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• spektrale Eigenschaft von 
Absorption, Emission  

• Quantenausbeute f 
• Relative Helligkeit 
• Lebensdauer t 

• Anisotropie r 
• Energietransfer zwischen 

Farbstoffen 
• zeitliche Schwankung der 

Emission F(t) 
 
 

Fluoreszenzparameter 

Lakowicz, Principles of Fluorescence,  3rd  



Messung der Fluoreszenzanisotropie 
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Warum?  
 Fluorophore sind Dipole! 
 
 
Molekülrotation (ps – ns) und Fluoreszenzlebensdauer 
(ns) treten in ähnlichen Zeitskalen auf und führen zur 
Polarisation der Fluoreszenzemission 
 
trot << tfl  keine Polarisation 
 
trot ~ tfl  Polarisation 

Lakowicz, 3rd  

µ 



Anwendung der Fluoreszenzanisotropie 

RS20 Aminosäuresequenz (20) aus 
der Myosin Light Chain Kinase (MLCK), 
enthält ein Tryptophan 
 
CAM Calmodulin (kein Trp) 
 
RS20 + CAM  [RS20*CAM] 

Bindungskonstanten und 

Bindungsstöchiometrien 

Lakowicz, 3rd  



1845, Sir J. W. Herschel 1871, A. von Baeyer 

Chinin und Fluorescein 



1871, A. von Baeyer 

Fluorescein 



Tryptophan, DAPI 



Organische Fluoreszenzfarbstoffe 
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FRET Efficiency, E: 
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R = D-A distance 
R0 = Förster radius  
(D-A distance where E = 50%) 

0.5*R0 

      R0 (typical: 4-7 nm) 

      1.5*R0 

      Distance R 

 FRET  
(E ) 

100% 

50% 

0% 

Förster Resonance Energy Transfer (FRET) 
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Förster-Radius: 

Orientierungsfaktor: 
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Donor 

Akzeptor 

R0 (CFP, YFP) = 4.9 nm 

Förster Resonance Energy Transfer (FRET) 



Bestimmung von E: 
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Was passiert bei FRET? 
 

 Fluoreszenzintensität des Donors nimmt ab 

 Fluoreszenzintensität des Akzeptors nimmt zu 

 Fluoreszenzlebensdauer des Donors nimmt ab 
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Osamu Shimomura Martin Chalfie Roger Y. Tsien 

Nobel Prize in Chemistry, 2008 

„Glowing proteins – a guiding star for biochemistry“ 

Serin (65) 
 
Tyrosin (66) 
 
Glycin (67) 

wtGFP 

M 27 kDa (238 aa) 

Absorption 395/470 nm 

Emission 509 

f ~0.7 

t 3.2 ns 

 12000/27500 (cmM)-1 

http://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS2/projects/jonda/ 



wtGFP (Ser – Tyr – Gly) 
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mFruit 

Fluoreszierende Proteine 





1 nm 

the fluorophore the microscope the image 

200 nm 

A simplified view of a microscope 



S. J. Sahl & W. E. Moerner Curr Opin Struct Biol 23, 778-87 (2013 

250 nm 

fluorophore image 

structure image 





S. J. Sahl & W. E. Moerner Curr Opin Struct Biol 23, 778-87 (2013 

fluorescent dark 

→ 
“turn on” 

determine the center of mass (x, y) 

plot (xi, yi) 



Operating conventional fluorophores as photoswitches 

PBS 

PBS + thiol 

single molecule 



PJ Verveer, MPI Dortmund 

Nestin-EOS,  
Actin-Alexa647 


