Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzspektrometers
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Schematischer Aufbau eines modernen Spektralfluorometers
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* Schwingungsiibergéinge sind dargestellt durch V"V V>

» Elektronische Ubergiinge sind dargestellt durch——

* Elektronische Uberginge in den Grundzustand sind durch die Emission von
Fluoreszenzstrahlung charakterisiert. Wenn der angeregt Zustand ein Triplettzustand war,
durch Emission von Phosphoreszenz.




S03

s
H3C\ N N/ ,II/CH;;
C

|
HC

Hs
1-Anilino- 8- Acridinorange
Naphthalinsulfonat
(ANS)
N=C=S
H;C CH
O QP
CO0™ _
O o
N \
L Ch o
S0;Cl HO 0 0
1-Dimethylamino- Fluoreszein-Isothiocyanat Ethidiumbromid
naphthalin-
5-sulfonylchlorid
(Dansylchlorid) 0
Il
/WY\/\/\/\/\/C\OH

Diphenylhexatrien 12-(9-Anthroyl)-Stearinsaure

I
C—0—CH;

i ‘
“ C—0—<|3H 0 $H3
I}
OO CHz—O—IT—O—(CHz)z'“TII+—CH3
101

CHs

1-Acyl-2- 10-(1-Pyren)dekanoyl! -glycero-3-phosphocholin

Strukturen einiger

in Fluoreszierender Farbstoffe
e —




Energie m ——

Kernabstinde, Schwingungszustinde und Wahrscheinlichkeit interatomarer
Abstinde in einer elektronischen Bindung zwischen zwei Atomen

Kernabstand

Die Wahrscheinlichkeitsverteilung fur ein zweiatomiges Molekul wie durch die
Quantentheorie vorhergesagt. Die Kerne werden am wahrscheinlichsten bei einem
Abstand gefunden, der durch die Maxima der Abstands-Verteilungen bei jedem
Schwingungszustand gegeben ist.




Kernabstinde,
Schwingungszustinde und
elektronische Uberginge

Energy
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Franck-Condon Prinzip, elektronische Ubergiinge erfolgen

ohne Anderung des momentanen Kernabstandes:

(a) Gleichgewichts-Kernabstinde sind im elektronisch angeregten und
im elektronischen Grundzustand etwa gleich

(b) der Gleichgewichts-Kernabstand des angeregten Zustandes ist etwas
groBer als der Kernabstand des elektronischen Grundzustandes

(c) der Gleichgewichts-Kernabstand des angeregten Zustandes ist
etwas kleiner als im Grundzustand.




Schwingungsgrobstruktur elektronischer Absorptions- und Emissionsbanden
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Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Anthracen in
Cyclohexan. Absorptions- und Fluoreszenzspektrum
verhalten sich beinahe wir Bild und Spiegelbild.




Fluoreszenzeigenschaften einiger biologischer Chromophore

Absorption Fluoreszenz Sensitivitit
7\amax Emax }\«max (DF Tf E€max ° (DF
Chrom. Losung (nm) (- 10 3) (nm) (nsec) (10 -2
Trp H 20,pH 7 280 5.6 348 0.20 2.6 11.0
Tyr H 20,pH 7 274 14 303 0.14 3620
Phe H 20, pH 7 257 0.2 282 0.04 6.4 0.08
Adenine H>O, pH 7 260 134 3212.6-10 — 6.3 0.032
Guanine H>O, pH 7 275 8.1 3293.0-10 -+ <0.020.024
Cytosine HbO, pH 7 267 6.1 3130.8- 10 -+ <0.020.005
UracilH 20,pH7 260 9.5 30804 - 10 -+ <0.020.004
NADHH ,0,pH7 340 6.2 470 0.019 0401.2




Verschiebung der Fluoreszenzmaxima bei VWechsel der
Umgebung am Beispiel eines Membranproteins

Fluoreszenzspektren von Auflenmembranprotein A von Escherichia coli

in Lipidmembranen Denaturiert, in wisseriger Losung
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Ersetzt man die nativen Tryptophan-Reste im Protein auf genetischer Ebene durch Phenylalanin, so zeigt das
resultierende mutierte Protein dramatisch veridnderte Fluoreszenzeigenschaften, wobei seine Funktion unverindert ist.




Losungsmitteleffekte auf die Lage des Fluoreszenzemissionsmaximums
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Losungsmitteleffekte auf die Fluoreszenzemission. A=Absorption, F=Fluoreszenz,
S,=Energie des Fluorophors direkt nach der Anregung (angeregter Franck-Condon-
Zustand). S;° =Schwingungsgleichgewichtszustand, @ polares Losungsmittel,

b apolares Losungsmittel mit niedriger, ¢ mit hoher Polarisierbarkeit.




Definition der Fluoreszenz-Quantenausbeute

Die Fluoreszenzquantenausbeute ® ist definiert durch das Verhiltnis

_ Zahl der emittierten Photonen
~ Zahl der absorbierten Photonen ~

Fluoreszenz-Abnahme als Funktion der Zeit:

dN
_Ezkf ‘N N(t)= N, 'eXP(_kf 't)

Mit den Geschwindigkeitskonstanten k¢ (Fluorescence Emission), ki.. (Innere Conversion),
kis.c. (Intersystem Crossing) and kq fiir die Fluoreszenz Loschung (Quenching), also von
anderen Prozessen, die zur Riickkehr zum elektronischen Grundzustand fithren, kann
man die Fluoreszenzquantenausbeute beschreiben durch: I

— f
kf + ki.c. + ki.s.c. + kQ

Mit der Definition der Fluoreszenzlebensdauer tr= 1/k¢ und der Gesamt-Lebensdauer des
angeregten Zustandes T= (kf+ kic.+ kisc.)"! erhédlt man: T

T

f




Fluoreszenz-Quenching / Fluoreszenzléschung
Verschiedene Prozesse konnen zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitit
(Loschung bzw. Quenching) fithren, z.B.:

1. Dynamische Fluoreszenzloschung durch Deaktivierung des angeregten
Zustandes durch Kollision mit anderen Molekiilen

2. Statische Fluoreszenzloschung durch Komplexbildung. Der Komplex absorbiert
Strahlung, aber diese wird in Warme umgewandelt.

3. Fluoreszenz-Energietransfer (Forster Transfer, FRET): Die Emissionsbande eines
angeregten Donators iiberlappt die Absorptionsbande eines Akzeptormolekiils

in naher Nachbarschaft.

4. Excimeren-Bildung: Der angeregte Zustand bildet Dimere aus. Die Dimeren
fluoreszieren bei anderen Wellenldngen als die Monomeren

5. Wieder-Absorption (Reabsorption) bei hohen Fluorophorkonzentrationen




Fluoreszenz-Quenching durch Kollision: Dynamische
Fluoreszenzloschung

Fluoreszenzquantenausbeute

Quencher anwesend: Ohne Quencher:
o = K b — ks
0
k,+k +k, k,+k,

Das Verhiltnis der Quantenausbeuten in Gegenwart (®) bzw. in Abwesenheit (®¢) des
Quenchers entspricht dem Verhiltnis der jeweiligen Fluoreszenz-Intensititen (I bzw. I):

o, I, ki t+k+k ko ®d ]
(O | kf+ki k. +k d | 1+KQ[Q]TO 1+KSV[Q]

Bei einer konstanten Konzentration des Fluorophors ist die Ubergangsrate (ko) fiir die
Deaktivierung des angeregten Zustandes durch Kollisionsléschung zur Konzentration [Q] des
Fluoreszenzloschers proportional: ko=Kqg [Q]. Mit der Lebensdauer des angeregten Zustandes
des Fluorophors 7o=1/(k¢ + ki) erhilt man die Stern-Volmer Gleichung;:

=1+K Q[Q]TO =1+K SV[Q] Ksv: Stern-Volmer Konstante (Ksy = Kg - 7o)




Beispiel: Stern-Volmer Plot der Fluoreszenzloschung von Tryptophan
durch den Quencher Natriumiodid in Losung

170—1=st Q]
1.5+
= 1,07
~°| —~
0,54
0 . I T T
0 0,05 0,10 015 mol/1 0,20

Nal Konzentration, ¢ (mol/l) ———

Die Stern-Volmer Konstante ist durch die Steigung dieser Auftragung gegeben.




Beispiel: Fluoreszenzloschung durch Kollision: wasserlosliche
Fluoreszenzquencher und Tryptophanfluoreszenz von Membranproteinen

© @@@ ®@® © Dynamische Fluoreszenzloschung durch
@ StoBdeaktivierung
@ [Trp )

O Fluorophore (z.B.Tryptophan) die
Kollisionsldschern (z.B. lodid-lonen, Cs?*,
oder Acrylamid) ausgesetzt sind,
fluoreszieren weniger stark als Fluorophore,
die nur wenig Kontakt mit

| Kollisionsquenchern haben.

@)

@ — J Tryptophan (Trp) ist entsprechend dunkel
@ @ @ © © oder hell eingezeichnet
@ ® ©® ©




Stern-Volmer Plot: Kollisionsloschung der Fluoreszenz
von AuBBenmembranprotein A (OmpA) durch Acrylamid

Fy/F at 330 nm
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Nach Kleinschmidt & Tamm, 1999,
Biochemistry 38, 4996-5005




Relative Fluoreszenz-Intensitat
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Die Erh6hung der Fluoreszenzintensitit bzw. Fluoreszenzquantenausbeute can
benutzt werden, um die Phasenumwandlungstemperatur zu bestimmen.

(nach Trauble, H., 1971, Naturwissenschaften 6, 277)
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Phasenumwandlungstemperatur von
Dipalmitoylphosphatidylcholin
bestimmt aus der Anderung der
Fluoreszenz-Intensitit von ANS

Relative Fluoreszenz-Intensitat

500
Wellenlange, A

Intensititsanstieg in der Fluoreszenz
von ANS nach Bindung an Rinderse-
rumalbumin (BSA) . Mit wachsender
konzentration von BSA (von 1 nach
3), steigt die Intensitit an.

nach Freifelder, D. (1982) Physical
Biochemistry, W.H. Freeman Co.

Beispiel: Fluoreszenz-Eigenschaften
von ANS in Lipid-Doppelschichten:
Lipidketten-Schmelze
und Phasenumwandlungstemperatur




Fluoreszenzloschung in Membranen
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Fluoreszenz-Quenching von Pyrenbuttersaure bzw. Pyrendekansaure in Lipidmembranen durch
verschiedene Nitroxyl-Radikale




Fluoreszenzloschung von Chlorophyll A in Lipidmembranen
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Fluoreszenz Resonanzenergie-Transfer (Forster Energie Transfer)
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a. D +hy, - D* absorption
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Fiir den Forster Energie-Transfer miissen die folgenden Voraussetzungen erfiillt sein:

a. Das Donatormolekiil muss eine ausreichend lange Fluoreszenzlebensdauer aufweisen.

b. Das Emissionsspektrum des Donators und das Absorptionsspektrum des Akzeptors miissen partiell iiberlappen.
c. Die Ubergangsdipolmomente von Donator und Akzeptor miissen geeignete Orientierung zueinander besitzen.
d. Die Distanz zwischen Donator und Akzeptor darf einen Maximalabstand nicht tiberschreiten (< 10 nm).




Fluoreszenz Resonanzenergie-Transfer am Beispiel
Rinderserumalbumin und ANS.

ANS /BSA
100 ANS / BSA 0 g Nach Anregung bei 290 nm
beobachtet man die
Fluoreszenz von Rinderserum
Albumin bei 340 nm. In
Gegenwart von ANS und bei
zunehmender ANS
Konzentration wird die
Emissionsenergie zunehmend
transferiert, um ANS bei 340
nm anzuregen. Die ANS
Fluoreszenzemission wird dann
bei ~460 nm beobachtet.

2,0

Fluoreszenzintensitat

600 nm 550 500 450 400 350 300
= Wellenldnge, 4 (nm)




Transfereffizienz —=

Experimenteller Test der r®-Abhingigkeit der Transfereffizienz
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Der Donator D (x-
Naphtylgruppe) und der
Akzeptor A (Dansylgruppe)
sind durch Prolyl-Reste
voneinander getrennt. Die
Transfer-Effizienz nimmt mit
zunehmendem Abstand ab.
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Die Transfer Effizienz zwischen
Donator (superscript D) und Akzeptor
ist gegeben durch:
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Ro ist eine fiir jedes Donator-Akzeptor Paar
gegebene (tabellierte) charakteristische Grofle.




Fluoreszenzspektrum von Pyren in n-Hexan (0.667 mM)
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Energie

Potentielle Energie fur die Ausbildung angeregter Dimere

hvg

(Excited Dimers oder Excimers)

!

hvy,

M*+M

Das Excimer ist nicht
stabil und dissoziiert

in zwei Monomere unter
Aussendung von
elektromagnetischer
Strahlung

M+M

P

Abstand der an der Bindung beteiligten Atome




Eigenschaften der Mechanismen, die Fluoreszenz in Losung beeinflussen

Reabsorption = Komplex Kollisions Fluoreszenz
Bildung Mechanismus  Energietransfer

Volumen-Abhdngigkeit Zunahme nein nein nein
Viskositdts-Abhdngigkeit nein nein Abnahme nein
Anregungszeit des
Fluorophors unverandert unverandert kleiner minimal
(Photosensitizers)
Fluoreszenz Spektrum des verandert unverdndert unverandert nein
Photosensitizers
Absorptionsspektrum von unverandert verandert unverandert nein

Photosensitizer and Akzeptor




Excimerenbildung und Diffusion von Molekulen in Membranen
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Fluoreszenzspektren von Pyrendekansaure in fluiden
Dipalmitoylphosphatidylcholin-Membranen. Die markierte Fettsaure
wurde in Konzentrationen von 2, 3, und 5 mol-% zur Membran gegeben.
Der Anstieg des Intensitatsverhaltnisses von Excimer zu Monomer kann
dazu benutzt werden, den Diffusionskoeffizient zu bestimmen.
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Schematische Darstellung zufalliger Diffusion (“"Random walk”). Die
fluoreszierende Sonde wandert statistisch von einem Platz zum
Néachsten. Wenn ein nicht angeregtes und ein angeregtes Pyrenmolekiil
zwei benachbarte Platze belegen, kann ein Dimer (bzw. Excimer) gebildet
werden. (Nach Galla, H.-J. et al. (1979), J. Membrane Biol. 48, 215)




Fluoreszenz von Pyren-markierter ATPase und Oligomerenbildung.
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£ ﬂ 2 Pyrenmarkierter ATPase in Lipid-
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v . . . . .
8 8 Verhaltnis zwischen Pyrenmaleimid zu
3 2 ATPase tritt eine Excimerenbande im
L =
£ Fluoreszenzspektrum auf.
N 0,054
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460 LéO 560 nm 6(')0 Nach Liidi, Hasselbach,W. (1983) Eur. ). Biochem. 130,5
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Fluoreszenz-Intensitatsverhaltnis

02 03 04

Calcium Gehalt

Ca?* -induzierte Entmischung (Phasenseparation) in Membranen

Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten von
Excimeren und Monomeren

von Pyrendekansaure in
Modellmembranen aus Phosphatidylcholin
und Phosphatidsaure. Die
Excimerenbildung steigt an wenn die
Calciumkonzentration erhoht wird. Der
Grund dafiir ist eine Calcium induzierte
Entmischung (Phasenseparation) der
beiden Phospholipide in der Membran.






