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Rotationsdiffusion

P(6,0,t)=

AT

1, ()~ [daP (o t)E, [

e
- . e
) ’ ), .
— .fr "‘-._ __,_.-"
g
| Y
i b
|'I I i
—t s
e 1 .
- | 1 .
If' || o Il. \
. " T
T ==

T 2n
~ ijdesin ej dd{1+ :%(cos2 0 —Eje“’t}sin2 0cos” ¢
At s, 5 3

114
== —+
ik

1

15 9 3 15

Advanced Spectroscopy and Microscopy

i_ﬂjeﬁot}_l_ie

—6 Dt

|
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen, Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Prof. Dr. J. Enderlein, http://www.joerg-enderlein.de

pe



(1)

Fluoreszenz-
polarisation

Perrin-
gleichung

Rotationsdiffusion

1.4 o ()<L 2o
3 15 3 15
| —1 2
I L —6Dt —6Dt
N = = — F=r.e
l +21, 5 °
o -1, 3
I, +1  54e™
I 1
(i_lj_ﬁeﬁot (i_lj_ 1 1) en
P 3) 3 P 3 P 3

|
Advanced Spectroscopy and Microscopy
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen, Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Prof. Dr. J. Enderlein, http://www.joerg-enderlein.de




Rotationsdiffusionszeiten

1 nVv _471:nr3

Fur spharische Objekte: 1, 6D k.T 3 K.T
B B

Far kleine Molekile mit ca. 0.5 nm radius @ 20°C: ~ 130 ps

M[kDa]
2

Fur globulére Proteine in Wasser @ 20°C: 7, [ns] =

also ca. 10 ns je 20 kDa
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Rotationsdiffusion + Fluoreszenzlebenszeit

1 4 1 2
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Wahrscheinlichkeit MolekUle nach Anregung
Im angeregten Zustand zu finden:
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p(t)=—-¢"
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Rotationsdiffusion
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Fluoreszenzlebenszeit

1. Time Domain:
Anregung mit gepulster Lichtquelle und
Messung des zeitlichen Abklingens der Fluoreszenzintensitat

Time Correlated Single Photon Counting = TCSPC

2. Frequency Domain:
Anregung mit periodisch modulierter Lichtquelle und
Messung der Phasenverschiebung Fluoreszenz und Anregung

Phase Fluorometry
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Time Correlated Single Photon Counting

Anregung Emission
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Time Correlated Single Photon Counting

l —t/r
t)=—ce """
P(t) =1
Wahrscheinlichkeit wt(t)dt, dal zu irgendeinem Zeitpunkt
Im Intervall ein Photon registriert werden kann

n(t)dt = gz p (t+ KT )

g mittlere Wahrscheinlichkeit, das zwischen zwel
Anregungspulsen Uberhaupt ein Photon detektiert wird

Gesucht: Wahrscheinlichkeit, bei Zeit t nach letztem Puls
ein Photon zu detektieren, ohne dald zwischen Puls und t ein
Photon detektiert wurde
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Time Correlated Single Photon Counting

p(t):ie_t/” n(t)=¢) p(t+kT)
T, k=0
Wahrscheinlichkeit, bei Zeit t nach letztem Puls ein Photon
zu detektieren, ohne dal} zwischen Puls und t ein Photon
detektiert wurde

Wahrscheinlichkeit P(t), zwischen Puls und Zeit t kein
Photon zu detektieren:

T:_p(t)n(t) > P(t):exp{—':[n(t')dt’}
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Time Correlated Single Photon Counting

p(t):ie_t/” Tc(t):skip(HkT)

T

P(t):exp{—_:[n(t’)dt’}

Wahrscheinlichkeit, im TCSPC-Kanal der Breite At (At << 1)
bei der Zeit t nach letztem Puls ein Photon zu detektieren, ohne
dald zwischen Puls und t ein Photon detektiert wurde

t

H(t)=P(t)r(t)At =n(t)exp{—jn(t’)dt’}m ~ 7(t)At

0

¢ < 0.01, sonst merklicher Pile-Up Effekt!
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Time Correlated Single Photon Counting

p(t):ie_t/” Tc(t):ai p(t+kT)

T, k=0
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Time Correlated Single Photon Counting

Monoexponentielles Fluoreszenzabklingen:

Ate eV L Ate s,
H (t) ~ T. 1— T/rf
f € Tt

T T

¢ <0.01 T >> 1,

Multiexponentielles Fluoreszenzabklingen:

)e_t/rm t/r
Atsz 1 eT/rm ~Atsz m

m=1 m=1 Tnm
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Time Correlated Single Photon Counting

H(t)~
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Gemachte vereinfachende Annahmen:

Pulsbreite vernachlassigbar

Totzeiten des Detektionssystems

Rotationsdiffusion
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Magic angle

1 12 __ 1 6 _
IH (t) 3 45 6Dt IJ_ (t) 5_4—56 6Dt

Analysator hat Winkel ® zur Vertikalen
I (t) =cos’ @I, (t)+sin° Ol (t)

~ l+£(2 cos? ® —sin? @)e‘eDt
3 24

tan® . =+/2 O agic ~ 54.7°

magic
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Phase Fluorometry

Anregung Emission
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Ab Phase Fluorometry
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Phase Fluorometry: Mehrere Komponenten
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Forster Resonance Energy Transfer

Problem: Abstandsmessungen
auf molekularer Ebene

LOsung: Energietransfer
von einem angeregten fluo-
resezenten Molekdl (Donor)
auf ein lichtabsorbierendes
zweites Molekll (Akzeptor)

Absorptionsbande Akzeptor ~ Emissionsbande Donor
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Maxwellsche Gleichungen

divE =4np

divB =0
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Maxwellsche Gleichungen in Materie

diveE =4np

divB =0
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Forster Resonance Energy Transfer

Donor:
1|k, ik, 1 Kot -ic
E :g{To[p_er (er 'p)]+( rzo — rgj[p—Ber (er op)}}eko t

Akzeptor: ‘E e, ‘2
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Forster Resonance Energy Transfer

Donor:
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Forster Resonance Energy Transfer

1 koot Akzeptormolekdl ,,spart*
B~ P38 (e -p)le ozillierendes Feld

aguivalent zu ozillierendem Feld einer ebenen Welle

Energiestrom: P = nC(I)d \E\Z
Photonen pro Zeit pro Flache: AP nM)d E \
hc  8zmh
Absorptionsquerschnitt o: Flache einer Scheibe gleicher Absorption
. AP
Zahl der abs. Photonen pro Zeiteinheit: (3c)— n (I’acs)—\pa E|
C
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Forster Resonance Energy Transfer

1 IKgr—io
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Forster Resonance Energy Transfer

N

K =[3(F-.)(F-Py) ~ (Pu -Ba )

=[3co0s6, cos6, —cos6, ]2

=[2cos8, cos, —cosdsin6, sin 6, ]2
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Forster Resonance Energy Transfer

K2> = <[2 cos0, cos0, —cospsinO, sin 0, ]2>

2 2 : : 2 oy A2
=(4cos” 0, cos” 0, —4co0s0O, cosO, cosdpsinO, sinO, + cos” ¢pSIn” O, SIn Od>

4.1
9" 2

2
3

(o NN

i
Advanced Spectroscopy and Microscopy
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen, Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Prof. Dr. J. Enderlein, http://www.joerg-enderlein.de



