrund
durch Rayleigh- oder Raman-Streuung aus imperfekten
Proben war, und zweitens, dass FMS quantenbegrenzte De-
tektionsempfindlichkeit ermçglicht –, brachten mich und
meinen Postdoc Lothar Kador dazu, FM-Spektroskopie bis
ans Einzelmolekîllimit zu treiben. Hinzu kommt, dass das
System Pentacen in p-Terphenyl aufgrund seiner besonders
niedrigen Quanteneffizienz hinsichtlich spektralen Loch-
brennens eine hervorragende Wahl fîr Einzelmolekîldetek-
tion darstellte.

Die ersten SMS-Experimente im Jahr 1989 verwendeten
eine von zwei leistungsf�higen Doppelmodulations-FMS-
Absorptionstechniken: Laser-FMS mit Stark-Sekund�rmo-
dulation (FM-Stark) oder FMS mit Ultraschall-Strain-Se-
kund�rmodulation (FM-US).[1, 32] Sekund�rmodulation ist
erforderlich, um den Effekt noch vorhandener Amplitu-
denmodulation zu entfernen, die durch den mangelhaften
Phasenmodulator erzeugt wird.[33] Abbildung 8, insbesonde-
re Spur d, fîhrt Beispiele fîr optische Absorptionsspektren
eines einzelnen Pentacenmolekîls in p-Terphenyl an, die mit
der FM-Stark-Methode aufgenommen wurden. Das Zen-
trum der Laserfrequenz wurde dabei schlicht auf die Flanken
der inhomogen verbreiterten Linie eingestellt, um den
Konzentrationsbereich einzelner Molekîle auszuw�hlen,
ohne eine neue Probe mit verringerter Dotierung herstellen
zu mîssen.

Abbildung 7. Laser-Frequenzmodulations-Spektroskopie zur Detektion schwacher Absorptions- und Dispersionssignale. Photo: Gary C. Bjorklund.
Aus Lit. [33].
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Obwohl diese frîhen Beobachtungen und �hnliche Er-
gebnisse, gewonnen durch die FM-US-Methode, nîtzlich
waren, weil sie viele weitere Arbeiten anregten, gab es eine
wichtige Eigenschaft von FM-basierten Techniken, die ihren
Einsatz fîr SMS-Experimente prinzipiell einschr�nkte. Wie in
den ersten Publikationen zu FMS gezeigt wurde,[29, 31] kçnnen
bei Mittelung îber ein Zeitfenster von 1 s sehr kleine Ab-
sorptionsmerkmale mit einer relativen Grçße bis zu 10¢7 er-
fasst werden. Dies trifft jedoch nur zu, wenn große Laser-
leistungen im Bereich einiger mW am Detektor ankommen,
damit der Shot Noise der Photonen unter den Johnson-Noise
des Detektors gezwungen wird. Der Laserstrahl bei SMS-
Experimenten muss jedoch auf einen kleinen Bereich fokus-
siert werden, um die Wahrscheinlichkeit eines optischen
�bergangs zu maximieren. Deshalb ist es notwendig, die
Laserleistung unterhalb des kritischen Wertes zu halten, bei
dem S�ttigungsverbreiterung der Linienform des einzelnen
Molekîls eintritt. Dies aber ist fîr so schmale Linien bei
tiefen Temperaturen schwer zu erreichen. Die Daten, die
Abbildung 8 zugrundeliegen, mussten deshalb mit Laserleis-
tungen gesammelt werden, bei denen weniger als 100 mW am
Detektor ankamen. Darin liegt einer der beiden Grînde fîr
das Signal-Rausch-Verh�ltnis von nur ca. 5. (Der andere
Grund war die Verwendung relativ dicker, geschnittener
Proben, die zu einer Menge von schw�cher emittierenden
Molekîlen außerhalb des Fokus im untersuchten Volumen
fîhrten. Dieses Problem war in der Folge leichter zu lçsen.) In
sp�teren Experimenten, die Lothar durchfîhrte,[34] rief ein
oszillierendes elektrisches Stark-Feld die Frequenzmodulati-
on der Absorptionslinie selbst (und nicht des Lasers) hervor.

Diese Methode wurde auch verwendet, um die Absorption
einzelner Molekîle bei der Temperatur flîssigen Heliums zu
detektieren. Obwohl diese Transmissionsmethoden erfolg-
reich waren, bestand ihre haupts�chliche Einschr�nkung im
Quanten-Shot-Noise des Laserstrahls: Bei niedrigen Laser-
intensit�ten, wie sie zur Vermeidung von S�ttigung notwendig
sind, ist dieses vergleichsweise hoch.

2.2. Ein Meilenstein: Detektion der Absorption eines einzelnen
Molekíls durch Fluoreszenz

In der Tat wiesen die optischen Absorptionsexperimente
mit Pentacen in p-Terphenyl nach, dass dieses Material aus-
reichend ineffizientes spektrales Lochbrennen aufweist, um
es als Modellsystem fîr Einzelmolekîluntersuchungen ein-
zusetzen. Im Jahr 1990 zeigten Michel Orrit und Jacky Ber-
nard, dass das Erfassen der optischen Absorption durch De-
tektion der emittierten Fluoreszenz zu einem besseren Signal-
Rausch-Verh�ltnis fîhrt, sofern die Emission effizient ge-
sammelt und der Einfluss von Streuung minimiert wird.[35]

Aufgrund des vergleichsweise einfachen Versuchsaufbaus
verwendeten die folgenden Experimente fast ausschließlich
diese Technik, die auch Fluoreszenzanregungsspektroskopie
genannt wird. Sie ist eine Anwendung laserinduzierter Fluo-
reszenz in der Gasphase, die im Jahr 1968 von R. N. Zare an
Festkçrpern eingefîhrt wurde.[36] Bei der Fluoreszenzanre-
gungsspektroskopie tastet ein einstellbarer, schmalbandiger
Einzelfrequenzlaser das Absorptionsprofil des einzelnen
Molekîls ab. Die Absorption wird durch Messung von

Abbildung 8. Erste optische Detektion und Spektroskopie einzelner Molekíle in kondensierter Materie. a–c) Ausbildung der erwarteten Linienform
bei der FM-Stark-Spektroskopie. d) Wiederholt aufgenommene Spektren zeigen ein einzelnes Molekíl bei 592.423 nm. e) Gemittelte Spektren im
Vergleich zur Linienform. f) Weit in den Flanken der Linie findet sich kein Molekíl. g) N�her am Zentrum der Linie: SFS. Photo: Lothar Kador.
Aus Lit. [1].
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Fluoreszenz in Richtung l�ngerer Wellenl�ngen, weg von der
Wellenl�nge des Lasers, detektiert (Abbildung 9). H�ufig
wird die Verwendung dieser Methode durch Hintergrund-
rauschen eingeschr�nkt, und sie erfordert weiterhin den
Einsatz sehr dînner, makelloser Proben, um jedes Streusignal
des p-Terphenylkristalls zu unterdrîcken. Andererseits
krankt sie aber nicht, wie FMS, am problematischen Kom-
promiss zwischen Signal-Rausch-Verh�ltnis und optischer
Verbreiterung. Darin bestand einer der Hauptvorteile der
Einzelmolekîlspektroskopie. Kçnnte es einen vierten No-
belpreistr�ger geben, sollte es Michel Orrit sein.

Da nun die Mçglichkeit bestand, einzelne Molekîle in
Kristallen und Polymeren zu detektieren, sprangen Anfang
der 90er Jahre zahlreiche Forscher in der ganzen Welt auf den
Zug auf, um den Vorteil der �ußerst engen optischen Ab-
sorptionslinien und den Wegfall der Ensemblemittelung
auszunutzen, worin die beiden wichtigsten Anreize zur Un-
tersuchung einzelner Molekîle bestanden. Manchmal wurden
die Experimente gezielt auf spezifische Fragestellungen aus-
gerichtet, etwa den Stark-Effekt,[37] die Dynamik von Zwei-
niveausystemen[38] oder Polarisationseffekte,[39] um nur einige
zu nennen. Manchmal wurden Experimente aber auch
schlicht durchgefîhrt, um zu beobachten, denn �berra-
schungen sind zu erwarten, wenn ein neues Gebiet zum ersten
Mal beschritten wird. Die vielen Forschungsergebnisse
kçnnen hier nicht erschçpfend behandelt werden, weshalb
der Leser auf ausgew�hlte Publikationen[21, 40] und �ber-
sichtsartikel[41–47] verwiesen sei. Meine talentierten Postdocs
und Kooperationspartner fîhrten ein breites Spektrum von

Experimenten durch, unter anderem zur lebenszeitbegrenz-
ten Linienbreite, zu temperaturabh�ngigen Phasenverschie-
bungen und optischen S�ttigungseffekten,[48,49] zum Photo-
nen-Antibunching,[50] zur Vibrationsspektroskopie,[51–53] zur
Magnetresonanz eines einzelnen molekularen Spins[54] sowie
zur Nahfeld-Spektroskopie.[55] Einige dieser Experimente
sind besonders relevant fîr die superhochauflçsende Mikro-
skopie und werden im Folgenden diskutiert.

2.3. Spektroskopie und Visualisierung einzelner Molekíle

Mit der Einzelmolekîlsensitivit�t, die in den frîhen 90er
Jahren Einzug hielt, ging auch ein detaillierteres Verst�ndnis
der inhomogenen Linienverbreiterung einher. Abbildung 10 a
zeigt ein Spektrum des inhomogen verbreiterten optischen
Absorptionsspektrums von Pentacen in p-Terphenyl — man
vergleiche Abbildung 3a. W�hrend nahe des Zentrums der
Linie bei 592.321 nm (0 GHz) die Molekîle îberlappen,
werden einzelne, isolierte Lorentz-Profile an den Flanken der
Linie beobachtet, wenn jedes der Molekîle der Reihe nach
mit dem einstellbaren Laser in Resonanz tritt. Die Situation
l�sst sich gut mit der Suche nach einem Sender vergleichen,
wenn Sie weit von großen St�dten entfernt sind: Sie drehen
und drehen am Rad Ihres AM-Radios und empfangen die
meiste Zeit nur statisches Rauschen. Aber dann sind Sie
endlich bei einer Frequenz in Resonanz mit einer Radiosta-
tion angekommen: �ber dem Rauschen erhebt sich ein
Signal. Natîrlich kçnnen bei Verwendung einer niedriger

Abbildung 9. Detektion und Absorptionsspektroskopie einzelner Molekíle durch Aufzeichnen der emittierten Fluoreszenz. A,B) Die inhomogen
verbreiterte Linie. C) Bei sehr niedriger Konzentration zeigen die Punkte den Anstieg der Emission an, wenn einzelne Molekíle in Resonanz mit
dem einstellbaren Laser treten. Photo: Michel Orrit. Aus Lit. [35].
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konzentrierten Probe auch einzelne Molekîle im Zentrum
der Linie untersucht werden. Nur in dieser Gegend ist das
Linienprofil eine Gauß-Kurve. Ein wenig weiter vom Zen-
trum entfernt finden sich deutliche Flanken, die nicht einer
Gauß-Kurve entsprechen. Diese großartigen Spektren legten
das Fundament der frîhen Experimente. Beispielsweise
wurde bei niedrigen Pumpintensit�ten die lebenszeitbe-
grenzte homogene Linienweite von 7.8� 0.2 MHz direkt be-
obachtet (Abbildung 10b).[56] Diese stellt den maximalen
Wert dar, der durch die Lebenszeit des angeregten S1-Zu-
standes von 24 ns erlaubt ist, wobei hervorragende �berein-
stimmung mit frîheren Photonenechoexperimenten an
großen Ensembles festgestellt wurde.[15, 57] So enge Absorpti-
onslinien einzelner Molekîle sind eine wunderbare Spiel-
wiese fîr Spektroskopiker: Weil die schmalen Linien deutlich
empfindlicher auf Stçrungen reagieren als breite spektrale
Merkmale, kçnnen viele detaillierte Untersuchungen der lo-
kalen Umgebung durchgefîhrt werden.

In meinem Labor ging Pat Ambrose îber rein spektro-
skopische Studien hinaus und nahm ein Hybridbild eines
einzelnen Molekîls auf, indem er Spektren als Funktion des
Laserfokus auf der Probe aufnahm.[48] Das r�umliche Abtas-
ten folgte dem Prinzip konfokaler Mikroskopie, bei der der
Fokus des Lasers îber die Probe gerastert wird. Abbil-
dung 10c zeigt ein solches dreidimensionales „Pseudobild“
einzelner Pentacenmolekîle in p-Terphenyl. Die z-Achse ist
dabei das rotverschobene Emissionssignal, die horizontale
Achse ist die Verstimmung des Lasers (in der Grçßenordnung
von 300 MHz), und die Achse, die in das Papier hinein zeigt,
ist eine transversale r�umliche Dimension, die durch das

Rastern des Laserfokus abgetastet wurde (in der Grçßen-
ordnung von 40 mm). Die spektralen Eigenschaften sind in der
Frequenzdom�ne vollst�ndig aufgelçst, weil die Linienbreite
des Lasers mit etwa 3 MHz schmaler ist als die Linienbreite
des Molekîls. Betrachtet man jedoch die r�umliche Auflç-
sung des Bildes, dann stellt das einzelne Molekîl letztlich eine
genau lokalisierte Nanosonde fîr den Durchmesser des La-
serstrahls selbst dar. Dieser betr�gt hier ca. 5 mm, was an der
niedrigen Qualit�t des Fokus liegt, den die Linsen in flîssigem
Helium erzeugen.[48] Das Molekîl kann also als nanometer-
große Sonde fîr den Fokus angesehen werden, was gleich-
bedeutend mit der Vermessung der Point-Spread-Function
(PSF) des Aufbaus ist. Damit ist dieses Experiment das erste
Beispiel fîr das r�umliche Bild der PSF eines einzelnen
Molekîls, was weiter unten noch genauer beleuchtet werden
wird. Wenig sp�ter nahmen Wild und Mitarbeiter in der
Schweiz[58] erfolgreich zweidimensionale Bilder eines einzel-
nen Emitters auf, wie in Abbildung 10d gezeigt.

2.4. �berraschungen – spektrale Diffusion und optische Kontrolle

Im Verlauf der frîhen SMS-Untersuchungen an Pentacen
in p-Terphenyl trat ein unerwartetes Ph�nomen auf: Ver-
schiebungen der Resonanzfrequenz einzelner Pentacenmo-
lekîle im Kristall bei 1.5 K,[48, 56] was zuvor schon kurz er-
w�hnt wurde.[35] Wir nannten diesen Effekt „spektrale Dif-
fusion“, weil er eng mit �hnlichen spektralen Verschiebungen
verwandt war, die schon frîh fîr optische �berg�nge von
Verunreinigungen in amorphen Systemen postuliert

Abbildung 10. a,b) Einzelmolekílspektroskopie und c, d) Einzelmolekílbildgebung. Photos: W. Pat Ambrose (oben), Urs P. Wild (unten). Aus Lit.
[49] (a), [56] (b), [48] (c) und [58] (d).
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wurden.[59] Spektrale Diffusion bedeutet hier, dass sich das
Zentrum der (Resonanz)Frequenz eines einzelnen Molekîls
durch Ver�nderung des r�umlich nahen Wirtmaterials ver-
schiebt, was die Frequenz der elektronischen �berg�nge îber
Gast-Wirt-Wechselwirkungen beeinflusst. Abbildung 11 a
zeigt beispielsweise eine Serie von Fluoreszenzanregungs-
spektren eines einzelnen Pentacenmolekîls in p-Terphenyl,
bei der ein Spektrum alle 3 s aufgenommen wurde – so
schnell, wie es das Signal-Rausch-Verh�ltnis zuließ: Die
spektrale Verschiebung oder das Springen des Molekîls von
einer Resonanzfrequenz zu einer anderen ist eindeutig. Wird
die Laserfrequenz konstant nahe der molekularen Absorpti-
onsfrequenz gehalten, dann scheint das Molekîl an- und
auszugehen, w�hrend es in Resonanz und wieder hinaus
springt (Abbildung 11 b, zwei Anregungsintensit�ten). Die
Rate dieses �bergangs ist nicht abh�ngig von der Intensit�t
des Lasers, weshalb diese spontanen Prozesse darauf hin-
weisen, dass in der Wirtmatrix Zweiniveausysteme vorhanden
sind, welche sogar bei diesen niedrigen Temperaturen ther-
mische �berg�nge aufweisen. Ein mçglicher Ursprung fîr
Tunnelzust�nde in diesem kristallinen System kçnnten Tor-
sionsfreiheitsgrade des zentralen Phenylrings der benach-
barten p-Terphenylmolekîle um die molekulare Achse sein.
Die p-Terphenylmolekîle innerhalb einer Dom�nengrenze
zwischen zwei Zwillingen oder nahen Gitterdefekten kçnnten
erniedrigte Barrieren fîr solche Tunnelprozesse des zentralen
Rings aufweisen. Eine theoretische Untersuchung der Tra-
jektorien spektraler Diffusion von Jim Skinner und Mitar-

beitern[60–62] postulierte, dass bestimmte Defekte dieses Ph�-
nomen erzeugen kçnnen, was die Leistungsf�higkeit der SMS
bei der Erforschung von Details der lokalen Nanoumgebung
und die Bedeutung theoretischer Fundierung fîr ein tieferes
Verst�ndnis hervorhebt. Spektrale Verschiebungen der
Linien einzelner Molekîle wurden nicht nur an einigen kris-
tallinen Wirtsystemen beobachtet, sondern auch an so gut wie
allen untersuchten Polymeren und sogar an polykristallinen
ShpolÏskii-Matrizen.[63] Dies ist ein beeindruckendes Beispiel
der Heterogenit�ten, die durch Einzelmolekîluntersuchun-
gen aufgedeckt wurden.

Mein Postdoc Thomas Basch¦ und ich beobachteten auch
fîr Perylenmolekîle als Verunreinigung in Polyethylen durch
Licht verursachte Verschiebungen der Absorptionsfrequenz,
wobei hier die Rate des Prozesses eindeutig mit der ange-
legten Laserleistung anstieg,[64,65] wie in Abbildung 11 c ge-
zeigt. Dieser Effekt einer Photoschaltung kçnnte in Analogie
zu den frîheren Experimenten „spektrales Lochbrennen“
genannt werden;[21] in diesem Fall jedoch verschwindet die
Absorptionslinie einfach, weil nur ein einziges Molekîl in
Resonanz mit dem Laser steht. Die Subspektren (a), (b) und
(c) zeigen drei aufeinanderfolgende Scans eines Perylenmo-
lekîls. Nach Aufnahme des Spektrums (c) wurde der Laser
auf Resonanz mit dem Molekîl eingestellt. Bei dieser hçhe-
ren Anregungsst�rke verschwand das Fluoreszenzsignal
schließlich, d.h., das Molekîl verlçschte anscheinend. An-
schließend wurde das Subspektrum (d) aufgenommen. Es
zeigt, dass sich die Resonanzfrequenz des Molekîls offenbar

Abbildung 11. a,b) Spektrale Diffusion und c) lichtinduzierte spektrale Verschiebungen. Aus Lit. [48,56,64], Photos: Jim Skinner (links), Thomas
Basch¦ (rechts).
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um mehr als � 1.25 GHz verschob, verursacht durch die
lichtinduzierte Ver�nderung in der n�heren Umgebung.
�berraschenderweise war dieser Effekt fîr einen beachtli-
chen Teil der Molekîle reversibel: Beim n�chsten Scan des
Spektrums einige Minuten sp�ter (Spektrum (e)) war das
Molekîl zu seiner ursprînglichen Absorptionsfrequenz zu-
rîckgekehrt. Nach dem Subspektrum (g) war das Molekîl
wiederum „umgeschaltet“, und der ganze Zyklus konnte viele
Male wiederholt werden, was uns ermçglichte, die Poisson-
Kinetik des Prozesses îber die Wartezeit vor einer spektralen
Verschiebung zu messen.[65]

Eine Reihe von Einzelmolekîlsystemen wiesen lichtin-
duziertes Verschieben bei niedrigen Temperaturen auf, bei-
spielsweise Terrylen in Polyethylen[66] oder Terrylen in einer
ShpolÏskii-Matrix.[67] Optische Ver�nderungen der Spektren
einzelner Molekîle erçffneten nicht nur einen einzigartigen
Weg zur Photophysik und zu den Tieftemperaturdynamiken
amorpher Phasen — dieser Effekt war Vorbote eines ande-
ren, heute sehr relevanten Gebiets bei Raumtemperatur:
Photoschaltung einzelner Molekîle zwischen einem emittie-
renden und einem dunklen Zustand ist ein momentan viel-
fach genutztes, m�chtiges Hilfsmittel, um Superhochauflç-
sung zu erreichen (siehe unten).

3. Intermezzo – warum sollte man einzelne Molekí-
le untersuchen?

Bevor wir mit den Untersuchungen bei Raumtemperatur
fortfahren, sollten wir uns an einige der wichtigsten Motiva-
tionen und Vorteile dieser Arbeit erinnern. Einzelmolekîl-
spektroskopie ermçglicht es, genau ein Molekîl, das tief in-
nerhalb eines Kristalls, eines Polymers, einer Flîssigkeit oder
einer Zelle verborgen ist, durch optische Anregung zu be-
obachten. Das bedeutet Detektion und Spektroskopie bei
maximal mçglicher Sensitivit�t von ungef�hr 1.66 × 10¢24 Mol
des Molekîls (1.66 Yoctomol) — oder eine Menge des Mo-
lekîls, die dem Inversen der Avogadro-Zahl entspricht. Die

Detektion des einzelnen Molekîls muss dabei in Gegenwart
von Milliarden bis Trilliarden von Lçsungsmittel- oder Wirt-
molekîlen durchgefîhrt werden. Um dies zu erreichen, wird
ein Lichtstrahl (typischerweise ein Laser) verwendet, um
einen elektronischen �bergang des einen Molekîls, das re-
sonant mit der optische Wellenl�nge ist, zu stimulieren. Diese
Interaktion der optischen Anregung mit dem Molekîl er-
mçglicht es, das einzelne Molekîl zu erfassen. Erfolgreiche
Experimente mîssen zwei Kriterien erfîllen: 1) Sie mîssen
garantieren, dass nur ein Molekîl innerhalb des Probenvo-
lumens in Resonanz mit dem Laser steht, und 2) sie mîssen
ein Signal-Rausch-Verh�ltnis fîr das Signal des einzelnen
Molekîls aufweisen, das fîr eine sinnvolle Mittelungszeit
grçßer als 1 ist.

Warum werden Einzelmolekîluntersuchungen heutzuta-
ge als zentraler Bestandteil moderner physikalischer Chemie,
chemischer Physik und Biophysik angesehen (Abbil-
dung 12)? Durch den Wegfall der Ensemblemittelung ist es
mçglich, direkt die Verteilung des Verhaltens einzelner Mo-
lekîle zu messen, um verborgene Heterogenit�t zu erkunden.
Diese Heterogenit�t kann statisch sein und von verschiede-
nen Arten der Wechselwirkung stammen, die das einzelne
Molekîl mit der (komplexen) Umgebung eingeht; oder sie
kann in der Zeitdom�ne auftreten und von internen Zust�n-
den eines Molekîls stammen sowie von den �berg�ngen
zwischen ihnen. SMS erlaubt es dann, verborgene kinetische
Pfade zu vermessen und seltene, kurzlebige Intermediate zu
detektieren. Da sich typische Einzelmolekîl-Markierungen
wie kleine Lichtquellen mit 1–2 nm Grçße verhalten und ihre
unmittelbare Umgebung anzeigen, erçffnen Einzelmolekîl-
studien ein neues Fenster in Interaktionen im Nanobereich
mit einfachem Zugang zu zeitabh�ngigen Ver�nderungen.
Durch FRET-Messungen einzelner Molekîle kçnnen kon-
formationelle Ver�nderungen auf L�ngenskalen von ca.
5 nm[68] verfolgt werden. Da ein einzelnes Molekîl mit Licht
haupts�chlich îber das lokale elektromagnetische Feld und
das molekulare �bergangsdipolmoment interagiert, kçnnen
verst�rkte lokale Felder in nanophotonischen Metallstruktu-

Abbildung 12. Inspirationen und Einfluss des Moerner-Labors, zusammen mit ausgew�hlten Titelbildern von Fachzeitschriften.
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ren sondiert werden.[69, 70] Die Verwendung eines einzelnen
Molekîls als nanometergroße Lichtquelle ist eine Hauptei-
genschaft, die bei der superhochauflçsenden Mikroskopie
verwendet wird, wie im Folgenden nach Zusammenfassen der
Raumtemperatur-SMS-Experimente beschrieben werden
wird. Schließlich sind einzelne Molekîle auch zu kommerzi-
eller Anwendung sowohl in der DNA-Sequenzierung als auch
in der Mikroskopie îber das Beugungslimit hinaus gelangt.
Dass wir in der Lage sind, auf optischem Wege die kleinsten
Bestandteile eines komplexen Systems zu untersuchen, hat
tiefe und weitreichende Konsequenzen.

4. Raumtemperaturstudien einzelner Molekíle

Bald nach den ersten Tieftemperaturexperimenten be-
gannen auch Experimente mit einzelnen Molekîlen bei
Raumtemperatur. Eine Auswahl von Meilensteinen ist nach
meinem besten Wissen in Tabelle 1 aufgefîhrt.

Erste Schritte waren inspiriert von der Entwicklung der
„Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie“ (FCS),[72,73] der eine
umfangreiche Theorie zugrunde liegt, die detailliert in
Lit. [88–90] vorgestellt wird. Die Methode basiert auf Fluk-
tuationen der Emission aus einem kleinen fokalen Volumen,
die durch den Durchgang einzelner Molekîle in Lçsung
durch den Laserstrahl verursacht werden. Autokorrelations-
analyse erçffnet die Mçglichkeit, eine Reihe von dynami-
schen Eigenschaften des Systems auf Zeitskalen unterhalb
der Durchgangszeit, die etwa 1–10 ms betr�gt, zu ermitteln.
Der Kontrast der Autokorrelation verschwindet bei hohen
Konzentrationen und verbessert sich bei niedrigen. Im Jahr
1990 wurden Korrelationsfunktionen aufgezeichnet, bei
denen die Konzentration so niedrig war, dass sich durch-
schnittlich deutlich weniger als ein Molekîl im Probenvolu-
men befand.[77] Der Durchgang vieler einzelner Molekîle
muss gemittelt werden; es ist nicht mçglich, nur ein einziges
Molekîl fîr eine lange Zeit durch FCS zu untersuchen.

Ebenfalls im Jahr 1990 verwendete das Labor von Keller
in Los Alamos ein sorgf�ltig entworfenes Flusssystem, um das
Volumen, das den Hintergrund verursachte, zu reduzieren.

Damit konnten sie direkt individuelle Fluoreszenzblitze de-
tektieren, wenn einzelne Rhodamin6G-Molekîle den Fokus
passierten.[79] Darin bestand ein wesentlicher Schritt der
Hintergrundreduktion. Allerdings w�re es auch sehr auf-
schlussreich, dasselbe einzelne Molekîl îber eine lange Zeit
hinweg zu beobachten und seine Signalst�rke, Lebenszeit,
Polarisation, Fluktuation usw. zu messen — alles als Funktion
der Zeit und mit dem Ziel, direkt jede Heterogenit�t von
Molekîl zu Molekîl zu erfassen. Hirschfeld berichtete die
Detektion eines einzelnen Antikçrpers mit 80–100 Fluoro-
phoren in einem kurzen Aufsatz bereits 1976,[81] doch Blei-
chen und die damals verfîgbaren optischen Ger�te begrenz-
ten weitere Arbeiten.

Ein wichtiger Meilenstein fîr die Abbildung eines ein-
zelnen Molekîls bei Raumtemperatur war 1993 erreicht, als
optische Nahfeld-Rastermikroskopie (NSOM) verwendet
wurde, um das angeregte Volumen und damit auch mçgli-
cherweise interferierenden Hintergrund zu verringern.[82–84] In
der Folgezeit wurde gezeigt, dass durch sorgf�ltige Proben-
pr�paration und optimale Detektionsmethoden einzelne
Molekîle auch durch Fernfeldtechniken wie konfokale Mi-
kroskopie,[85] Weitfeld-Epifluoreszenz oder totale interne
Reflexionsfluoreszenzmikroskopie[86] abgebildet werden
kçnnen. Von besonderer Bedeutung im Bereich der Zellbio-
logie war die Arbeit von Schmidt et al. aus dem Jahr 1996, in
der die Diffusion einzelner markierter Lipide auf der Zell-
membran untersucht wurde.[87] Die rasend schnelle Entwick-
lung von immer neuen Methoden zur Detektion und Abbil-
dung einzelner Molekîle fîhrte zu faszinierender Forschung
auf diesem Gebiet, deren Fortschritte viel zu umfangreich
sind, um sie vollst�ndig darzustellen.[91–93] Zwei Serien von
Nobel Conference Proceedings sind inzwischen zu diesem
Themenkomplex erschienen.[94, 95]

4.1. Grundlagen der Detektion und Abbildung einzelner
Molekíle bei Raumtemperatur

Der Deutlichkeit halber sollte an diesem Punkt kurz die
prinzipielle Detektionsstrategie geschildert werden, die in

Tabelle 1: Meilensteine der Detektion und Abbildung einzelner Molekíle bei Raumtemperatur.

Lçsung:
Korrelations-
funktionen

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS): Magde, Elson, Webb (1972);[71–74] Ehrenberg, Rigler (1974);[75] Aragün, Pecora
(1976).[76]

Autokorrelation, die von maximal einem Molekíl im fokalen Volumen detektiert wurde: Rigler, Widengren (1990).[77]

Lçsung: einzelne
Fluoreszenzblitze

Fluoreszenzblitze von Emittern mit mehreren Chromophoren (Phycoerythrin): Peck, Stryer, Glaser, Mathies (1989).[78]

Fluoreszenzblitze von einem einzigen Fluorophor: Shera, Seitzinger, Davis, Keller, Soper (1990);[79] Nie, Zare (1994).[80]

In Lçsung und
an der Oberfl�che

Einzelner Antikçrper mit vielen (80–100) Markierungen: Hirschfeld (1976).[81]

Nahfeld-NSOM,
SNOM

Abbilden eines einzelnen Fluorophors: Betzig, Chicester (1993);[82] Ambrose, Goodwin, Martin, Keller (1994);[83] Xie, Dunn
(1994).[84]

Konfokale Mikrosko-
pie

Macklin, Trautman, Harris, Brus (1996).[85]

Abbilden einzelner
Molekíle durch
Weitfeldmikroskopie

In vitro, einzelnes Myosin oder Actin: Funatsu, Harada, Tokunaga, Saito, Yanagida (1995).[86]

Verfolgen einzelner Lipide in Zellmembranen mit Superlokalisation: Schmidt, Schítz, Baumgartner, Gruber, Schindler
(1996).[87]
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modernen Einzelmolekîlstudien bei Raumtemperatur ein-
gesetzt wird. Abbildung 13 illustriert einige der wichtigsten
Ideen fîr das Untersuchen von Zellen, aber die Methode ist
die gleiche fîr jede Art von Probe, sofern das Experiment
streng darauf ausgelegt ist, den Hintergrund zu minimieren
und die detektierte Emission des einzelnen Molekîls zu ma-
ximieren. Eine Reihe von Lehrbîchern geht noch weiter auf
die Details ein.[96–99] Typischerweise werden organische fluo-
reszierenden Farbstoffe (z. B. Tetramethylrhodamin (TMR),
Cyaninfarbstoffe wie Cy3, Alexa-Farbstoffe usw.) oder fluo-
reszierende Proteinmarkierungen an das zu untersuchende
Biomolekîl angebracht, bei dem es sich um Proteine, Lipide,
Zucker oder Oligonukleotide handeln kann. Das Anre-
gungslicht regt normalerweise die Energieniveaus wie oben
rechts gezeichnet an; sehr oft ist es ein erlaubter Singulett-
Singulett-�bergang. Bevor die Fluoreszenz rotverschoben
emittiert wird, kann vibronische Relaxation auftreten, was
nîtzlich fîr die Detektion ist: Meist werden Long-Pass-Filter
eingesetzt, um jedes gestreute Anregungslicht zu entfernen.
Es kann auch zu Intersystem-Crossing in einen Triplett-Zu-
stand kommen, aber normalerweise werden Fluorophore
gew�hlt, die sich mçglichst selten und kurz in dunklen Zu-
st�nden aufhalten, außer wenn Blinken erforderlich ist. Un-
abh�ngig von der Art des verwendeten Mikroskops kçnnen
wir, ohne das Problem zu vereinfachen, von einem beu-
gungsbegrenzten Anregungsvolumen ausgehen, das die
Probe auf einem meist transparenten Tr�ger anregt. Das be-
kannte Beugungslimit sollte hier erw�hnt werden: In Fern-
feldoptiken kann der Fokus nicht unter l/(2 NA) verkleinert
werden, wobei NA die numerische Apertur des Mikroskops

bezeichnet. Fîr sichtbares Licht entspricht diese Untergrenze
mit etwa 250 nm: Der Unterschied zwischen der Grçße des
Fokus und der Markierungen (wenige nm) ist gewaltig.
Nichtsdestoweniger wird nur ein einziges Molekîl angeregt,
wenn die Konzentration der markierten Molekîle niedrig ist,
und die emittierte Fluoreszenz zeigt dieses eine markierte
Molekîl an.

Sogar ohne superhochauflçsende Methoden, die dichte
Emitter îber die Beugungsbegrenzung hinaus trennen (be-
handelt weiter unten), wurden und werden nach wie vor viele
Einzelmolekîlstudien durchgefîhrt, bei denen einzelne,
voneinander getrennte Molekîle abgebildet und îber die
Zeit hinweg beobachtet werden. Schon das einfache Verfol-
gen der Bewegung einzelner Molekîle gew�hrt Einblicke in
ihr Verhalten. Abbildung 14 gibt einige ausgew�hlte Bei-
spiele fîr Experimente dieser Art im Moerner-Labor aus den
frîhen 2000er Jahren. Abbildung 14 a zeigt ein Bild einzelner
MHCII-Proteine (major histocompatibility complexes of
type II), die in der Plasmamembran einer CHO-Zelle (chi-
nese hamster ovary) verankert sind. Ein hochaffines antige-
nes Peptid wurde mit einem einzelnen Fluorophor markiert,
um die MCHII-Molekîle zum Leuchten zu bringen, und ein
Fluoreszenzvideo in Echtzeit dieser Molekîle l�sst uns den
faszinierenden Tanz der MCHIIs verfolgen, wie er auf der
Oberfl�che von Leberzellen geschieht. Die Eigenschaft der
Diffusion und der Einfluss von Cholesterol wurden von
meinen Studenten in Zusammenarbeit mit Harden McCon-
nell untersucht.[100–103]

Um auch ein Beispiel aus den Materialwissenschaften zu
geben, zeigt Abbildung 14b ein Fluoreszenzbild von einzel-

Abbildung 13. �berblick íber die Detektion und Abbildung einzelner Molekíle bei Raumtemperatur. Aus Lit. [139].
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nen Terrylenmolekîlen in einem rotationsbeschichteten
Kristall von p-Terphenyl.[104] Die genaue Betrachtung des
Bildes l�sst erkennen, dass einige Molekîle als kleine Ringe
erscheinen, w�hrend andere unstrukturierte Punkte sind. Die
Ringe sind leicht verst�ndlich: Es handelt sich um Dipole, die
in z-Richtung orientiert sind[105] und in geordneten, kristalli-
nen Regionen der Probe auftreten. Aufschlussreicher aber ist
es, diese Bilder als Funktion der Zeit zu betrachten (vgl. die
Supporting Information von Lit. [104]). �berraschenderweise
bewegen sich die unstrukturierten Punkte, wobei sie eine
starke Pr�ferenz fîr ungef�hr horizontale und vertikale
Linien in der Probe aufweisen. Diese einzelnen Molekîle
bewegen sich hçchstwahrscheinlich entlang der Risse der
Probe; ihre Bewegung kann also eingesetzt werden, um
Kristalldefekte zu visualisieren.

Als ein letztes Beispiel fîr die Leistungsf�higkeit des
Trackens einzelner Molekîle seien Untersuchungen genannt,
die im Moerner-Labor in Kooperation mit dem Labor von
Lucy Shapiro seit inzwischen mehr als zehn Jahren die helle
und rotverschobene Emission des verbesserten gelb fluores-
zierenden Proteins (EYFP) einsetzen, in denen es als Mar-
kierung fîr die Fusion intrazellul�rer Proteine verwendet
wird. Der Organismus, der uns hierbei besonders interessiert,
ist Caulobacter crescentus, denn seine Zellen zeigen asym-
metrische Division im Zellzyklus: Eine Tochterzelle besitzt
ein Flagellum, die andere einen Strunk mit einem klebrigen
Ende. Das bedeutet, dass diese Zellen ein genetisches Pro-
gramm haben, durch das verschiedene Gruppen von Protei-
nen in verschiedenen Tochterzellen erscheinen. Diesen Pro-
zess zu verstehen wîrde dazu beitragen, die generellen Ab-
l�ufe bei der Zellentwicklung besser nachzuvollziehen.[106,107]

Im Prinzip wird dieser Effekt von einer r�umlichen Muste-
rung regulatorischer Proteine verursacht, was zu zahlreichen
interessanten Fragestellungen fîhrt: Wie produzieren diese
Proteine Muster, wie kommt es von diesen Mustern zu ver-
schiedenen Ph�notypen in den Tochterzellen und so weiter.
Abbildung 13 c zeigt das Ergebnis unserer Beobachtungen,
als wir einzelne EYFP-Molekîle an das zytoskelettale Pro-
tein MreB in lebenden Zellen anbrachten.[108] Eine Gruppe
von MreB-Molekîlen diffundierte wie erwartet im Zyto-

plasma. Auf einer l�ngeren Zeitskala jedoch deckten
Zeitrafferaufnahmen auf, dass sich einzelne Mole-
kîle eindeutig gerichtet entlang linearer Pfade in
einem Muster am Rand der Zelle bewegten. Die
Abbildung zeigt Trajektorien einzelner Molekîle in
verschiedenen Zellen. W�hrend zuerst vermutet
wurde, dass dieser Beobachtung ein Tretmîhlenme-
chanismus von Filamenten zugrunde liegt, h�ngt das
Verhalten wahrscheinlich mit MreB-Molekîlen zu-
sammen, die mit den Synthesekomplexen der Zell-
wand interagieren.[109]

4.2. Auf dem Weg zur Superhochauflçsung: Schlíssel #1
ist die Superlokalisation von Einzelmolekílemittern

Wir sind damit an einem Punkt angekommen, an
dem wir leicht superhochauflçsende Mikroskopie
direkt behandeln kçnnen. Es ist hinl�nglich bekannt,

dass Fluoreszenzmikroskopie in der Biologie von einer Reihe
von Markierungsmethoden profitiert, um die verschiedenen
Strukturen der Zelle zum Leuchten zu bringen. Der Preis
jedoch, der oft dafîr gezahlt werden muss, ist eine, verglichen
mit Rçntgen- oder Elektronenmikroskopie, schlechte r�um-
liche Auflçsung. „Auflçsung“ wird hier im exakten Sinn des
Wortes verwendet: Die Mçglichkeit, zwei Objekte, die
r�umlich nah beieinander stehen, als zwei Objekte zu unter-
scheiden. Das Grundproblem ist, wie schon kurz anklang,
dass konventionelle Fernfeldmikroskopie durch Abbes
grundlegendes Beugungslimit (BL)[110] auf eine Auflçsung
von ungef�hr der optischen Wellenl�nge l geteilt durch
zweimal die numerische Apertur (NA) des Aufbaus, l/(2 NA),
beschr�nkt ist. Da die grçßten Werte fîr NA, wie sie bei
modernsten, stark korrigierenden Immersionsobjektiven er-
reicht werden, in etwa bei 1.3–1.6 liegen, folgt eine untere
Grenze der Auflçsung von ungef�hr 200–250 nm fîr sicht-
bares Licht mit 500 nm Wellenl�nge.

Tats�chlich ermçglicht das Licht, das von einer einzelnen
fluoreszierenden Markierung mit einer Grçße von 1–2 nm
emittiert wird, dieses Problem zu umgehen, also „Super-
hochauflçsung“ zu erreichen, d.h. Auflçsung besser als durch
das Beugungslimit vorgegeben. (Stimulierte Emissionsde-
pletion (STED)[111] und strukturierte Illuminationsmikrosko-
pie sind andere Methoden, die das BL îbertreffen; aber sie
bençtigen keine einzelnen Molekîle und werden von Stefan
Hell und Eric Betzig an anderer Stelle erl�utert.) Wie kçnnen
einzelne Molekîle helfen? Die Zeichnung in Abbildung 13
verdeutlicht das typische Abbildungsproblem bei Raumtem-
peratur: Das einzelne Molekîl ist sehr viel kleiner als der
Fokus des Lasers; aber wenn nur ein einzelnes Molekîl an-
geregt wird, kçnnen Informationen îber dieses eine Molekîl
und seine lokale „Nanoumgebung“ gewonnen werden, indem
nur Photonen dieses Molekîls erfasst werden.[45] Betrachtet
man jedoch die r�umliche Auflçsung, zeichnet der beobach-
tete Peak des einzelnen nanometergroßen Emitters beim
Aufbau des Bildes die beugungsbegrenzte Point-Spread-
Function (PSF) des Mikroskops nach, denn das Molekîl ist
nur wenige Nanometer groß und damit sehr viel kleiner als
die PSF. (Genau genommen ist das einzelne Molekîl keine

Abbildung 14. Ausgew�hlte Studien zur Bildgebung und zum Tracking von Ein-
zelmolekílen bei Raumtemperatur. Aus Lit. [158] (a), [104] (b) und [108] (c).
Photos (links nach rechts): Marija Vrljic, Stefanie Nishimura, Christopher (Kit)
Werley, So Yeon Kim.
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punktfçrmige Quelle, sondern ein Dipolemitter.[113] Diese
Feinheit ist jedoch fîr die folgende Diskussion nicht wichtig.)
Wenn viele Emitter eine Struktur nachbilden, îberlappen die
PSFs und erzeugen ein verschwommenes Bild, das auf ele-
mentare Weise „nicht im Fokus“ ist.

Dieses Problem wurde auf direktem Wege von Betzig im
Jahr 2006 gelçst,[114] indem er einfach die Molekîle davon
abhielt, alle zur gleichen Zeit zu emittieren (vgl. Ab-
schnitt 4.4). Der Nachvollziehbarkeit halber werde ich die
grundlegenden Ideen in ihrer einfachsten Auspr�gung be-
schreiben, um zu unterstreichen, dass das Problem generell
gelçst werden kann. Es gibt nur zwei Dinge zu tun: Erstens
muss man in der Lage sein, das Bild eines einzelnen Molekîls
zu erfassen und seinen Ort mit sehr viel grçßerer Pr�zision zu
lokalisieren als es der Breite der PSF entspricht. Diesen
Prozess kçnnte man „Superlokalisation“ nennen. Zweitens
muss man die Menge an emittierenden Molekîlen aktiv
kontrollieren kçnnen. Dies wird in Abschnitt 4.4 beschrieben.

Abbildung 15 verdeutlicht das Konzept der Superlokali-
sation einzelner Molekîle. In einer Analogie ausgedrîckt:
Jeder kann auf den Gipfel des Aschekegels im Crater Lake in
Oregon (Abbildung 15 a) wandern und dort mit einem GPS-
Empf�nger die Koordinaten der Position des Berges ablesen.
Diese Idee wird letztlich auf einzelne Emitter îbertragen:
Allein durch Vermessen der Form der PSF kann die Position
ihres Zentrums sehr viel genauer bestimmt werden als ihre
Breite. Beispielsweise sind im Weitfeldbild einzelner Mole-
kîle in Abbildung 15b die beugungsbegrenzten Punkte klar
erkennbar. Wichtig ist, dass sich jeder detektierte Punkt auf
mehreren Pixeln der Kamera ausbreitet, wie in Abbil-
dung 15c gezeigt. Dann messen die verschiedenen Pixel ver-
schieden viele Photonen, der Form der PSF folgend (ver-

sinnbildlicht an einem eindimensionalen Schnitt wie in Ab-
bildung 15 d zu sehen). Formal ist die PSF eine Airy-Funkti-
on, aber man kann sie der Einfachheit halber auch durch eine
Gauß-Funktion ann�hern, insbesondere in Gegenwart von
Hintergrund. Die Anzahl der Photonen, die an den ver-
schiedenen Pixeln gemessen wird, repr�sentieren Punkte der
Funktion, die mathematisch gefittet werden kçnnen. W�h-
rend die Breite w_ dieses Fits nach wie vor beugungsbegrenzt
ist, besitzt die Lokalisation der Zentrumsposition eine sehr
viel engere Fehlerverteilung mit der Standardabweichung s,
die allgemein als „Lokalisationspr�zision“ bezeichnet wird.
Die Genauigkeit, mit der ein einzelnes Molekîl durch Digi-
talisierung seiner PSF lokalisiert werden kann, h�ngt grund-
legend vom Poisson-Prozess der Photonendetektion ab, wes-
halb die wichtigste Variable die Gesamtzahl der Photonen N
ist, die îber dem Hintergrund detektiert wurden. Weitere
Einflussfaktoren sind die Grçße der Pixel und der Hinter-
grund selbst.[115–117] Die dominierende Abh�ngigkeit von s ist
dann einfach das Abbe-Limit dividiert durch die Wurzel der
Anzahl detektierter Photonen. Diese funktionale Form ergibt
Sinn, weil jedes erfasste Photon eine Absch�tzung der Posi-
tion des Molekîls beinhaltet, sodass sich fîr N Messungen die
Pr�zision entsprechend verbessert. Superlokalisation bedeu-
tet also, dass beispielsweise durch die Detektion von 100
Photonen eine Genauigkeit von 20 nm erreicht werden kann
und so weiter. Natîrlich sind damit Fluorophore vorzuziehen,
die eine mçglichst große Zahl von Photonen vor dem Blei-
chen emittieren.

Das Fitten eines Bildes zur Ermittlung des Zentrums
eines Objekts ist kein neues Konzept in den Naturwissen-
schaften. Es wird schon eine Weile zur Analyse experimen-
teller Daten eingesetzt.[121] Tats�chlich wusste schon Heisen-

Abbildung 15. Die wichtigsten Ideen, die der Superlokalisation einzelner Molekílemitter zugrunde liegen.
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berg im Jahr 1930, dass die Verbesserung der Auflçsung mit
eins geteilt durch die Wurzel der Anzahl an detektierten
Photonen skaliert.[122] Um nicht zu sehr auszuufern, werde ich
die Diskussion auf biologische Proben beschr�nken. Tabelle 2
fîhrt einige der frîhen Anwendungen auf, die mir bekannt
sind. Anfangs wurde die Idee auf Objekte wie LDL-Parti-
kel[118] oder fluoreszierende Kîgelchen[119] angewendet, die
îber dem BL lagen. In diesem Fall ist die ermittelte Lokali-
sation nur der Schwerpunkt des großen Objekts. Interessanter
fîr diese Diskussion ist der Fall, wenn ein einzelner Fluoro-
phor emittiert. Diese Art von Superlokalisation wurde zuerst
von Schmidt et al.[87] eingesetzt, um einzelne Lipide bis auf
30 nm Genauigkeit zu verfolgen. Eine folgende Studie an
Zellen befasste sich mit dem Eintritt einzelner Viruspartikel
in Zellen.[120] Auch in vitro wurde diese Methode eingesetzt:
Beispielsweise verwendeten Yildiz et al.[123] Digitalisierung
der PSF und einzelne Myosinmolekîle, die mit Cy3 markiert
waren, und ermittelten damit Positionen bis auf wenige Na-
nometer Pr�zision, wofîr ein neues Akronym vorgeschlagen
wurde: FIONA (fluorescent imaging with one nanometer
accuracy). Wenn dasselbe Molekîl alle detektierten Photo-
nen emittiert, bedeutet dies, dass eine N-Photonen-Korrela-
tion gemessen wird. Solange die Photonen voneinander un-
abh�ngig sind, kann dieselbe Analyse angewendet werden.
Wenn zukînftig kompliziertere Pho-
tonenzust�nde fîr die Analyse her-
angezogen werden kçnnen, wird sich
die Situation ver�ndern.

4.3. �berraschung bei einzelnen
fluoreszierenden Proteinen: Blinken
und Photokontrolle

Eine weitere spannende Ent-
wicklung in den 90er Jahren war das
Aufkommen genetisch exprimierter
grîn fluoreszierender Proteine. Diese
Entdeckung war îberaus bedeutend
fîr die molekulare und zellul�re
Biologie und wurde schließlich durch
die Vergabe des Nobelpreises fîr
Chemie an Osamu Shimomura,
Martin Chalfie und Roger Y. Tsien im
Jahr 2008 ausgezeichnet.[124] Tats�ch-
lich konnte ich mein T�tigkeitsfeld
verbreitern, als ich 1995 IBM in
Richtung der University of California

in San Diego verließ und mich nun auch mit Biologie und
Untersuchungen bei Raumtemperatur besch�ftigte. Mein
Postdoc Robert Dickson und ich arbeiteten zuerst an der
teilweisen Immobilisierung von einzelnen organischen Mo-
lekîlen in w�ssrigen Umgebungen, wobei wir auf wasserge-
fîllte Poren von Polyacrylamidgelen zurîckgriffen.[125] Dann
hatte ich im Jahr 1996 die Gelegenheit, nachdem mir die
schnelle Entwicklung fluoreszierender Proteine aufgefallen
war, durch Andy Cubitt aus dem Labor von Roger Tsien
Proben einer neuen Proteinmutante (yellow fluorescent
protein, YFP) zu untersuchen. Im Gegensatz zu GFP, das
zwei Absorptionsbanden aufweist und vor der Emission einen
Protonentransfer von der kurzwelligen zur langwelligen Form
zeigt,[126] war YFP darauf ausgelegt, die langwellige Form zu
stabilisieren, und konnte mit einem unserer Argon-Ionenla-
ser bei 488 nm angeregt werden. Robert Dickson und ich
gingen dann zu Experimenten îber, einzelne Kopien von
YFP bei Raumtemperatur zu detektieren und abzubilden.
Durch Verwendung von totaler interner Reflexionsmikro-
skopie (TIRF) konnte Rob 1997[2] die ersten Bilder einzelner
fluoreszierender Proteine in einem Gel aufnehmen, wie in
Abbildung 16 a gezeigt.

Diese frîhen Experimente fîhrten auch zum ersten Bei-
spiel eines Einzelmolekîl-Photoschalters bei Raumtempera-

Tabelle 2: Fríhe Anwendungen der Superlokalisation einzelner Objekte in der biologischen Mikroskopie.

Bestimmen des
Schwerpunkts eines
großen fluores-
zierenden Objekts

LDL-Partikel (low-density lipoprotein) mit vielen Markierungen auf der Zelloberfl�che: Barak, Webb (1982).[118]

Verfolgen eines 190-nm-Kígelchens, das durch das Motorprotein Kinesin bewegt wird, bis auf wenige Nanometer genau:
Gelles, Schnapp, Sheetz (1988).[119]

Positionsbestimmung
eines einzelnen
Fluorophors

Verfolgen einzelner Lipide mit 30 nm Genauigkeit auf der Zellmembran:
Schmidt, Schítz, Baumgartner, Gruber, Schindler (1996).[87]

Einzelne Viruspartikel auf HeLa-Zellen mit 40 nm Genauigkeit:
Seisenberger,…Br�uchle (2001).[120]

Abbildung 16. a) Bildgebung, b) Blinken und c, d) lichtinduzierte Wiederherstellung oder Schaltung
der Fluoreszenz fír ein einzelnes YFP. Photo: Rob Dickson. Aus Lit. [2].
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tur[2] und zu den ersten Details der photophysikalischen Ei-
genschaften von GFP-Varianten auf der Ebene einzelner
Molekîle. Die Experimente verwendeten zwei rotverscho-
bene GFP-Varianten (S65G/S72A/T203Y, „T203Y“, und
S65G/S72A/T203F, „T203F“), die sich nur durch die Abwe-
senheit einer Hydroxygruppe nahe dem Chromophor unter-
scheiden und dem weitverbreiteten verbesserten gelb fluo-
reszierenden Protein EYFP (S65G/V68L/S72A/T203Y) recht
�hnlich sind. Bei diesen Experimenten trat ein faszinierendes
und unerwartetes Blinken zu Tage, das nur auf der Ebene
eines einzelnen Molekîls erkannt werden konnte (vgl. den
Hintergrund von Abbildung 16b als Beispiel fîr eine Serie
von Fluoreszenzbildern eines einzelnen Molekîls). Dieses
Blinken stammt vermutlich aus Transformationen zwischen
den letzten beiden Zust�nden des Chromophors (A und I,
Abbildung 16 d), von denen nur einer (A) bei 488 nm ange-
regt werden und fluoreszieren kann. Weiterhin beobachteten
wir einen sehr viel l�nger andauernden dunklen Zustand N,
wenn l�ngere Zeit angeregt wurde. Dieser langlebige Zustand
war im Dunklen thermisch îber viele Minuten stabil, aber
nicht permanent gebleicht — ein wenig Licht mit einer Wel-
lenl�nge von 405 nm stellte den ursprînglichen fluoreszie-
renden Zustand wieder her, wie es in der Bilderserie in Ab-
bildung 16 c gezeigt wird. Das bedeutet, dass das Protein als
emittierende Markierung fungiert, bis es den langlebigen
dunklen Zustand erreicht, und daraufhin durch Licht mit
405 nm wieder in die emittierende Form zurîckgebracht wird,
was einer Aufhebung des scheinbaren Bleichens entspricht.
Als Rob und ich das Blinken und die lichtinduzierte Wie-
derherstellung beobachteten, dachten wir damals, man kçnne
dieses Photoschalten fîr optische Speicher einsetzen. Dafîr
wurde ein Patent gew�hrt.

Die Mçglichkeiten, auf optischem Weg die emittierenden
Zust�nde fluoreszierender Proteine zu kontrollieren, ver-
mehrten sich schnell, als andere Forscher auf der ganzen Welt
viele neue photoschaltbare fluoreszierende Proteine entwi-
ckelten (z. B. Kaede,[127] PA-GFP,[128] EosFP[129] und
DRONPA).[130] Diese interessanten Molekîle mit einfalls-
reichen Namen sollten bald eine entscheidende Rolle beim
letzten Schritt zur superhochauflçsenden Mikroskopie spie-
len.

4.4. Schlíssel #2: Aktive Kontrolle der emittierenden Population
und sequentielle Bildgebung

Superlokalisation funktioniert gut, solange Molekîle
r�umlich getrennt sind — doch was soll man tun, wenn sie
îberlappen? Wie kann die r�umliche Auflçsung solch ver-
schwommener Bilder verbessert werden? An dieser Stelle
sollte man sich daran erinnern, dass die hochauflçsende
Spektroskopie (Abschnitt 2) bei tiefen Temperaturen einen
Hinweis auf die Lçsung gibt: Sogar innerhalb eines beu-
gungsbegrenzten Fokus konnten viele verschiedene Molekîle
leicht getrennt voneinander durch Einstellen des Lasers
ausgew�hlt werden. Die Resonanzfrequenz war eine Kon-
trollvariable, die die Molekîle praktisch ein- und ausschal-
tete, sodass sie sich nicht îberlagerten. Aber wir dachten
damals in den frîhen 90er Jahren einfach nicht an r�umliche
Auflçsung, denn wir hatten eine ganze Menge spektraler
Auflçsung bei der Hand! Gleichzeitig gab es Mitte der 90er
Jahre einige Fortschritte bei der Entwicklung allgemeiner
Methoden zur �berwindung des Problems der r�umlichen
Auflçsung, wie in Tabelle 3 zusammengefasst.

Nachdem Eric Betzig einige Jahre damit verbracht hatte,
optische Nahfeldmikroskopie bei den Bell-Laboratorien zu
entwickeln, schrieb er im Jahr 1995 einen bahnbrechenden
Aufsatz, in dem er anmerkte, dass eine Kontrollvariable, die
Molekîle entlang einer anderen Dimension unterschied, fîr
superhochauflçsende Mikroskopie eingesetzt werden kann.
Er selbst schlug das Verwenden vieler Molekîle mit unter-
schiedlichen Farben vor, wie es in den Tieftemperaturexpe-
rimenten gemacht wurde.[131] Diesem Vorschlag folgend de-
monstrierten Antoine van Oijen et al. 1998 die Richtigkeit
dieser Idee direkt: Sie nutzten spektrales Tunen bei tiefen
Temperaturen, um ein Ensemble von einzelnen Molekîlen in
drei Dimensionen r�umlich zu trennen. Die Auflçsung betrug
40 nm lateral und 100 nm axial, das optische Beugungslimit
deutlich îbertreffend.[132,133a] Biologische Anwendungen
konnten freilich nur eintreten, wenn dieses Problem auch bei
Raumtemperatur gelçst werden kçnnte, weshalb Forscher
weiterhin neue Ans�tze ausprobierten, um r�umlich nahe
Molekîle zu trennen. Mehrfarben-Bildgebung verschieden-
artig gef�rbter Kîgelchen oder Quantenpunkte wurde ge-
nutzt, um in mehreren F�llen Superhochauflçsung eng be-
einanderliegender Emitter zu erreichen.[133b] Eine Strategie

Tabelle 3: Schritte zur Superhochauflçsung mit Einzelmolekílemittern. Fír eine Liste von Akronymen vgl. Lit. [139].

Schlísselidee Verwendung einer zus�tzlichen Kontrollvariable, um beugungsbegrenzte Signale r�umlich voneinander zu trennen – Vorschlag der
spektralen Abtastung: E. Betzig (1995).[131]

Tiefe Temperatu-
ren

Verwendung spektraler Abtastung, um Superhochauflçsung in drei Dimensionen zu erreichen, 40 nm lateral, 100 nm axial fír
mehrere einzelne Molekíle: A. van Oijen, J. Kçhler, J. Schmidt, M. Míller, G. J. Brakenhoff (1998).[132,133a]

Raumtemperatur Mehrfarben-Bildgebung zur Unterscheidung mehrerer Fluoreszenzsonden: T. D. Lacoste, X. Michaelet, F. Pinaud, D. S. Chemla,
A. P. Alivisatos, S. Weiss (2000).[133b]

Unterscheiden zweier Farbstoffe anhand ihrer Fluoreszenzlebensdauer: M. Heilemann, D. P. Herten, R. Heintzmann, C. Cremer, C.
Míller, P. Tinnefeld, K. D. Weston, J. Wolfrum, M. Sauer (2002).[134]

Verwendung des Photobleichens íberlappender Fluorophore: SHRImP: M. P. Gordon, T. Ha, P. R. Selvin (2004);[135] NALMS: X.
Qu, D. Wu, L. Mets, N. F. Scherer (2004).[136]

Zwei unterschiedlich markierte Proben: SHREC: L. S. Churchman, Z. Oekten, R. S. Rock, J. F. Dawson, J. F. Spudich (2005).[137]

Blinken von Halbleiter-Quantenpunkten: K. A. Lidke, B. Rieger, T. M. Jovin, R. Heintzmann (2005).[138]
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nutzte den Unterschied in der Fluoreszenzlebensdauer zwi-
schen Emittern,[134] was an der Trennung zweier 30 nm von-
einander entfernter Farbstoffmolekîle demonstriert wurde.
Andere Ideen nutzten natîrlich auftretendes Bleichen: Am
Schluss werden alle Molekîle geblichen sein bis auf eines.
Dieses Konzept, weitere Vertreter zu der rasend anwach-
senden Menagerie von Akronymen hinzufîgend, wurde von
Gordon et al. anhand von Cy3-Markierungen auf DNA[135]

(SHRImP, single-molecule high-resolution imaging with
photobleaching) und von Qu et al. anhand von Cy3-mar-
kierten PNA-Proben auf DNA[137] (NALMS, nanometer lo-
calized multiple single-molecule fluorescence microsopcy)
demonstriert. Durch getrenntes Abbilden zweier Fluoro-
phore (Cy3 und Cy5), angeheftet an zwei Calmodulinmole-
kîle, die an die „Beine“ eines einzelnen Myosin-V-Molekîls
binden, wurden Distanzmessungen mit einer Genauigkeit von
ca. 10 nm erreicht, und ein weiteres Akronym wurde erfun-
den[137, 140] (SHREC, single-molecule high resolution coloc-
alization of fluorescent probes). Lidke et al. zeigten, dass
Superhochauflçsung bis zu einem gewissen Grad auch îber
das Blinken fluoreszierender Halbleiter-Quantenpunkte er-
reicht werden konnte.[138]

Die Grundlagen waren nun geschaffen, um die vielen
verschiedenen Konzepte zusammenzufîhren und eine allge-
meine Methode fîr superhochauflçsende Mikroskopie zu
finden. Der Schlîssel #2 dazu ist schematisch in Abbildung 17
gezeigt. Eine Struktur wird mit vielen fluoreszierenden
Emittern markiert. Wenn sie alle gleichzeitig fluoreszieren
kçnnen, resultiert ein durch die îberlappenden PSFs ver-
schwommenes Bild. Die Idee ist nun, ganz einfach nicht allen
Molekîlen zur gleichen Zeit das Fluoreszieren zu erlauben!
Nehmen wir an, es g�be einen Mechanismus, der es ermçg-
lichen wîrde, die Molekîle eine zeitlang einzuschalten,
sodass sie Photonen emittieren, und eine zeitlang auszu-
schalten, sie also in einen dunklen Zustand zu versetzen. Der
Experimentator nutzt dann diesen Mechanismus, um durch
aktive Kontrolle die Konzentration emittierender Molekîle
sehr niedrig einzustellen, sodass die PSFs nicht îberlappen.

Durch Superlokalisation werden die Positionen dieser Mo-
lekîle in dem einzelnen aufgenommenen Bild bestimmt.
Dann werden sie ausgeschaltet oder geblichen, und eine
andere Teilmenge von Molekîlen wird eingeschaltet, super-
lokalisiert usw. Am Ende, nachdem eine Reihe von auf-
einanderfolgenden Bildern angefertigt wurde, sind viele Lo-
kalisationen auf der Struktur durch die Einzelmolekîl-
„Blinklichter“ ermittelt. Das zugrundeliegende Bild wird
dann auf pointillistische Art rekonstruiert, wodurch Details
zu Tage treten, die zuvor durch die Beugungsbegrenzung
verborgen waren (rechts).

Ich erfuhr von dieser Idee durch Eric Betzig und seinen
Kooperationspartner Harald Hess im April 2006 bei der
Frontiers in Live Cell Imaging Conference am NIH Haupt-
campus in Bethesda, Maryland. Sie nutzten die fluoreszie-
renden PA-GFP-Proteine von George Patterson und Jennifer
Lippincott-Schwartz[128] sowie andere photoschaltbare fluo-
reszierende Proteine als aktiven Kontrollmechanismus und
nannten die Methode PALM (photoactivated localization
microscopy).[114] Durch lichtinduzierte Photoaktivierung von
GFP-Fusionsproteinen werden zuf�llig einzelne Molekîle in
fixierten Zellen eingeschaltet. In ihrem großartigen Experi-
ment wurden so individuelle PSFs detailliert aufgenommen,
um ihre Positionen auf 20 nm genau zu bestimmen, und an-
schließend geblichen, sodass andere eingeschaltet werden
konnten. Durch viele Wiederholungen dieser Schritte be-
stimmten sie die Position von tausenden von PSFs, aus denen
das superhochaufgelçste Bild rekonstruiert wurde.

Sehr schnell nach dem NIH-Treffen zeigte eine Flut von
Forschern superhochauflçsende Mikroskopie mit einzelnen
Molekîlen, weiteren aktiven Kontrollmechanismen und
weiteren Akronymen. Die Gruppe von Xiaowei Zhuang
nutzte kontrolliertes Photoschalten kleiner fluoreszierender
Molekîle, um Superhochauflçsung zu erreichen (STORM,
stochastic optical reconstruction microscopy).[141] Ihre ur-
sprîngliche Methode setzte ein Cy3-Cy5-Emitterpaar in
r�umlicher N�he ein, das eine neuartige Eigenschaft zeigte:
Nach Photobleichen von Cy5 kann die Fluoreszenz wieder-

hergestellt werden, indem die Cy3-Molekîle kurz
angeregt werden. Auf diese Weise wird die Emis-
sion eines einzelnen Cy5 auf DNA oder auf einem
Antikçrper durch kurzes Anregen von Cy3 einge-
schaltet und durch Photobleichen wieder ausge-
schaltet, wieder und wieder, um seine Position viele
Male genau zu vermessen. Nach zahlreichen Posi-
tionsbestimmungen kann die Genauigkeit von ca.
20 nm erreichen. Markierte Antikçrper (markiert
mit > 1Cy3, ! 1Cy5) wurden eingesetzt, um
RecA-Proteine an DNA gebunden zu lokalisieren.
Samuel Hess et al. publizierten einen �hnlichen
Ansatz unter dem Akronym F-PALM (fluoresc-
ence photoactivation localization microscopy),[142]

der sich auch photoaktivierbarem GFP mit PSF-
Lokalisierung bediente, um Superhochauflçsung zu
erreichen. Ebenfalls im Jahr 2006 verçffentlichte
die Gruppe um Robin Hochstrasser einen alterna-
tiven Ansatz, der auf dem vielfachen Binden dif-
fundierender Proben fußt, die in Lçsung nicht
fluoreszieren, aber in der N�he des zu visualisie-

Abbildung 17. Aktive Kontrolle der Emitterkonzentration ermçglicht superhochauflç-
sende Mikroskopie. Aus Lit. [155].
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renden Objekts emittieren (PAINT, points accumulation for
imaging in nanoscale topography).[143] Die Methode basiert
auf der photophysikalischen Eigenart bestimmter Molekîle,
erst dann zu leuchten, wenn sie gebunden oder in ihrer Be-
wegung eingeschr�nkt sind. Sie demonstrierten ihre Idee
anhand des verschr�nkten intermolekularen Charge-Trans-
fer(TICT)-Zustands von Nile Red.[144] Ein Vorzug von PAINT
besteht darin, dass das abzubildende Objekt nicht markiert
werden muss und dass viele einzelne Fluorophore fîr die
Rekonstruktion des Bildes verwendet werden, was die An-
forderung lockert, mçglichst viele Photonen von jedem ein-
zelnen Molekîl zu detektieren.

Andere aktive Kontrollmechanismen erschienen eben-
falls schnell, beispielsweise dSTORM[145] (direct STORM),
GSDIM (ground-state depletion with intermittent return),[146]

Blinken der Fluorophore wie bei der BLINK-Mikrosko-
pie,[147] SPDM (spectral precision determination microsco-
py)[148] und weitere. Die Liste ließe sich fortfîhren. Im Jahr
2008 setzte Julie Biteen in meinem Labor den Mechanismus
der Wiederherstellung der EYFP-Fluoreszenz ein, um su-
perhochauflçsende Mikroskopie in Bakterien durchzufîh-
ren;[149] aber da wir dafîr kein neues Akronym erfanden,
wurde dieser Arbeit wenig Aufmerksamkeit gewidmet. Aus
diesem Grund verwenden wir in meiner Gruppe, um scherz-
haft ein neues Akronym einzufîhren, das unabh�ngig vom
Mechanismus ist, inoffiziell SMACM, was fîr single-mole-
cule-active control microscopy steht. So oder so, die zugrun-
deliegende Idee ist sehr allgemein, und PALM war der
Anfang. Es gibt auch photochemische Methoden, um ein-
zelne Molekîle anzuschalten;[150] und sogar enzymatische
Methoden wurden eingefîhrt, bei denen das Einschalten
durch die Konzentration des Substrats und der Rate des
Enzyms beeinflusst werden kann.[151] Der Experimentator
muss aktiv irgendeine Methode w�hlen, um die Konzentra-
tion der Emitter zu steuern. Natîrlich geschieht das Gene-
rieren des Bildes nach wie vor sequenziell, weshalb dieser
Ansatz am besten zu quasi-statischen Strukturen oder fixier-
ten Zellen passt. Gleichwohl sind erhebliche Fortschritte
hinsichtlich der Erhçhung der Bildrate gemacht worden.[152]

Ausgew�hlte �bersichtsartikel kçnnen herangezogen
werden, um weitere Details der Herausforderungen und
Fortschritte von heute zu erfahren.[153–161]

4.5. Anwendungen und Entwicklungen superhochauflçsender
Mikroskopie im Moerner-Labor

Seit den frîhen 2000er Jahren hat mein Labor an der
Fakult�t fîr Chemie der Stanford University eine fruchtbare
Kooperation mit dem Mikrobiologie- und Entwicklungsbio-
logie-Labor von Lucy Shapiro, um fortgeschrittene super-
hochauflçsende Mikroskopie zur Untersuchung der Lokali-
sationsmuster von Regulationsproteinen in einem besonders
interessanten Bakterium einzusetzen, Caulobacter crescentus.
Da Bakterien sehr klein sind — nur wenige Mikrometer breit
und lang —, ist schon die Grçße des ganzen Organismus nahe
am Beugungslimit. Superhochauflçsende Mikroskopie ist hier
ein großer Vorteil. Aus diesem Grund, wie im letzten Ab-
schnitt erw�hnt, begannen wir im Jahr 2007 die superhoch-

auflçsende Visualisierung einzelner Molekîle in Bakterien,
wobei wir die von uns 1997[2] entdeckte photoinduzierte
Fluoreszenzwiederherstellung und/oder das Blinken einzel-
ner EYFP-Molekîle als aktiven Kontrollmechanismus ein-
setzten. Abbildung 18 verdeutlicht, wie die Rohdaten tat-
s�chlich aussehen: Abbildung 18 a zeigt ein Durchlichtbild
einiger Zellen und Abbildung 18 b einen einzelnen Frame
nach vorherigem Bleichen. An vielen 10–50 ms-Frames wie
diesem wird dann Superlokalisation durchgefîhrt und ein
superhochauflçsendes Bild rekonstruiert.

Abbildung 19 fîhrt einige der superhochaufgelçsten
Bilder auf, die wir in den letzten Jahren in drei Caulobacter-
Studien anfertigten. Die obere Reihe zeigt, was in beu-
gungsbegrenzter konventioneller Fluoreszenzmikroskopie
beobachtet wird, die untere Reihe zeigt superhochaufgelçste
SMACM-Bilder derselben Zellen. In jeder Spalte wurde ein
anderes Zielprotein mit EYFP fusioniert. Spalte 1 zeigt Er-
gebnisse meiner damaligen Postdoktorandin Julie Biteen
îber das zytoskelettale Protein MreB. Es scheint eine quasi-
helikale Struktur auszubilden.[149] (Sp�tere Arbeiten wiesen
darauf hin, dass diese Struktur vermutlich ein Artefakt ist und
von dem fluoreszentierenden Proteinkonstrukt herrîhrt, das
eingesetzt wurde.[162] Superhochauflçsung stellt natîrlich
hçhere Auflçsungen zur Verfîgung, sodass derartige Effekte
beobachtbar werden, weshalb besondere Vorsicht geboten ist,
damit die Markierungen keine Stçrungen verursachen und
weshalb verbesserte Markierungen entwickelt werden
mîssen.) Spalte 2 zeigt Ergebnisse îber die ParA-Proteine,
die aus der Zusammenarbeit zwischen Jerod Ptacin aus Lucys
Labor und meinem Postdoc Steven Lee stammen.[163] ParA ist
an der Chromosomensegregation beteiligt und ist w�hrend
dieses Prozesses in einer engen, linearen Struktur lokalisiert,
die entlang der Zellachse verl�uft und die w�hrend der
Translokation des chromosomalen Ursprungs vom alten zum
neuen Pol wandert. Schließlich zeigt Spalte 3 Daten aus fi-
xierten Zellen îber das Nukleotid-bindende Protein HU2,
eine Arbeit von Steven Lee und meinem Doktoranden Mike
Thompson.[164] Da HU2 unspezifisch an viele Orte auf dem
Chromosom bindet, sind die Lokalisationen aufschlussreich
îber die intrazellul�re DNA-Verteilung, die durch Spatial-
Point-Statistiken ausgewertet werden kçnnen. Insgesamt
zeigen diese Bilder, wie wichtig superhochauflçsende Mi-
kroskopie ist, um Details zu visualisieren, die zuvor nicht

Abbildung 18. Rohdaten, die das Blinken einzelner EYFP-Proteine
zeigen, die an Zielproteine in Caulobacter-Bakterien angeheftet wurden.
a) Durchlichtbild. b) Einzelner 10-ms-Frame der Fluoreszenzbilder,
Maßstabsbalken 5 mm.
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Abbildung 19. Superhochaufgelçste Abbildung dreier verschiedener Proteine in Caulobacter: MreB,[149] ParA,[163] HU2.[164] Photos (links nach
rechts): Julie Biteen, Stephen Lee, Mike Thompson.

Abbildung 20. Beispiel fír die superhochaufgelçste Bildgebung von Zellen unter Verwendung eines fluoreszierenden Saxitoxinliganden, der an
Ionenkan�le auf der Zelloberfl�che bindet. Maßstabsbalken in der linken Bilderserie: 5 mm. Aus Lit. [168]. Photos: Hsiao-lu Lee, Shigeki Iwanaga.
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beobachtet werden konnten, weshalb heute superhochauflç-
sende Mikroskopie h�ufig fîr die Untersuchung von Bakte-
rien eingesetzt wird.[165–167]

Natîrlich ist auch Superhochauflçsung in eukaryotischen
Zellen ein wichtiges Forschungsfeld. In Abbildung 20 nehme
ich ein Beispiel aus meinem Labor auf, bei dem aktive Kon-
trolle auf eine neuartige Weise bewerkstelligt wurde, die man
als zielspezifisches PAINT bezeichnen kçnnte. Dies wurde
durch Zusammenarbeit mit dem Labor fîr synthetische
Chemie von Justin Du Bois in Stanford ermçglicht.[168] Alison
Ondrus, eine Postdoc bei Du Bois, schaffte es, das hochwirk-
same Neurotoxin Saxitoxin (STX, Abbildung 20) mit einer
kovalent angeh�ngten Fluoreszenzmarkierung wie Cy5 zu
synthetisieren. STX bindet und blockiert spannungsabh�ngi-
ge Natrium(NaV)-Kan�le. Meine Doktorandin Hsiao-lu Lee
und unser Gastwissenschaftler Shigeki Iwanga ließen PC12-
Zellen auf einem Objekttr�ger wachsen, induzierten sie,
damit sie in neuronenartige Zellen ausdifferenzieren, und
konnten dann einfach die Lçsung îber den Zellen mit STX-
Cy5 versetzen. In Lçsung l�sst sich das Konstrukt nicht leicht
abbilden, weil es sich so schnell bewegt. Diffusion bringt
STX-Cy5 an die Zelloberfl�che, wo das Molekîl an die NaV-
Kan�le bindet und ein helles Fluoreszenzsignal erzeugt, das
fîr Superlokalisation verwendet werden kann. Die Markie-
rung bleicht dann und dissoziiert von der Zelle, was neuen
Liganden die Mçglichkeit zu binden gibt. Indem ein Film
aufgenommen wurde, konnten viele Einzelmolekîllokalisa-
tionen durchgefîhrt und aus ihnen eine superhochaufgelçste
Rekonstruktion der NaV-Kanalpositionen in der Zellmem-

bran angefertigt werden. Abbildung 20 zeigt Daten, die von
axonartigen Projektionen gewonnen wurden, w�hrend die
Bilder auf der rechten Seite beugungsbegrenzte und super-
hochaufgelçste Rekonstruktionen vergleichen. Durch Grup-
pieren aller Lokalisationen innerhalb eines 6.25 s großen In-
tervalls kann man an der Bilderserie links die Ver�nderung
der Zelle îber die Zeit verfolgen, in deren Verlauf verschie-
dene neuritische Auswîchse, mit Grçßen unterhalb des
Beugungslimits, ausgestîlpt und wieder zurîckgezogen
werden. Es war ebenfalls mçglich, zeitabh�ngige Bilder auf
einer Zeitskala von 500 ms durch gleitende Rechtecksfunk-
tion-Mittelung (vgl. Supporting Information von Lit. [168])
aufzunehmen. Mit dieser Methode kann also zeitabh�ngiges
Verhalten mit einer vernînftigen Auflçsung beobachtet
werden, wobei das Beugungslimit trotzdem deutlich îber-
troffen wird.

Eine weitere kîrzlich vorgestellte Anwendung von
PALM/SMACM auf eukaryotischen Zellen widmet sich dem
Abbilden von Huntingtin(Htt)-Proteinaggregaten in Zellen.
Das Htt-Protein fîhrt zur neurodegenerativen Erkrankung
Chorea Huntington, wenn seine Polyglutaminsequenz unna-
tîrlich verl�ngert ist. Superhochaufgelçste Bilder der Ag-
gregatstrukturen wurden in vitro von meiner Doktorandin
Whitney Dium angefertigt.[169, 170] In einer Kooperation mit
dem Labor von Judith Frydman in Stanford transfizierten
mein Postdoc Steffen Sahl und der Doktorand Lucien Weiss
die neuronalen Modellzellen PC12m mit der pathogen ver-
�nderten Form des Exons 1 des Htt-Proteins, an das ein
EYFP-gekuppelt war, und untersuchten die Fluoreszenz von

Abbildung 21. Superhochaufgelçste Detektion von fibrill�ren Htt-Aggregaten in Zellen. a) Zellkçrper. Maßstabsbalken in den unteren Bildern:
500 nm. b) Axonale Prozesse. Maßstabsbalken in den oberen Bildern: 5 mm, in den unteren Bildern: 500 nm. Photos: Steffen Sahl, Lucien Weiss.
Aus Lit. [171].
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lebenden und fixierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Transfektion.[171] Es erwies sich als kritisch fîr den
Ausgang des Experiments, dass vor der Detektion des Blin-
kens einzelner EYFP-Molekîle gezieltes Photobleichen der
�ußerst hellen Einschlusskçrper (IB) durchgefîhrt wurde.
Dadurch wurde es mçglich, die winzigen Aggregatspezies in
der Zelle zu beobachten, wie in Abbildung 21a gezeigt. Su-
perhochaufgelçste Rekonstruktionen mit umgekehrtem
Kontrast zeigen, dass diese Aggregate schmale, fibrill�re
Strukturen aufweisen. In axonartigen Projektionen der
Zellen (Abbildung 21b) wurden ebenfalls verschieden kleine
Aggregate in Superhochauflçsung beobachtet. Bis heute ist es
nicht vollst�ndig gekl�rt, ob diese Aggregate selbst toxisch
sind oder das Produkt eines zellul�ren Prozesses, der sie
entfernen soll; aber es ist ein wichtiger Anfangspunkt, diese
Strukturen zu visualisieren und zu quantifizieren, um die
Krankheit besser zu verstehen, weshalb diese Methode auch
fîr andere neurodegenerative Erkrankungen eingesetzt wird.

Am Ende dieser sehr kurzen Zusammenfassung von Su-
perhochauflçsung mit einzelnen Molekîlen mçchte ich einige
der zentralen Herausforderungen sowie gegenw�rtige Ent-
wicklungen des Feldes anhand von Abbildung 22 erw�hnen.
Auf jeden Fall gibt es einen großen Bedarf an verbesserten
Fluorophoren, insbesondere an Molekîlen, die nach Bedarf
ein- und ausgeschaltet werden kçnnen und mehr Photonen
emittieren als beispielsweise fluoreszierende Proteine. Kleine
organische Molekîle weisen generell etwa zehnmal mehr
insgesamt emittierte Photonen auf als fluoreszierende Pro-

teine und sollten auch das System weniger stçren, weshalb die
Kombination solcher Molekîle mit einem photochemischen
oder photophysikalischen Mechanismus, durch den man sie
ein- und ausschalten kann, sehr wînschenswert w�re. (Un-
zweifelhaft ist es auch notwendig, solche Molekîle dann an
die zu untersuchenden Biomolekîle anzubringen. Auch in
diesem Bereich werden große Anstrengungen unternom-
men.) Die linke Seite von Abbildung 22 zeigt ein photo-
schaltbares Rhodamin-Spirolactam, das von Prabin Rai im
Labor meines Kooperationspartners Robert Twieg an der
Kent State University modifiziert wurde, sodass es durch
blaues und nicht mehr durch ultraviolettes Licht eingeschaltet
werden kann, indem sich der Lactamring çffnet.[172] Durch
den Einsatz eines N-Hydroxysuccinimidderivats konnte es
meine Doktorandin Marissa Lee kovalent an der Oberfl�che
lebender Caulobacter-Zellen anbringen und damit super-
hochaufgelçste Bilder der Zelloberfl�che anfertigen. Die
Bilder im unteren Teil zeigen, dass diese Methode hervorra-
gende Rekonstruktionen mit vielen Lokalisationen erzeugt,
wobei die Ausbuchtungen des Bakteriums mit Grçßen un-
terhalb des Beugungslimits leicht erfasst und quantifiziert
werden kçnnen.

Weiterhin wird intensiv daran geforscht, superhochauflç-
sende Mikroskopie von zwei Dimensionen zu drei Dimen-
sionen, x, y und z, zu fîhren. W�hrend manche Forscher
Astigmatismus-[173] oder Multiplane-basierte[174, 175] Bilderfas-
sung oder noch andere Ans�tze verfolgen, hat sich meine
Arbeitsgruppe auf fortgeschrittene Methoden der optischen

Abbildung 22. Neue photoschaltbare Fluorophore (links) und Strategien fír dreidimensionale Mikroskopie (rechts) Photo: Marissa Lee. Aus
Lit. [172].
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Pupil-Plane-Fourier-Prozessierung
konzentriert,[176] um die z-Position
des einzelnen Molekîls direkt in
der Form der PSF selbst zu kodie-
ren. Unser erster Schritt in diesem
Feld war es, zusammen mit Rafael
Piestun von der University of Co-
lorado zu demonstrieren, dass die
Doppelhelix-PSF (DH-PSF) fîr die
Mikroskopie einzelner Molekîle
verwendet werden kann.[177] Das
obere Bild auf der rechten Seite
von Abbildung 22 zeigt, dass die
DH-PSF den normalen einfachen
Punkt eines einzelnen Molekîls in
zwei Punkte umwandelt, die ab-
h�ngig von der z-Position des Mo-
lekîls umeinander kreisen. Der
Winkel der Verbindungslinie dieser
zwei Punkte transportiert die z-Po-
sition gleichzeitig fîr alle Molekîle
in einem Bild îber eine Fokustiefe
von 2 mm. Dieser Ansatz weist eine
îberlegene Fisher-Information und
darum eine hçhere Genauigkeit der
Lokalisierung auf als die anderen
Ans�tze.[178] Wir konnten durch die
DH-PSF in zwei Farben zwei verschiedene fluoreszierende
Fusionsproteine in Caulobacter untersuchen.[159, 179] Die
untere H�lfte von Abbildung 22 zeigt die Anwendung der
DH-PSF-Methode fîr das Abbilden der dreidimensionalen
Oberfl�che von Caulobacter, die mit dem Rhodamin-Spiro-
lactam markiert wurde.[172] Viel bleibt noch zu tun. Es werden
immer wieder neue PSF-Designs entwickelt,[180–182] die alle
nur ein Ziel haben: auf eine mçglichst effiziente Art mçg-
lichst viel Information aus jedem der winzigen Einzelmole-
kîlemitter zu gewinnen.

5. Abschließende Bemerkungen und Dank

In diesem Beitrag wurden die frîhen Schritte dargestellt,
die zu den ersten Detektionen und spektroskopischen Un-
tersuchungen einzelner Molekîle fîhrten.[1, 27] Mit den Ex-
perimenten zum Abbilden einzelner Molekîle bei tiefen
Temperaturen in den frîhen 90er Jahren wurden viele phy-
sikalische Effekte entdeckt, etwa spektrale Diffusion und
lichtaktiviertes Schalten, die sp�ter in den Experimenten bei
Raumtemperatur in anderer, aber �hnlicher Weise erneut
auftauchten. Das îberraschende Blinken und Schalten ein-
zelner GFP-Molekîle bei Raumtemperatur ermçglichte die
aktive Kontrolle, die fîr superhochauflçsende Mikroskopie
durch PALM und �hnliche Methoden erforderlich war. Heute
ist superhochauflçsende Mikroskopie eine leistungsf�hige
Anwendung einzelner Molekîle, die großen Einfluss auf viele
verschiedene Gebiete hat (Abbildung 23). Neue, faszinie-
rende Entdeckungen werden nach wie vor gemacht, etwa die
Beobachtung von Actinb�ndern in Axonen.[183] All das ist
nicht nur durch meine Anstrengungen geschehen, sondern

zum großen Teil auch durch die kluge und fundierte For-
schung, die von vielen Forschern auf der ganzen Welt
durchgefîhrt wurde, die zu zahlreich sind, um sie alle an
dieser Stelle zu nennen. Neben superhochauflçsender Mi-
kroskopie fîhrt auch das schlichte Beobachten einzelner
Molekîle und ihrer Eigenschaften zu immer neuen, begeis-
ternden Ergebnissen — sei es durch das Verfolgen ihrer Be-
wegung,[184] durch das Untersuchen biomolekularer Interak-
tionen und Konformationen durch FRET,[185,186] durch das
Aufdecken von Photodynamiken gefangener einzelner Mo-
lekîle[187,188] oder auch durch das Bestimmen enzymatischer
Mechanismen.[189] Die Zukunft der Einzelmolekîlspektro-
skopie und der superhochauflçsenden Mikroskopie ist
strahlend.

Ich sch�tze mich glîcklich, dass ich durch meine ganze
wissenschaftliche Karriere hindurch das Privileg hatte, mit
einer Gruppe brillanter und außergewçhnlicher Studenten
und Postdocs zu arbeiten. Die Ehemaligen aus dem Moerner-
Labor sind in Abbildung 24 aufgefîhrt. Ich mçchte jedem von
ihnen fîr ihre harte Arbeit und ihre Einsichten danken. Ich
bin auch meinen gegenw�rtigen Studenten und Postdocs sehr
dankbar. Abbildung 25 zeigt meine Gruppe nahe dem Rodin
Sculpture Garden an Halloween, neben unserem „No En-
semble Averaging“-Logo von Sam Lord. Das Bild erkl�rt
auch, warum wir ein Molekîl gerne als ein „Guacamole“ von
Teilchen bezeichnen! Meine Ausbildung und meine For-
schung seit meinen Jahren auf dem College wurden von einer
Menge wunderbarer Kooperationspartner und Kollegen be-
reichert, die ich in Abbildung 26 auffîhre; und ich habe es
wirklich genossen, Schîler von vielen unter ihnen zu sein. Ich
bin mir sicher, dass ich einige vergessen habe, wofîr ich um
Entschuldigung bitte. Natîrlich schulde ich besonderen pri-

Abbildung 23. Einfluss der Spektroskopie und Bildgebung einzelner Molekíle mit ausgew�hlten Bei-
spielen: Mehrfarben-3D-Bild intrazellul�rer Proteine und der Zelloberfl�che. Zur Verfígung gestellt
von Matthew Lew (Photo); vgl. Lit. [179].
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vaten und beruflichen Dank meinen großartigen Mentoren,
den Institutionen, an denen ich t�tig war, den verschiedenen
Fçrdereinrichtungen, den Verwaltungen und Mitarbeitern,
die meine Arbeit unterstîtzen und in Abbildung 27 aufge-
fîhrt sind. Schließlich danke ich zutiefst meiner Familie und
meinen engen Freunden, die in Abbildung 28 gezeigt sind und
die mir w�hrend der vielen Herausforderungen îber die Jahre
hinweg zuhçrten und mir mit Rat zur Seite standen. Meine
Eltern opferten viel fîr mich und waren mit st�ndiger Liebe
und Unterstîtzung an meiner Seite. Ich habe auch die vielen
guten Wînsche und die Best�rkung von meinen anderen
Familienmitgliedern sehr genossen. Mein Sohn Daniel, ein
wissbegieriger und sorgf�ltiger Denker, hçrt mir stets zu und
begeistert mich immer wieder aufs Neue, was mir eine un-
aufhçrliche Inspiration fîr die Zukunft ist. Meine Frau
Sharon war mir w�hrend unser gesamten Ehe eine unersetz-
liche Quelle der Liebe, der Gemeinschaft, der Geduld und
der Best�rkung. Ich kann ihr nicht genug danken.

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 8067–8093
Angew. Chem. 2015, 127, 8182–8210Abbildung 25. Das aktuelle Guacamole-Team.

Abbildung 26. Meine Kooperationspartner/Kollegen.

Abbildung 27. Meine Mentoren und Geldgeber.

Abbildung 24. Ehemalige Mitarbeiter des Moerner-Labors.

Abbildung 28. Meine Familie und Freunde.
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