ADLERSWACHT - ARBEITSBUCH

Photophysik

Beobachtungen, Rechnungen und Begriffe aus der Untersuchung des Leuchtens

Nach der Scherbe: Licht kann Energie deponieren. Jetzt ist die Frage kleiner geworden - was
geschieht in einem Molekiil, wenn genau ein Photon ankommt, und wie lasst sich dieses
Leuchten als Werkzeug benutzen?

Quellenbasis: BMO1 Vorlesung Photophysik, Folien 1-69; Kompetenzliste ME4420. Vereinfachungen und Formeln
folgen der Vorlesung, fachliche Prazisierungen sind kenntlich gemacht.
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1. Licht als Paket und Welle

Warum ein Moleklil nicht jede Farbe schluckt

Die Scherbe hatte mir beigebracht, Licht nach Energie und Verteilung zu vermessen. Fir
Fluoreszenz reicht das nicht. Ein Molekiil reagiert nicht auf ,Licht im Allgemeinen“, sondern
auf einzelne Energieportionen. Fir Absorption und Emission ist deshalb das Photonenbild
besonders nttzlich.

Ein Photon besitzt die Energie E_ = hv = hc/A. Kiirzere Wellenlange bedeutet hohere
Photonenenergie. Die Wellenbeschreibung bleibt gleichzeitig notwendig, wenn Ausbreitung,
Interferenz oder Polarisation betrachtet werden. Photophysik verlangt beides: Welle fur die
Ausbreitung, Photon fir diskrete Energietibertrage.

In der Spektroskopie wird aulserdem haufig die Wellenzahl v = 1/A in cm~! benutzt. Anders
als A wachst sie mit Frequenz und Photonenenergie.

FORMELN, DIE ICH BRAUCHE

Ey = hv = hc/A
v =1/A
p = h/A

L 600 nm entsprechen ungefihr 2.07 eV pro Photon.

L Nicht verwechseln: v = Frequenz; v = spektroskopische Wellenzahl.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folien 3-6; Kompetenzliste: duale Natur des Lichtes.
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2. Erlaubte Energien

Vom Atom zum Chromophor

Atome zeigen scharfe Linien, weil nur diskrete Energiezustande besetzt werden konnen.
Molekiile besitzen ebenfalls quantisierte elektronische Zustande, aber ihre Elektronen sind
auf Molekiilorbitale verteilt. Besonders wichtig sind n-Elektronen in konjugierten und
aromatischen Systemen.

Als grobes Denkmodell taugt das Teilchen im eindimensionalen Kasten: En = n%h?/(8mlL?2).
Wird der ,Kasten” langer, riicken die Energieniveaus enger zusammen. Bei ausgedehnten
konjugierten n-Systemen kénnen dadurch elektronische Ubergénge in den sichtbaren Bereich
ricken. Das Modell ist kein exaktes Molekiilmodell, erklart aber die Richtung des Effekts.

Ein Chromophor ist der Teil eines Molekiils, dessen elektronische Struktur fiir eine
charakteristische Absorption verantwortlich ist. Ham, Chlorophyll, Fluorescein, Rhodamine
und die Chromophore fluoreszierender Proteine sind Beispiele optisch aktiver Systeme.

FORMELN, DIE ICH BRAUCHE

En = n?%h?/(8mlL?)

L GréfSeres delokalisiertes m-System — oft kleinere Energieliicke — ldngerwellige Absorption.

L ,Teilchen im Kasten” ist ein Modell, keine chemisch exakte Rechnung.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folien 9-18; CampusLab BMO1-13.
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3. Warum Molekulspektren breit werden

Elektronen, Schwingungen und Rotation

Ein Molekil besitzt nicht nur elektronische Zustande. Zu jedem elektronischen Zustand
gehoren viele Schwingungszustande, zu diesen wiederum dicht liegende Rotationszustande.
Deshalb besteht ein molekularer Ubergang meist aus vielen nahe beieinanderliegenden
Teilubergangen.

Energetisch gilt grob: elektronische Ubergéange > Schwingungsiibergange >
Rotationsiibergange. In Gasen kann man einzelne Strukturen oft noch auflésen; in Losung
oder Gewebe verbreitern Wechselwirkungen mit der Umgebung die Banden zusatzlich.

Damit erklart sich ein entscheidender Unterschied: Atome liefern haufig scharfe Linien,
Molekiile haufig breite Absorptions- und Emissionsbanden. Diese Breite ist spater wichtig fur
Filter, Markerwahl und FRET.

L Breite Banden sind kein ,schlechter Messwert”, sondern Folge vieler erlaubter Ubergdnge und der Umgebung.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folien 19-28; CampusLab BMO1-14.
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4. Was mit der aufgenommenen Energie
geschieht

Jablonski-Diagramm, Singulett und Triplett

Nach der Absorption befindet sich ein Molekiil zunachst in einem angeregten elektronischen
Zustand. Von dort flihren mehrere Wege zurtck. Das Jablonski-Diagramm ist im Grunde eine
Landkarte dieser Wege.

Schwingungsrelaxation und innere Konversion sind nichtstrahlende Prozesse. Fluoreszenz ist
eine strahlende Rickkehr zwischen Singulettzustanden. Durch Intersystem Crossing (ISC)
kann das Molekiil in einen Triplettzustand wechseln; von dort kann Phosphoreszenz erfolgen.
Weil ein Spinwechsel formal verboten ist, sind Triplettprozesse typischerweise deutlich
langsamer.

Die Spinmultiplizitat lautet M = 2S + 1. Singulett: S = 0, M = 1. Triplett: S =1, M = 3. ISC
wird durch Spin-Bahn-Kopplung moglich, obwohl der reine Spiniibergang nach der
Auswahlregel verboten ware.

In der Vorlesung werden typische Zeitskalen angegeben: Absorption etwa fs, Fluoreszenz
meist im ns-Bereich und Phosphoreszenz von ms bis weit in den Sekundenbereich. Das sind
GroBenordnungen, keine universellen Konstanten.
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Skizze zum Einordnen der Wege; Energieniveaus nur schematisch.

FORMELN, DIE ICH BRAUCHE

M=2S+1

L Jablonski immer als Prozesskarte erkldren, nicht nur Pfeile auswendig lernen.

L Stokes-Verschiebung: vor der Emission geht meist Energie nichtstrahlend verloren — Emission typischerweise
ldngerwellig.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folien 29 und 69; Kompetenzliste: Jablonski, Singulett/Triplett.

Vincent - Aufzeichnungen zur Photophysik



5. Wie hell und wie lange ein Fluorophor
leuchtet

Stokes-Verschiebung, Quantenausbeute, Lebenszeit und Bleaching

Fur einen Fluoreszenzmarker gentuigt , er fluoresziert” nicht. Entscheidend sind Anregbarkeit,
Quantenausbeute, Lebenszeit, Stokes-Verschiebung und Photostabilitat.

Nach einem kurzen Anregungsimpuls fallt die Fluoreszenz eines einfachen Systems
naherungsweise exponentiell: I(t)=Ioe_t/ T. Die Gesamtzerfallsrate ist die Summe strahlender
und nichtstrahlender Raten: 1/t = kr + knr.

Die Fluoreszenzquantenausbeute O ist die Zahl emittierter Fluoreszenzphotonen geteilt
durch die Zahl absorbierter Photonen. Im einfachen Ratenmodell gilt O = k 1j(kr+knr).
Lebenszeit und Quantenausbeute sind deshalb verwandt, aber nicht dasselbe.

Photobleaching ist eine irreversible photochemische Zerstérung des Fluorophors. Langlebige
Triplettzustande geben Molekiilen mehr Zeit fiir unerwiinschte chemische Reaktionen;
deshalb fordern sie Bleaching und andere photochemische Nebenwege.

FORMELN, DIE ICH BRAUCHE

I(t) = Io e™(—t/T)
1/T = kr + Knor
OF = ke/(ke+Kkur)

L ®F = Wahrscheinlichkeit/Photonenbilanz; T = Zeitkonstante. Nicht verwechseln.
L GrofSe Stokes-Verschiebung erleichtert die Trennung von Anregungs- und Emissionslicht.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folien 32-40; CampusLab BMO1-15.
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6. Aus dem Ausbleichen wird eine Messung

FRAP und molekulare Beweglichkeit

Bleaching ist normalerweise storend. Bei FRAP wird es gezielt als Startsignal benutzt. Ein
kleiner Bereich einer fluoreszenzmarkierten Probe wird stark gebleicht; anschlieSend
beobachtet man, wie ungeblichene Molekiile in diesen Bereich diffundieren oder durch
Bindungsdynamik ausgetauscht werden.

Die Erholungskurve verrat, wie mobil die markierten Molekiile sind. Die Vorlesung verwendet
fur eine einfache 2D-Naherung D = w2/(4t1 /2), wobei w die Strahlbreite und t1 P die Halbzeit
der Fluoreszenzerholung ist. Die genaue Auswertung hangt von Bleach-Geometrie und Modell
ab; die Formel ist daher als Vorlesungsnaherung zu verstehen.

FRAP kann laterale Diffusion in Membranen sowie Diffusion und Bindung im Zellinneren
untersuchen. Entscheidend ist die Logik: definierter lokaler Verlust — zeitliche
Wiederbesiedlung — Riickschluss auf Mobilitat und mobilen Anteil.

FORMELN, DIE ICH BRAUCHE

D = w?/(4 t1/2) [Vorlesungsnaherung]

L Recovery kann unvollstdndig bleiben — immobiler Anteil.
L FRAP misst Dynamik, nicht nur Struktur.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folie 41.
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7. Wie man biologische Strukturen sichtbar
macht

Farbstoffe, Antikorper, Quantenpunkte und GFP

Ein guter Marker muss nicht nur hell sein. Er braucht passende Anregung, ausreichende
Quantenausbeute, Photostabilitat, moglichst geringe Toxizitat, Wasserloslichkeit
beziehungsweise biologische Vertraglichkeit und eine Emissionsfarbe, die sich vom
Hintergrund trennen lasst.

Organische Farbstoffe wie Fluorescein, Rhodamine, Cyanine oder Alexa-Fluor-Familien sind
klein und vielseitig, konnen aber bleichen. Quantenpunkte sind Halbleiter-Nanokristalle.
Durch Quantum Confinement hangt ihre Emissionsfarbe von der Grof3e ab: grofSsere Punkte —
kleinere effektive Bandlucke — langerwellige Emission. Vorteile sind hohe
Helligkeit/Photostabilitat, breites Anregungs- und schmales Emissionsspektrum; Nachteile
konnen Toxizitat, Aggregation, Organakkumulation und Blinking sein.

Antikorper-Targeting erzeugt Spezifitat. Direkt: Primarantikorper tragt den Marker. Indirekt:
markierter Sekundarantikorper bindet an den Primarantikorper und kann das Signal
verstarken.

Fluoreszierende Proteine wie GFP werden genetisch als Fusionsproteine exprimiert. Der
Chromophor bildet sich innerhalb des B-Fass-Proteins. Damit lassen sich Proteine in lebenden
Zellen verfolgen, ohne nachtraglich einen chemischen Farbstoff einzuschleusen.

L Markerwahl = Optik + Chemie + Biologie.
L Quantenpunkte: Farbe tiber GrofSe einstellbar, aber nicht automatisch biokompatibel.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folien 42-60; CampusLab BMO1-16.
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8. Nahe messen, die das Mikroskop nicht
auflosen kann

Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)

Zwei Proteine konnen im Lichtmikroskop am selben Ort erscheinen und trotzdem nicht
miteinander wechselwirken. FRET nutzt deshalb keinen besseren Bildpunkt, sondern einen
physikalischen Abstandssensor.

Ein angeregter Donor kann Energie nichtstrahlend auf einen nahe gelegenen Akzeptor
ubertragen. Dafiir miissen Donoremission und Akzeptorabsorption spektral iiberlappen, die
Ubergangsdipole giinstig orientiert sein und der Abstand klein sein. Der Akzeptor wird dabei
nicht durch ein vom Donor ausgesandtes Photon angeregt.

Die Effizienz ist extrem abstandsabhangig: E = 1/[1+(x/Ro)¢]. Bei r = Ro betragt sie 50 %.
Deshalb ist FRET empfindlich fur Abstande im Nanometerbereich und kann
Proteininteraktionen oder Konformationsanderungen anzeigen.

Typische Beobachtung: Donorfluoreszenz wird gequencht und Akzeptoremission nimmt zu.
Die Interpretation verlangt jedoch Kontrollen, weil direkte Akzeptoranregung, spektrales
Ubersprechen und Konzentrationseffekte Signale verfalschen konnen.

FORMELN, DIE ICH BRAUCHE

E=1/[1+ (r/Ro)¢]

L FRET ist kein Photonenaustausch.
L Ro = Forster-Radius: Abstand fiir 50 % Transferwahrscheinlichkeit.

Quelle / Gegenpriifung: Vorlesung Photophysik, Folien 62-65; Kompetenzliste: FRET.
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Sammelseite

Beziehungen, die nicht auseinanderfallen diirfen

Photonenergie Ey = hv = hc/A Energie eines einzelnen Photons
Wellenzahl D=1/A Spektroskopische Energieskala
Teilchen im Kasten En = n%2h?/(8ml?2) Warum grofSere Delokalisation kleinere

Energieliicken begiinstigt

Spinmultiplizitat M = 2S+1 Singulett / Triplett formal einordnen
Fluoreszenzzerfall I(t)=Ioe™(—t/T) Zeitverlauf nach kurzer Anregung

Lebenszeit 1/t = ke+Kknr Summe konkurrierender Zerfallswege
Quantenausbeute OF = Kr/(ke+Knr) Anteil absorbierter Photonen, die fluoreszierend

emittiert werden

FRAP D=w?/(4t1/2) Vorlesungsnaherung fiir Diffusion

FRET E=1/[1+(r/Ro)¢] Nanometer-Abstandssensor

Nicht durcheinanderbringen: Absorption/Anregung ist nicht Fluoreszenz; Quantenausbeute
ist keine Lebenszeit; Fluoreszenz ist kein FRET; Co-Lokalisierung ist keine Interaktion;
Photobleaching ist irreversibel, FRAP nutzt es absichtlich als Startbedingung.
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