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Prinzipien (Quantenmechanik)Prinzipien (Quantenmechanik)
•• Licht ist eine elektromagnetische Welle mitLicht ist eine elektromagnetische Welle mit

elektrischen und magnetischen Feldkomponentenelektrischen und magnetischen Feldkomponenten
senkrecht zur Ausbreitungsrichtungsenkrecht zur Ausbreitungsrichtung

•• Licht ist Licht ist quantisiert quantisiert ((‚‚Teilchen-Welle-DualismusTeilchen-Welle-Dualismus‘‘):):
Energie eines Photons E = hEnergie eines Photons E = h⋅ν⋅ν = h = h⋅⋅c/c/λλ

•• Elektromagnetische Strahlung wird durch einElektromagnetische Strahlung wird durch ein
MolekMoleküül beim l beim ÜÜbergang zwischen diskretenbergang zwischen diskreten
Energieniveaux Energieniveaux absorbiert absorbiert bzwbzw. emittiert.. emittiert.

•• Photonen kPhotonen köönnen nur dann absorbiert oder nnen nur dann absorbiert oder emitemit--
tiert tiert werden, wenn ihre Energie gleich der Differenzwerden, wenn ihre Energie gleich der Differenz
zwischen den beteiligten zwischen den beteiligten Energieniveaux Energieniveaux ist.ist.

•• Energie, StEnergie, Stäärke und Richtung eines rke und Richtung eines ÜÜbergangsbergangs
kköönnen durch die Quantenmechanik vorhergesagtnnen durch die Quantenmechanik vorhergesagt
werden.werden.



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

Spektrum elektromagnetischer StrahlungSpektrum elektromagnetischer Strahlung

•• Die Die RotationsRotations-, -, VibrationsVibrations- und elektronischen Zust- und elektronischen Zustäände einesnde eines
MolekMoleküüls sind ls sind quantisiertquantisiert. Beim . Beim ÜÜbergang zwischen diesen Zustbergang zwischen diesen Zustäändennden
wird Licht einer bestimmten Wellenlwird Licht einer bestimmten Wellenläänge absorbiert/emittiert.nge absorbiert/emittiert.

•• ÜÜbergbergäänge im IR, sichtbaren und UV sind nicht thermisch angeregt.nge im IR, sichtbaren und UV sind nicht thermisch angeregt.
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ÜÜbergangswahrscheinlichkeitenbergangswahrscheinlichkeiten
•• QM: System mit 2 ZustQM: System mit 2 Zustäändennden

•• SchrSchröödingergleichungdingergleichung::

•• kleine Stkleine Stöörung, Hrung, H‘‘ = H + V(t): = H + V(t):

•• mmultult. mit |. mit |ΨΨAA>  :>  :

A

B

Ψ = cA ΨA + cB ΨB ;    Ψ Ψ = 1⇒ cA
2 + cB

2 = 1
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ÜÜbergangswahrscheinlichkeitenbergangswahrscheinlichkeiten
•• WW des Systems mit E-Feld (Lichtwelle)WW des Systems mit E-Feld (Lichtwelle)

•• Dann ist:Dann ist:

•• LLöösung fsung füür |r |ccBB(0)|(0)|22 = 0, kleine E = 0, kleine E00::

•• ZeitlZeitl. . ÄÄnderung der Wahrscheinlichkeit fnderung der Wahrscheinlichkeit füür Zustand Br Zustand B::

•• BBABAB ist  ist ÜÜbergangswahrscheinlichkeit fbergangswahrscheinlichkeit füür A r A →→BB
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ÜÜbergangsdipolmomentbergangsdipolmoment
•• Mittelung von BMittelung von BABAB  üüber alle Orientierungen ergibt:ber alle Orientierungen ergibt:

ist das ist das ÜÜbergangsdipolmoment.bergangsdipolmoment.

BBABAB h häängt mit dem ngt mit dem Extinktionskoeffizienten Extinktionskoeffizienten zusammen:zusammen:

•• Lambert-BeerLambert-Beer‘‘sches Gesetz, sches Gesetz, ExtinktionskoeffizientExtinktionskoeffizient
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Franck-Franck-CondonCondon-Prinzip-Prinzip

•• Charakteristische Zeit des Charakteristische Zeit des elektronischen Übergangs: 10-15 s

•• Viel schneller als Viel schneller als Relaxation Relaxation der der Vibrationen (10-12 s), daher , daher ÜÜbergang bergang in denin den
Vibrationszustand, der am engsten mit dem Grundzustand Vibrationszustand, der am engsten mit dem Grundzustand üüberlapptberlappt
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Vibrations-
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Struktur der AbsorptionsbandeStruktur der Absorptionsbande

•• Elektronischer Elektronischer ÜÜbergangbergang
bestehend aus bestehend aus VibrationsVibrations--
unterbandenunterbanden

•• Verbreiterung durchVerbreiterung durch
KollisionenKollisionen

•• Breite Bande in LBreite Bande in Löösungsung
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Wichtige elektronische Wichtige elektronische ÜÜbergbergäänge in Biomoleknge in Biomoleküülenlen

••   σ − σσ − σ* * ÜÜbergbergäängenge: : ÖÖffnung einer ffnung einer σσ -  - BindungBindung, , energiereich energiereich ((λλ < 200 nm) < 200 nm)
•• WichtigerWichtiger: : ""--""*, n-*, n-""* * ÜÜbergbergäänge nge ((konjugierte konjugierte ""--SystemeSysteme, , PeptidbindungPeptidbindung))
•• PeptidbindungPeptidbindung: n-: n-""* 210 nm, * 210 nm, ""--""* 190 nm* 190 nm
•• AminosAminosääureseitenkettenureseitenketten: : Phe Phe ""--""* 257 nm,* 257 nm,  TyrTyr, , Trp Trp ""--""** 270, 280 nm 270, 280 nm
•• NukleinsNukleinsääurebasenurebasen: : n-n-""*, *, ""--""* * ≈≈ 260 nm 260 nm
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Typische Protein- und Typische Protein- und NukleinsNukleinsääurespektrenurespektren

•• Typische Werte fTypische Werte füür r ExtinktionenExtinktionen::
–– Proteine Proteine AA280280 = 1  = 1 →→ c = 1 c = 1……2 mg/ml2 mg/ml
–– DNA DNA AA260260 = 1  = 1 →→ c = 50  c = 50 µµg/mlg/ml

•• FFüür hr hööhere Empfindlichkeit bei here Empfindlichkeit bei Proteinen Proteinen AA230230 bestimmen bestimmen
(Vorsicht: Messung an der Flanke des Spektrums;(Vorsicht: Messung an der Flanke des Spektrums;

ClCl- - Absorption stAbsorption stöört)rt)
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Aufbau eines Aufbau eines SpektralphotometersSpektralphotometers

  MonochromatorMonochromator
((CzernyCzerny-Turner-Aufbau)-Turner-Aufbau)

  PhotomultiplierPhotomultiplier

 Typisches Typisches
ZweistrahlspektralphotometerZweistrahlspektralphotometer



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

DichroismusDichroismus
•• MolekMoleküüle in Lle in Löösung sind statistisch orientiert, daher Absorptionsung sind statistisch orientiert, daher Absorption

anisotropanisotrop::

•• Orientierung der MolekOrientierung der Moleküüle fle füührt zu Differenz zwischen Absorptionhrt zu Differenz zwischen Absorption
von vertikal und horizontal polarisiertem Licht: von vertikal und horizontal polarisiertem Licht: DichroismusDichroismus

•• Anwendungen:Anwendungen:
–– Bestimmung der Bestimmung der spektralen spektralen HomogenitHomogenitäät einer Absorptionsbandet einer Absorptionsbande
–– Messung der Richtung von Messung der Richtung von µµ bei bekannter Struktur des Molek bei bekannter Struktur des Moleküülsls

(z.B. DNA-Basen in orientierten DNA-Fibern)(z.B. DNA-Basen in orientierten DNA-Fibern)
–– Orientierung von Orientierung von Chromophoren Chromophoren in biologischen Makromolekin biologischen Makromoleküülen beilen bei

bekanntem bekanntem µµ
–– Untersuchung der Dynamik von MakromolekUntersuchung der Dynamik von Makromoleküülen in Llen in Löösungsung

(Rotation, interne Bewegungen) nach Orientierung im elektrischen(Rotation, interne Bewegungen) nach Orientierung im elektrischen
bzwbzw. magnetischen Feld. magnetischen Feld
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Zirkulardichroismus Zirkulardichroismus (CD)(CD)

•• Optisch aktive Substanzen haben unterschiedliche Optisch aktive Substanzen haben unterschiedliche AbsorptionsAbsorptions--
koeffizienten koeffizienten ffüür links und rechts zirkular polarisiertes Licht:r links und rechts zirkular polarisiertes Licht:
∆∆εε =  = εεLL- - εεRR   ∆∆εε//εε  typtyp. 3. 3..1010-4-4…… 3 3..1010-3-3

•• Einheit: Einheit: ElliptizitElliptizitäät t ΘΘ = 2.303 (A = 2.303 (ALL - A - ARR) ) .. 180/4 180/4""  [  [°°]]

© Kurt D. Berndt, Karolinska Institute, Stockholm, Sweden
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Zirkulardichroismus Zirkulardichroismus (CD)(CD)

•• Das CD-Spektrum der Das CD-Spektrum der Peptidbindung Peptidbindung hhäängt von der Sekundngt von der Sekundäärstruktur ab:rstruktur ab:
αα--Helix Helix ≠≠  ββ-Faltblatt -Faltblatt ≠≠  ββ-Turn -Turn ≠≠  random coilrandom coil

•• CD - Spektren kCD - Spektren köönnen zur Voraussage von Protein-Sekundnnen zur Voraussage von Protein-Sekundäärstrukturenrstrukturen
verwendet werdenverwendet werden

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

A)A) triosephosphate isomerase triosephosphate isomerase (H:0.52, S:0.14, T:0.11, O:0.23) (H:0.52, S:0.14, T:0.11, O:0.23)
B) hen eggB) hen egg lysozyme lysozyme (H:0.36, S:0.09, T:0.32, O:0.23) (H:0.36, S:0.09, T:0.32, O:0.23)
C)C) myoglobin myoglobin (H:0.78, S:0.0, T:0.12, O:0.10) (H:0.78, S:0.0, T:0.12, O:0.10)
D)D) chymotrypsin chymotrypsin (H:0.10, S:0.34, T:0.20, O:0.36) (H:0.10, S:0.34, T:0.20, O:0.36)
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FluoreszenzFluoreszenz

•• Prinzip: Strahlung wird absorbiert (1), Prinzip: Strahlung wird absorbiert (1), Vibrationsrelaxation Vibrationsrelaxation (4),(4),
Emission (2) bei grEmission (2) bei größößerer Wellenlerer Wellenläänge; Lebensdauer nge; Lebensdauer ≈≈ ns ns

•• Strahlungslose Prozesse: Strahlungslose Prozesse: ÜÜbergang inbergang in Triplettzustand Triplettzustand (5), Interne (5), Interne
Konversion (6)Konversion (6)

•• Phosphoreszenz Phosphoreszenz aus dem aus dem Triplettzustand Triplettzustand (3); Lebensdauer > (3); Lebensdauer > µµss

S0

S1 T1
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Aufbau eines Aufbau eines FluorimetersFluorimeters

•• Light sourceLight source: : Xenon lampXenon lamp, , laser for special applicationslaser for special applications

•• DetectorsDetectors: : PhotomultipliersPhotomultipliers, , photodiodesphotodiodes

•• MonochromatorsMonochromators: : typically gratingtypically grating,, single or  single or doubledouble

•• time time resolution allows lifetime measurementsresolution allows lifetime measurements

Light source

Monochromator
Excitation

Monochromator
Emission

Monochromator
Emission

Photodetector

Photodetector

Polarizer

Polarizer

Sample

Mirror

Photodetector
for excitation
intensity
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FluoreszenzlebensdauerFluoreszenzlebensdauer
•• ÜÜbergang von Sbergang von S11 in S in S00 haupts hauptsäächlich chlich üüber 4 Prozesse:ber 4 Prozesse:

–– SS11  →→  SS00 + h + hνν (Fluoreszenz) (Fluoreszenz)

–– SS11  →→  SS00 + W + Wäärmerme (Interne Konversion) (Interne Konversion)

–– SS11 + Q  + Q →→  SS00 + Q*  + Q* →→ W Wäärmerme ( (QuenchingQuenching; Q = ; Q = QuencherQuencher))

–– SS11 + A  + A →→  SS00 + A*  + A* →→ h hνν (Energietransfer; A =  (Energietransfer; A = AkzeptorAkzeptor))

•• Betrachtet man nur die ersten beiden Prozesse, ergibt sich dieBetrachtet man nur die ersten beiden Prozesse, ergibt sich die
QuantenausbeuteQuantenausbeute aus: aus:
–– Q = Q = kkFF/(/(kkLL  + + kkFF) = ) = kkFFττFF

–– ττFF ist die  ist die FluoreszenzlebensdauerFluoreszenzlebensdauer  = 1/(= 1/(kkLL + + k kFF))

kkFF

kkLL

kkQQ

kkTT
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Fluorescence polarizationFluorescence polarization
•• Difference between intensities emitted Difference between intensities emitted parallel parallel and perpendicular and perpendicular toto

excitation lightexcitation light::

–– PolarizationPolarization

–– AnisotropyAnisotropy

•• ApplicationApplication: : measure rotation of biomolecules measure rotation of biomolecules in in solutionsolution
–– Rotation Rotation during fluorescence lifetime leads during fluorescence lifetime leads to to loss of polarizationloss of polarization
–– P = 0.5, A = 0.4 P = 0.5, A = 0.4 for ensemble of randomly orientedfor ensemble of randomly oriented, , completely completely rigidrigid

fluorophoresfluorophores
–– For For mobile mobile fluorophoresfluorophores, P < 0.5, A < 0.4, P < 0.5, A < 0.4
–– Often used for detection of binding of Often used for detection of binding of a a small fluorescent ligand small fluorescent ligand to ato a

proteinprotein

P = III − I⊥( ) III + I⊥( )

A = III − I⊥( ) III + 2I⊥( )
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FluoreszenzquenchingFluoreszenzquenching
••
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FluoreszenzenergietransferFluoreszenzenergietransfer

••


