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Prinzipien (Quantenmechamk)
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Energie, Starke und Richtung eines Ubergangs
konnen durchidie' Quantenmechanik vorhergesagt
werden.
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Spektrurn elextrormagnetischer Stranlung

Rontgen V-UVv Uv Vis IR Mikrowelle
0.1 A[nm] 1 10 100 103 104 10%
elektronisch elektronisch Vibration Rotation

innere Schale aul3ere Schale

71+ °r 1 °°

Die Rotations-, Vibrations- und elektronischen Zustande eines
Molekuls sind quantisiert. Beim Ubergang zwischen diesen Zustanden
wird Licht einer bestimmten Wellenlange albsorbiert/emittiert.

« Ubergange im IR, sichtbaren und UV sind nicht thermisch angeregt.
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Ubergangswahrscheinlichkeiten
QM: System mit 2 Zustanden

W)= c,|¥,)+c,|¥,); (P|¥)=1=ci+c; =1
Schrédingergleichung:

H|W) = Ew) - ih%pp); W) = W e

- kleine Stérung, H' = H + V(t):
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Upergangswanrscneinlicngeiten
WW des Systems mit E-Feld (Lichtwelle) ® o
V() = ﬁE = ﬁEOeiwt; (‘I’ s |V| ‘I’A) = <‘I’B |V|‘PB> = 0 (Symmetrie)
Dann ist:

dcg = — —i{(E,-Eg )Ih- ol
ih—= = c,(t)E, (1113 |M|WA>e : fi-o]
Lésung fur |cg(0)]? = 0, kleine E,:
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Uoergangsdipolmoment
Mittelung von B,y Uber alle Orientierungen ergibt: ® o

27 _
B,y = 3_h2KlpB |M|IPA>‘2 = By,

(¥, |u|w, ) ist das Ubergangsdipolmoment.

B,g hangt mit dem Extinktionskoeffizienten zusammen:
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rranck-Condon-Prinzip

s (Charakteristische Zeit des

» \Viel schneller als Relaxation der , daher Ubergang)in den
Vibrationszustand, der am engsten mit dem Grundzustand tberlappt
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Struktur der Apsorptionsbancde

o Elekironisensr Ugsrgzln @) N

Verbrelterung dureh
Kollisienen

Breite Bande in'Losung
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Wichtige elektronische Ubergénge in Biomolekillen

Electronic Energy Levels:

(a) Single, Sigma Bond > -
O X)) @ @ %; Tﬂ e ¢ Antibonding o
© o - 5 * R Antibonding
) erbonvi Growp L% {1‘;%” /I@ i MNon-honding R
\® @ = Bonding
Bonding o

Tt* (Anti-bonding)

N_ (non-bonding)
JU (Bonding)

o - o Ubergdnge: Offaung einer o - Bindung, energiereich (A < 200 nm)

Wichtiger: m-m*, n-m* Ubergange (konjugierte m-Systeme, Peptidbindung)
Peptidbindung: n-i* 210 am, m=m~ 190 nm

Aminosaureseitenketten: Phe w-m> 257 nm, Tyr, Trp m-m~ 270, 260 nm
Nukleinsaurebasen: n-ir*, m-m” = 260 nm
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Typische Protein- und Nukleinsaurespekiran

0.15 e 0.2

16 :
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0 ‘
220 240 260 280 300

Histon-Oktamer 255 ug/mi DNA 9 ug/ml

o WpischeWerte fur Extinklionen:
— Proteimer Asg, = — ¢ =1L 2img/ml

_ DNA A, =1 —c= 50 pug/m

* U hohere Empiindlichkeit beifProteinent Az, bestimmen

(Vorsicht: Messung an der Flanke des Spektrums;
Cl- Absorption stort)
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Aufpbau eines Spektralphotometers

mem WOnochromator N, Feference Detector ——
Fatio Clutput
Sample Detectar —

Moaornlocrirornzeior
(Czermy=Tusnes-Auigzell))

INVISEHES
ZwWelsirarnlsoexirelanadionmgier

Deuterium Lamp
Reflection Tungsten lamp
grating

——
Entrance

Photomultiplier

Photomultiplier

Grid mirror

Phatoermissive
cathode

Sector mirrar
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Dichroisrmus
- J\/JOIF‘:OJJF‘ Ir Losurig sirld sterisils
I i) B = i)

(A
=

Iscr) orleriiert, darner Agsorotior)

> Orlentierune der Malextile flrirt zuU Differanz zwWiscrigr Aosorgtior]
von veriscl urld riofizontel golarisierien Lot Dicrrolsritis

= (Au _AJ_)/(AII T AJ_)

AnRWeERdURGEn:
= BestimmungfderspektralenisermegeniiateinerAlSenplioRsHanEe

—ViessunglderRichting vonibeltbekannier StrukitrdesiVielekuls
(zB BNA=Basenin erentierten DINAEeErn)

Orientierting vonr Chremoephoerentin biclogischen Makiomolekulen el
bekannten [

Untersuchung der Dynamik voni Makromolekulen in Losung
(Rotation, interne Bewegungen) nachi Orientierunglimi elektrischen
bzw. magnetischen Feld
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Zirkulardichroismus (CD)

linearly palarized light cirgularly palarized light

© Kurt D. Berndt, Karolinska Institute, Stockholm, Sweden

OptischraktiverSubstanzen haken unterschiedlicherAlserptions-

koeliizienten fiurinks und rechits zirkular poelarisiertes Licht:
Ae =¢-en  Aeletyp. 3104... 3107

Einheit: Elliptizitat ©'= 2.303 (A, - Ag)- 180741 []
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Zirkulardichroisrnus (CD)

B e geje) Wsazyene (0.8, S0, 09 T 0 32 O 0 23)
C) mveelagin (FE0O7S, $50.0, 0.2, ©):0./0)
D) chymotn/psIn(FE0MI0 S0 545 E0 20, O 0r56)

© Kurt D. Berndt, Karolinska Institute, Stockholm, Sweden

[Das CD-Spektrtm der Peptidbindung hangt ven der Sekundarstruktur al:
o-Helix # [-Faltblatt = p-Turn # randen coll

CD - Spektren konnen zur VVoraussage von Protein-Sekundarstrukturen
verwendet werden
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Fluoreszenz

" Prinzip: Strahlung wirdrabsoerviert (1), Vikratonsrelaxation (4,
Emissioni(2) ber grolterer Wellenlange; Lebensdauer =ns

e Strahlungslose Prozesse: Ubergang in Triplettzustand! (5), Interne
Konversion (6)

» Phosphoreszenz aus dem Triplettzustand (3); Lebensdauer > s
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Aufbau eines Fluorimeters

VIONO O

Excitation

Polarizer
Photodetector

for excitation

ISR Monochromator

Emission

Light seurece: Xenon lampy, laseriorspeciallapplications
Detectors: Photomultipliers, photodiodes Photodetector
Vienochromators: typically grating), single o double

time resolution allows lifetime measurements

Jorg Langowski / DKFZ jl@dkfz.de 5/30/05



Fluoreszenzlebensdauer

BElrachiet manmufdie erstenoEidEn RProZESsE; Engivi sichrdie
aus:

— Q = ke/(ky * ke) = ket
— T [Stidie = 1/(k, + kg)
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rluorescence polarization

rrijttac)

z1rell] 2l
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> Diffarerice gatweear) iriersiias
g/cltertion lignt:
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iricd oeroeridicular to

©

—  Polarizaiior) P= (Iu -1 )/(Iu + IJ_)
— Anlisgirgoy A= (]” -1 )/(]” + 2]L)

e A

Nooliesitlor: rlazisllifa feiziilor] of olonrlolaetilas in el

RelationdunngNiterescenceNiicimEN EadsioN oSS poelaization

RIEN0)5, AN e ensemblerciandemiyierented; completelyiiagid
filerephores

For moebile fiuerephores, P < 0.5, A < 0.4

Often! used for detection off binding of'a smallffiuerescent liganditora
protein
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rluoreszenzquenching

Jorg Langowski / DKFZ jl@dkfz.de 5/30/05



rluoreszenzenergietransfer
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