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 Biolumineszenz




Enstehung des Lumineszenzlichtes

Lumineszenz: Lichtemissioniiberschuss eines Korpers im
Vergleich zu seiner Temperaturstrahlung.

Lumineszenz hat einen schwachen
Zusammenhang mit der ,

s ! = kaltes Licht’
Temperatur des Korpers

Linien- 0. Bandenspektrum
im UV/VIS Bereich | > Elektronenanregungen




Klassifizierung der Lumineszenz nach der
Anregungsart

Fluoreszenz&Phosphoreszenz

Art der -
Anregung Name Beispiel
Licht Photolumin. Chinin-sulphat,
Phosphor, ... ~
Rontgenstr. Rontgenolumin. Nal (TI)
radioaktive Str. Radiolumin. Nal (T1)
elektrisches Feld Elektrolumin. Quecksilberlampen
mechanische Tribolumin. Wiirfelzucker -
Wirkung
chemische Reaktion Chemolumin. Glithwiirmchen =
(Biolumin.)
Wirme Thermolumin. CaSO4 (Dy) ~




Autbau des Atoms

Bohrsches Atommodell Energieniveaus
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Quantenmechanische
Beschreibung des Atoms

“ |
- g

| ,




Elektroneniibergiange
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Elektroneniibergange
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Emission

Linienspektrum

Siehe Praktikum!



Energiezustande der Molekiile

D :
4&

O™

M



Jablonski Diagramm

Mogliche Ubergiinge
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UV-VIS IR |Raman Phosphoreszenz
Absorption Fluoreszenz
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Fluoreszenz und Phosphoreszenz
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& abs Eﬂuor & abs

Sy Y S, | / Ube.rgang mit

geringer

— — — — Wahrschenlichkeit
Eabs = & fluor Eabs = & phosph

& abs > & fluo > & phos

Aabs < Afluo < ﬂ«phos l strahlungsloser Uberﬁang
l Ubergang mit Lichtemission



Abkling der Intensitat des Lumineszenzlichtes
nach einem impulsformigen Anrgeung

* Anregung mit einem Lichtblitz

» exponentieller Abkling der Intensitit (J)
nach der Anregung

J J=J,er
J 0] 7. Lumineszenz-Lebensdauer
J, .
r1st umgekehrt
€ o~ proportional mit der
¢ t Ubergangswahrschein-

lichkeit: 7y << Tphos



Quantenausbeute

| Anzahl der emittierten Photonen/Anzahl der
absorbierten Photonen
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Wahrscheinlichkeit des
Fluoreszenziiberganges

(mit Lichtemission)
Wahrscheinlichkeit des
Uberganges ohne

Sy Lichtemission (,,nonradiative®)
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Messung der Lumineszenz

Messbare Grollen:
| Wellenlange(verteilung) des Anregungslichtes

| Wellenlange(verteilung) des emittierten Lichtes
(be1 Fluoreszenz u. Phosporeszenz)

| Die Intensitat des emittierten Lichtes
| Zeitlicher Ablauf der emittierten Lichtintensitit
| Polarisation des emittierten Lichtes
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Messung — Aufbau eines Luminometers
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Die Spektren
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Beispiele

Emissionsspektrum der
Aninosiuren

Tryptophan
fluo \ phos
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z. B. Tryptophan:

Afluo = 340 nm

thos = 440 nm
Tw = 0,1 —5ns
Tohos = 0,001=5s

Absorbance

Fluorescein

Fluorescence emission




Anwendungen

1. Labordiagnostik
z. B. Konzentrationsbestimmung von Na, K, ... mit Hilfe des
Flammenphotometers
F D 14 K
A Na < |[——140| Nqa
K <
X 004 | K Li
Li < | &







2. Untersuchung von biol. Makromolekiilen (z. B. Proteine)

Denaturation eines Eiweil3es mit Hilfe der
Fluoreszenz des Tryptophans

A 1t empfindlich fiir die Polaritat der
Umgebung des Tryptophans

A =290 nm

anregung 1 4
max

50 60 70 80 7(°C)




3. Lumineszenzmikroskopie

Nur das
Lumineszenzlicht ist
/ sichtbar/detektierbar

ans Filter: filtriert das
Beleuchtungslicht aus
Ny
Lumineszenzlicht e nativ
M Préiparatﬂ .
o e gefirbt

Quartzoptik

UV/VIS Lampe




Beispiel:
ATP —Verteilung detektiert ducht Fluoreszenz von Luciferine

Transmissionsbild Fluoreszenzbild
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Knochengewebe

Pollen der Kiefer

Bauchhaar des
japanischen Ponys



4. Lumineszenzlampen

v

 Natriumlampen

* Quecksilberlampen:

* Germizidlampe

* Quartzlampe, Solariuml.

2I40 25|O 2I60 ﬂ(;’lm)

<— ¢ Leuchtrohren

s. Absorptionsspektrum von
DNA = Bakterizidwirkung
(Entkeimung in OP-Raumen)

z.B.
photodynamische
Therapie




5. Strahlungsdetektoren

(Rontgenstrahlung, radioaktive Strahlungen, ...)

2.B. Nal(Tl) /‘/‘\A Licht

v-Photon




S. Strahlungsdetektoren

(Rontgenstrahlung, radioaktive Strahlungen, ...)

z. B. Nal(T1)

E ‘ Nal Leitungsband (leer)

blaues
Lichtphoton

Szintillator

Photomultiplier

\
I

Teilchen g ip. photoelektrische Elektronen- elektrische
tillation Umwandlung vervielfachung Impulse

(Szintillation)

Aktivierungs-
niveaus von TI

(s. noch

Thermoluminé8zenz-
dosimeter)



6.Leuchtdiode Halbleiterdiode

(light emitting diode —  freie Eiekgonen 1 P freie Locher
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Durchflusszytometrie

Mantelflussigkeit
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Zellsuspension

Detektor fur
Fluoreszenzlicht

Laserstrahl
Streulichdetektor

Zelle

Zweidimensionale analyse
mit Hilfe zwei Parameter
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apoptotische Zellen

' normale G,/G, Zellen
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Fluoreszenzintensitat
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Zelleseparation Mantelfliissigkeit

——
"

b Il_-

° f.o'.{

|

Zellsuspension

O

f
Laserlicht

l

Steuerungs-
elektronik

+ +|+ =
| '
\
\
L}
L}
A\ F
o @
.
. .

& [ ® 0 g0g%g 0 80 o
L
#
’ ’
s "
’ -
e

29




Beispiele fiir Biolumineszenz

Schwebeflora

Leuchtkéfer (Gliihwiirmchen) leuchten mit Hilfe der Luciferin-Luciferase Reaktion
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GFP (grin

fluoreszierendes

Protein)
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mPlum

mGrape2

mRaspberry

mGrape1
mCherry
mSirawberry
mTangerine
* {dTomalo
' mOrange
' mBanana
' mHoneydew
Hn Citrine
P ecrp

e ecrp

1

! EBFP

Aequorea
victoria

Fusionsprotein

GFP



