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Fluoreszensspektroskopie

Nutzt die atomaren Energieniveaus

Niveau wird durch Absorption eines Photons
angeregt

Fallt wieder in den Grundzustand zuruck

=> Photon mit charakteristischer Wellenlange
wird emittiert

Funktioniert auch mit Molekulen, hier werden
aber auch Vibrationsmoden angereqgt!
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Experimenteller Aufbau
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Konfokales Mikroskop
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Avalanche Detektor
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Autokorrelationsfunktion

* Was wird gemessen?

Intensitaten:

A  Fluorescence F Correlations G (1)
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Autokorrelationsfunktion

* \Wie berechnet man Sie?
G(At)=| I(¢)*I(1+At)dt

A  Fluorescence F Correlations G (1)

Time t Time shift



Autokorrelationsfunktion

 \Was lernt man daraus?

Diffusion:

Fluoreszenz




Kreuzkorrelation

e /wel fluoreszierende Farben:

Gkreuz(At):f [griin(t)*[mt(t-l-At)dt



Kreuzkorrelation

* \Was gewinnt man dadurch?

Betrachtung der relativen Bewegung zweier
Teilchensorten gegeneinander.

» Betrachtung chemischer Reaktionen,

die Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstante chemischer
Reaktionen.



Nutzlichkeit der Methode/Motivation

* Fluoreszenskorrelationsspektroskopie (FCS)
kann Molekulbewegungen und
Konzentrationen bestimmen.

* Dual-Color FCCS ist viel besser bei der
Beobachtung molekularer Wechsekwirkungen.

1997 (Paper): Methode wurde 1994 bereits
vorgeschlagen, hier erste Realisierung!
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Farbstoffe
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FIGURE 1 Emission spectra of rhodamin green (1) and Cy-5 (2), as well
as transmission characteristics of second dichroic mirror (3).



Experimente Ubersicht

1. Objektivtest: Wie wichtig ist das richtige
Objektiv?

2. Emittieren die Farbstoffe trotz 2-Laser
Anregung auch nur die richtige Farbe?

3. Wie gut funktioniert die Kreuzkorrelation?

4. DNA Renaturierungsexperiment
(Zwei Einzelstrange fugen sich zusammen)
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2. Farbstofftest

 Nur roter Farbstoff mit beiden

Lasern angeregt

 Aus den Intensitaten:
Anteil im roten Detektor durch

Weit gepunktet: Grun
Eng gepunktet: Rot

Beleuchtete Volumen-
elemente genau gleich
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3. Kreuzkorrelationstest

2 DNA-Einzelstrange
jewells einfarbig

* Ein doppelt so
groldes zweifarbiges
DNA-Fragment
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4. Renaturierungsexperiment

 \Von unten nach oben:

Kreuzkorrelation
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Diskussion

 Amplitude der I
Kreuzkorrelation | P
gefittet an eine 0021

Reaktion 2. Ordnung:
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Fazit

* Die Methode ist erfolgreich bei der
Unterscheidung von Edukten und Produkten.

 FCS-setup kann fast ubernommen werden.
Zukuntt:

* Messungen an Antikorpersystemen

» Weitere DNA/RNA-Untersuchungen

 Wurde bereits auch in Membranen und Zellen
angewendet
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