Physikalische Chemie 2000

In den Nanowissenschaften kommt dem Verhalten und der Manipulation einzelner Molekiile
eine immer grofiere Bedeutung zu. Apparative und methodische Entwicklungen erschliefSen
der Festkorper-NMR-Spektroskopie neue Anwendungen. In der Kolloid- und Grenzflichen-
forschung gewinnen biologische und materialwissenschaftliche Themen an Gewicht.

Fluoreszenzspektroskopie an einzelnen Molekiilen

Eine der aufregendsten Entwicklungen in den Naturwissenschaften ist die Moglichkeit, Experimente auf atomarer und
molekularer Ebene durchfithren zu konnen. Viele theoretische Modelle von Interaktionen und chemischen Reaktionen
werden im allgemeinen auf molekularer Ebene beschrieben, obwohl unser Wissen iiber die chemische Struktur und
Dynamik primar aus der Untersuchung von Molekiillensembles stammt. Dabei stellt sich immer die Frage, ob alle
Mitglieder des Ensembles auch die gleichen Eigenschaften haben. In dieser Hinsicht versprechen Experimente mit
einzelnen Molekiilen neue und unerwartete Einsichten, weil die Mittelung uber ein Ensemble eliminiert wird und die
Informationen tber die Heterogenitit und Kinetik des Systems direkt erhalten werden. Pionierarbeiten auf
unterschiedlichsten Gebieten wie Strommessung an einzelnen Ionenkanilen in Membranen, Visualisierung von einzelnen
Atomen und Molekilen mit Rastersondentechniken (Tunnel-, Kraft- und Elektronenmikroskopie) und eine Reihe
optischer Spektroskopien zeigen die Breite und die Interdisziplinaritat der Einzelmolekiil-Arbeiten.

Die laserinduzierte Fluoreszenzdetektion in einem Mikroskop ist aufgrund der hohen Empfindlichkeit und Spezifitat
die bei weitem wichtigste Technik der optischen Einzelmolekiilspektroskopie.” Nach einer ersten Phase, in der viele
Verfahren entwickelt und Methoden validiert wurden, wird die Einzelmolekul-Fluoreszenzspektroskopie (EMFS)
zunehmend als Werkzeug adaptiert und fir verschiedenste Problemstellungen eingesetzt. In der Analytik und Diagnostik
ist das ultimative Ziel erreicht, einzelne Molektile zu zihlen und diese anhand ihrer charakteristischen physikalischen und
chemischen Eigenschaften zu identifizieren.*” In den Lebens-"und Materialwissenschaften” werden mit EMFS Struktur-
Wirkungs-Beziehungen untersucht.

Informationsgehalt der Fluoreszenz

Voraussetzung fur die Detektion von Fluoreszenz ist das Vorhandensein eines geeigneten Fluorophors. Deshalb werden
meistens effiziente Fluoreszenzfarbstoffe wie Rhodamine oder Cyanine als ,Reporter” an den Analyten kovalent gekoppelt
oder spezifisch in die Matrix eingelagert. Allerdings sind in Biomolekiilen auch intrinsische Fluorophore wie das Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) far die Einzelmolekiilspektroskopie geeignet.” In den letzten Jahren wurde die Messung der
verschiedenen Fluoreszenzparameter in der EMFS schrittweise zur Molekulcharakterisierung etabliert. Die spektralen

Eigenschaften der Absorption und Fluoreszenz F(4,, /IF),” die Fluoreszenzquantenausbeute @~ die

F
Fluoreszenzlebensdauer 7” und die Anisotropie r'*"” geben spezifische Informationen tiber die chemische Umgebung,
raumliche Orientierung und Beweglichkeit der Fluorophore. Aber auch die zeitlichen Schwankungen der
Fluoreszenzintensitat F(t), gekennzeichnet durch kurzzeitliche Signalabnahmen oder vollige Dunkelphasen, enthalten
wertvolle Informationen. FEin machtiges statistisches Verfahren zur Rauschanalyse ist die Berechnung einer
Autokorrelationsfunktion, die den Bezug eines zur Zeit t detektierten Signals, F(t), zum Wert, F(t+t), t, Sekunden spater
abfragt (Selbstdhnlichkeitsanalyse). Auf diese Weise konnen mit Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) aus dem
»Blinken“ der Fluoreszenz korrelierte molekulare Prozesse herausgearbeitet und Aussagen tiber Reaktionsgleichgewichte
(Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten), spezifische photochemische und photophysikalische Eigenschaften

) 13,14)

des Fluorophors (Tripletteigenschaften,” Cis-trans-Isomerisierung>'”) und Transporteigenschaften (Rotation und

Diffusion) tiber einen Zeitbereich von vielen Groflenordnungen (im allgemeinen 10 ns bis Sekundenbereich) getroffen
werden."”

Vorteilhaft ist die simultane Erfassung aller erwidhnten Groflen durch die Multiparameter-Fluoreszenzdetektion (MFD)
unter Einsatz der BIFL-Technik (Burst-lntegrated-Fluorescence-Lifetime).10'16)

Bei der Messung von molekularen Interaktionen sind manchmal die Veranderungen der Fluoreszenzparameter eines
einzelnen gekoppelten Fluorophors nicht aussagekriftig genug. Hier ermoglicht die Verwendung von zwei
fluoreszierenden Reportern neue MefSverfahren durch die Messung der Effizienz, E, des Forster-Fluoreszenz-Resonanz-

Energietransfers (FRET) von einem angeregten Donor- zu einem Acceptorfarbstoff, wodurch die Fluoreszenz des Donors
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geloscht und die des Acceptors sensibilisiert wird. Aufgrund der starken Abhangigkeit der FRET-Effizienz vom Donor-
Acceptor-Abstand kann dieser Effekt als ,spektroskopischer Mafstab“ genutzt werden. Daher ist FRET eine
Schliisseltechnik in der EMFS, um molekulare Geometrien in einem Bereich von ca. 2 bis 10 nm zu bestimmen und die

konformative Dynamik zu verfolgen.""”

Bei einem grofleren Donor-Acceptor-Abstand ist die FRET-Effizienz so klein, daf§
die Anwesenheit des Acceptors nur durch eine zusatzliche direkte Anregung nachgewiesen werden kann. Dann ermoglicht
die gleichzeitige, korrelierte Anwesenheit der beiden Farbstoffe den Nachweis des Bindungsereignisses durch eine

) )

Kreuzkorrelations-,” Koinzidenz-  oder  Kolokalisations-"' oder zweidimensionale  Fluoreszenzintensitits-

Verteilungsanalyse (2D-FIDA).”

Experimentelle Anordnungen zur EMFS

Aufgrund der hohen erreichbaren Fluoreszenzintensititen bis in den MHz-Bereich ist fur eine effektive
Einzelmolekuldetektion weniger die Nachweisempfindlichkeit als vielmehr die Reduktion des unspezifischen
Hintergrundsignals entscheidend. Zielsetzung der verschiedenen mikroskopischen Anordnungen zur EMFS ist daher, das
Mef3volumen durch Minimierung sowohl des angeregten als auch des beobachteten Volumens zu begrenzen. Die weitaus
kleinsten Anregungsvolumina werden mit optischer Nahfeld-Anregung in einem Abstandsbereich kleiner als die optische

23)

Wellenlidnge durch angespitzte Fasern (Rasternahfeldmikroskop mit einer Apertur ¢ 100 nm (SNOM))™ oder durch totale

) erreicht. Bei TIR tritt ein mit dem Abstand zur

interne Reflektion (TIR) an dielektrischen Phasengrenzflachen
Grenzflache exponentiell abfallendes Feld (evaneszentes Feld) im optisch dunneren Medium auf, das aufgrund der
geringen Eindringtiefe (ca. 100 — 200¢ nm) hervorragend zur selektiven Fluoreszenzanregung von an Oberflachen
immobilisierten Molektlen geeignet ist.

Neueste Entwicklungen zeigen, dafl selbst diese Grenzen noch zu unterbieten sind, z.B. durch Benutzung eines

einzelnen Molekils als Lichtquelle™

oder unter Ausnutzung des feldverstirkenden Effektes einer atomar spitzen
Siliciumnadel.” Die noch recht problematische Priparation der benotigten Sonden und die speziellen Anforderungen an
die Probe (freie Zuginglichkeit von einer Seite) schranken eine breite Anwendung solcher Verfahren allerdings z. Zt. noch
stark ein. Daher werden meistens klassische optische Mikroskope eingesetzt, die Anregungen im Fernfeld realisieren. Das
beste Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis 14t sich hierbei mit einer beugungsbegrenzten Fokussierung eines
Anregungslasers (ca. halbe Wellenlange) und einer konfokalen Detektion (Anordnung einer Lochblende in der
Fluoreszenzbildebene) erreichen. Trotz verschiedener Techniken zur Anregung wird die Fluoreszenz meistens von
leistungsfahigen Mikroskopobjektiven mit hoher numerischer Apertur gesammelt und von Punktdetektoren (Avalanche
Photodioden, APDs) bei konfokaler Detektion*"” oder von CCD-Kameras bei einer Weitfeldanregung registriert.”” APDs
bieten die hochste Zeitauflosung (bis 100 ps) und werden vor allem bei der zeitaufgelosten Spektroskopie von
Einzelmolekulen in Losung verwendet. Dagegen ist eine Weitfeldanregung und Fluoreszenzdetektion mit
Videoauslesegeschwindigkeit geeignet fir die Aufnahme eines Films, in dem viele einzelne immobilisierte Molekiile

lokalisiert und gleichzeitig beobachtet werden konnen.””"

Freie Einzelmolekiile in Losung

Eine der Hauptrichtungen bei Fluoreszenzuntersuchungen frei diffundierender einzelner Molekiile in Losung zielt auf
die stichprobenartige Zahlung und Charakterisierung auf der Basis der ,Schnappschiisse wihrend des Aufenthalts im
Detektionsvolumen. Dabei werden vorgegebene, zeitlich konstante Parameter des Fluoreszenzreporters gesucht. Im
Hinblick auf die Suche nach Molekiilen mit speziellen Eigenschaften mit Hochdurchsatz-Screening und die Entwicklung
kostengunstiger, effizienter homogener Assays steht ein hdochstempfindlicher, schneller und eindeutiger Nachweis von
biologisch relevanten Molekillen (DNA, Proteine, Wirkstoffe) im Vordergrund.”” Um die notwendige Sicherheit der
Identifizierung auf molekularer Ebene zu erreichen, muf§ im allgemeinen eines der bereits eingangs erwihnten
Multiparameter-Detektionsverfahren durch simultane Messung mehrerer der moglichen Fluoreszenzparameter (F(4,, 4,),
@, 1, r, F(t), E) angewendet werden. Abbildung 1 zeigt eine typische MFD-Messung fiir alle sechs Parameter mit vier
Detektoren fiir eine ca. 10™""M Analytlosung. Deutlich sind die Durchtritte von einzelnen Molekiilen durch das konfokale
Detektionsvolumen (oben) als Signalspitzen (bursts) in der zeitlichen Spur der Fluoreszenzintensitit zu erkennen (Mitte).
Fur jedes Ereignis konnen die spektroskopischen Parameter aus Fluoreszenzankunftszeit-Histogrammen bestimmt werden
(unten). Am Beispiel einer Mischung der Farbstoffe Rhodamin-123 (Rh123) und Tetramethylrhodamin (TMR) zeigt
Abbildung 2 die Vorteile von MFD. Die geringe Zahl der regist- rierten Photonen fiir ein Einzelmolekulereignis fihrt zu
relativ breiten, teilweise uberlappenden eindimensionalen Haufigkeitsverteilungen fur die Fluoreszenzlebensdauer im
griinen Spektralbereich 7, und das Intensitatsverhaltnis in zwei Spektralbereichen F_/F,, (Projektionen in Abbildung 2).
Doch die Spezifitait kann in einem mehrdimensionalen Hiufigkeitshistogramm der Parameterpaare erheblich gesteigert
werden (der Farbcode reprasentiert die Anzahl), so daf$ neben TMR und Rh123 sogar zusitzlich geringe Anteile einer
fluoreszierenden Verunreinigung V mnachgewiesen werden konnen. So konnen auch bei geringen Signalstarken
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unterschiedliche Farbstoffe,"”” markierte Mononukleotide® oder DNA-Sequenzen® mit hoher Sicherheit spektroskopisch
Klassifiziert und beim Hochdurchsatz-Screening die Standardabweichungen deutlich vermindert werden.”*”

Fur eine vollstindige Analytik des Inhalts von Zellen oder beim Monitoring von Minireaktoren ist ein
0 " mit MFD notwendig. Im Hinblick auf die

Einzelmolekul-DNA-Sequenzierung bleibt abzuwarten, inwieweit die in den letzten Jahren entstandenen Ansitze eine
)

Einzelmolekilnachweis in Durchflusystemen™ oder Mikrotropfen™

praktische Anwendung finden werden.”

Einzelmolekiile an Oberflichen

Der kurze Beobachtungszeitraum von wenigen Millisekunden, der durch den Durchtritt (diffusiv oder aktiver
Transport) der Molekiile durch das kleine Detektionsvolumen gegeben ist, ist die grofSte Limitierung bei der Untersuchung
freier Molekiile mit einem konfokalen Aufbau. Deshalb ist die Immobilisierung an Oberfldchen bis auf wenige Ausnahmen
die Methode der Wahl zum Studium langsamer Prozesse von biologischen Makromolekiilen. Damit kann die

Beobachtungszeit in den Bereich von Sekunden ausgedehnt werden und ist nur durch die endliche (Photo)stabilitat des

)

Chromophors begrenzt. Zeitaufgeloste Untersuchungen spektraler Verschiebungen' und zeitlich variierender FRET-

42,43)

Effizienzen lieferten wertvolle Informationen tber thermische Strukturfluktuationen und Faltungs-Entfaltungs-

Gleichgewichte von Proteinen. Auch uber substratinduzierte Strukturumwandlungen wie im Falle eines Calciumsensors

auf Proteinbasis wurde berichtet.””

Alternativ zum FRET-Experiment lafSt sich abstandssensitive Fluoreszenz auch allein
unter Ausnutzung von Loscheffekten erzielen. In einer Variante dieses Verfahrens, in der sich zwei oder mehr identische
Fluorophore bei entsprechendem Abstand gegenseitig loschen, wurde zum ersten Mal die Faltung und Entfaltung des
Muskelproteins Titin zeitaufgelost im Fluoreszenzmikroskop beobachtet.*”

6,46)

Meilensteinarbeiten zur Dynamik individueller Enzymmolekile zeigen tbereinstimmend, dafl die katalytische

Aktivitat zeitlich fluktuiert und mit den ,Atmungsbewegungen“ der Proteinmatrix korreliert ist. Umsatze einzelner

Substratmolekiile sind heutzutage ebenso mefbar wie temporire Strukturanderungen wihrend des Katalyseprozesses.””

Intensiv studiert wurden auch Konformationsinderungen der RNA-Stréinge in Ribozymen™ oder Ribosomuntereinheiten.”

Ein weiteres zentrales Thema sind Motorproteine. So wurde kurzlich bei der F,-ATPase, einem molekularen Rotor, eine
nahezu vollstindige Umsetzung von chemischer in mechanische Energie nachgewiesen.”” Fluoreszenzspektroskopie kann
mit Nanomanipulationstechniken kombiniert werden, wie am Beispiel der DNA-abhingigen RNA-Polymerase mit Hilfe von

30)

optischen Pinzetten demonstriert wurde.” Das bei all diesen Studien im Hintergrund stehende Ziel, eine moglichst

46,49,50)

umfassende Beschreibung der Energielandschaft derartiger Makromolekaiile, liegt allerdings noch in weiter Ferne.

Einzelmolekiile in Zellen

Das Bild von der Funktion einzelner Biomolekiille wire unvollstindig ohne den finalen Test in ihrer komplexen
naturlichen Umgebung innerhalb oder auf lebenden Zellen. Bei den grofSen experimentellen Problemen, die vor allem im
starken unspezifischen Untergrund insbesondere durch Autofluoreszenz, Einfihrung geeigneter Fluorophore und ihre
Lokalisation und Verfolgung in drei Dimensionen bestehen, wurden erste Erfolge erzielt. Als Fluoreszenzreporter in Zellen
eignen sich Fluoreszenzfarbstoffe, die langerwellig als ca. 630 nm angeregt werden konnen,”” und Fusionsproteine mit dem
Green Fluorescent Protein (GFP), die gezielt durch molekularbiologische Methoden erzeugt werden konnen.”” Nach

53)

einigen Vorstudien an Modellmembranen, in denen z.* B. Diffusionskonstanten der Rotation™ und Translation™ anhand

einzelner Molekule bestimmt wurden, gibt es nun eine ganze Reihe von entsprechenden Untersuchungen auf den

Membranen lebender Zellen.””””

Zur Minimierung der Photozerstorung und zur Untergrundreduktion hat sich bei FCS-
Studien innerhalb von Zellen eine Zweiphotonen-Anregung als vorteilhaft erwiesen.”” Aber oft ist auch mit einer
entsprechenden Einphotonenanregung ein zur FEinzelmolekiildetektion ausreichendes Signal-Hintergrund-Verhaltnis

. 58-60.
erreichbar.”®™

Einzelmolekiile in kristallinen oder amorphen Matrices

Die Einbettung von Fluorophoren in einer Matrix aus festen Kohlenwasserstoffen, Polymeren oder wasserhaltigem Gel
bietet ideale Bedingungen zum Studium ihrer optischen, spektroskopischen oder photophysikalischen Eigenschaften. Auf
diese Weise konnen isolierte und immobilisierte Fluorophore als lokale Sonden die Eigenschaften und Stabilitat ihrer
Umgebung tber relativ grofSe Zeitskalen und in einem weiten Temperaturbereich auf nanoskopischer Skala widerspiegeln.
Des weiteren konnte bei individuellen Terrylenmolekiilen als einzelnem Quantensystem die nichtklassische

Photonenstatistik studiert werden."”

Mit speziellen Beleuchtungsgeometrien unter teilweiser evaneszenter Anregung lief
sich in derartigen Systemen sogar die vollstaindige dreidimensionale Orientierung von einzelnen Molekilen bestimmen,

sowohl im Epifluoreszenz-""" als auch im Rasternahfeldmikroskop."”
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Interessante Einblicke tuber die Wechselwirkungen in multichromophoren Systemen geben die Untersuchungen

)

einzelner Dendrimere mit acht randstandigen Fluorophoren” und photosynthetischer LH2-Protein-Antennenkomplexe

bestehend aus zwei ringformigen Pigmentsystemen (B800 und B850) mit insgesamt 28 Bacteriochlorophyll-a-Molekiilen

(BChl-a) in der Proteinmatrix.”"”

In Dendrimeren wurde im dynamischen Wechsel die Fluoreszenz von nicht
interagierenden und interagierenden Chromophoren beobachtet, wobei interessanterweise zusatzlich kollektive
Dunkelphasen auftraten, die auch fir LH2 charakteristisch sind. Wie sehr die elektronische Kopplung durch die
spezifische lokale Ordnung der Proteinmatrix beeinflufSt wird, zeigt sich bei LH2: im Pigmentsystem B800 sind die
angeregten Zustdnde primar lokalisiert auf einem BChl-a-Molekiul, bei B850 dagegen sind sie komplett tber den Ring
delokalisiert.

Einzelne Farbstoffmolekiile konnen auch innerhalb einer Polymermatrix noch starke Strukturfluktuationen zeigen, die

)

sich in spektralen Spriingen manifestieren.”” Die thermische Anregung durch Phononen der Matrix ist erst bei

70)

Temperaturen von wenigen Kelvin- oder Millikelvin vernachlassigbar. Phasenrelaxationen®’ sowie Einflisse von

Inhomogenititen’” sind so dem Experiment zuginglich.

Ausblick

Seit den ersten erfolgreichen Fluoreszenzmessungen an einzelnen Molekiilen vor nunmehr tber zehn Jahren hat sich
diese Technik in der Chemie, Biologie und Physik stiirmisch ausgebreitet, und EMFS ist zu einer wertvollen Bereicherung
der FluoreszenzmefStechniken geworden. Es ist zu erwarten, dafd sich dieser Trend insbesondere in den Grenzgebieten
weiter fortsetzt und EMFS mit anderen Einzelmolekultechniken kombiniert wird. Gerade in den Nanowissenschaften mit
der Nanobiotechnologie, supramolekularen Chemie oder Nanoelektronik kommt dem Verhalten und der gezielten
Manipulation einzelner Molekile immer grofSere Bedeutung zu (Abbildung 3).
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Abb.1.  MFD von frei diffundieren Molekiilen in Lésung. Der Durchtritt eines Molekiils durch das konfokale Detektionsvolumen (oben) resul-
tiert in Signalspitzen der Fluoreszenzintensitat (Mitte). Das spektral und nach Polarisation aufgespaltene Signal wird von vier
Detektoren in Fluoreszenzankunftszeit-Histogrammen registriert (unten).

Abb.2. Zweidimensionales Haufigkeitshistogramm der Fluoreszenzlebensdauer t; und des Intensitatsverhaltnisses in zwei Spektral-
bereichen F./F; fiir eine Mischung der Farbstoffe Rhodamin-123 (Rh123) und Tetramethylrhodamin (TMR) mit geringen Anteilen
einer Verunreinigung V (der Farbcode von blau nach dunkelrot reprisentiert die zunehmende Haufigkeit der Wertepaare). Die
entsprechenden eindimensionalen Histogramme sind zusatzlich als Projektionen gezeigt.

Abb. 3. Eine mogliche Kombination von Einzelmolekiil-Techniken ist die simultane Kraft- und Fluoreszenzspektroskopie an einem Protein.
Das an eine scharfe Spitze des Kraftmikroskops gebundene Protein wird gedehnt, wobei die induzierten Strukturanderungen durch
die Anderung des FRET zwischen einem DonorAcceptorFarbstoffpaar verfolgt werden.
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