AZ OPTIKAI ABSZORPCIÓS- ÉS FLUORESZCEN​CIA SPEKTROSZKÓPIA ÉS ALKALMAZÁSAI
1. Az optikai spektroszkópia elméleti alapjai: a molekulák ener​gia​szint-rend​sze​re és a lumi​nesz​cen​cia jel​​lem​​zők
- az atomokból felépülő molekulák különböző konfigurációban létezhet​nek
- a molekulák ener​giaszint-rendszerének felírásakor figyelembe kell venni a molekulát alkotó részek lehetséges állapotait, ezek kombi​náci​ója alakítja ki a molekula állapotrendszerét
- ez nagyon bonyolult, hiszen sok összete​vővel kell szá​molni, amelyek a molekulán belüli kölcsönhatások miatt még módo​sulhatnak is, azonban általában egyszerűsítő feltevésekkel élhetünk, amelyek a képet mégis átte​kinthetővé teszik:
A Born-Oppenhei​mer közelítés

Az egyik legfontosabb ilyen feltételezés az ún. Born-Oppenhei​mer közelítés, amely szerint a molekula elektronálla​potai, vibrációs (rezgési) álla​potai és rotá​ci​ós (forgási) álla​potai (az előadáson részletezni kell!) egymástól függet​lennek te​kint​hetők, a köztük lévő csatolás elhanya​gol​ható. A molekula egészének teljes energiája így additív módon tevődik össze az elektron​ger​jesztési energiá​ból, a vibrációs energiából és a mole​kula egészének a különböző forgás​ten​gelyek körüli forgási energiái​ból.

A másik egyszerűsítés: a különböző típu​sú (fentebb felsorolt) állapo​tok energiái más-más nagyságrendbe esnek, jól elkülönülnek egymástól:

- a leg​nagyobb energia az elektronok átren​deződésével járó állapot​válto​zá​sokhoz szük​séges , így ezek a látható- ill. az UV spektrum​tarto​mányba eső fo​to​nok​kal ger​jeszt​hetők
- ennél lényege​sen kisebb ener​giát igényel a molekuláris vibrációk átren​deződése
- még a molekularezgésekhez szükségesnél is jóval kiseb​b energia kell a molekula rotációs állapotai közti átmenetekhez

A Jablonski-diagram

A molekulák energia​szint-rendszerére tett fenti megállapításokat cél​sze​rű a függőleges tengelyén az energiaszinteket mutató ábrán össze​fog​lalni. Ezen az ún. Jablonski-diagramon (ld. 7.14 ábra) az egymástól távol lévő elektron​gerjesz​tési energiaszintek​re ülnek rá az egymáshoz sokkal köze​lebbi vibrációs energiaszintek soro​zatai,  az egyes vibrációs szintekre pe​dig a rotációs nívók egymáshoz még sokkal közelebb elhelyezkedő rend​szere rakódik (az utóbbiakat ábránk nem tünteti fel).
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7.14 ábra  Mole​kulák e​nergia​szint-rend​sze​re: a Jab​lon​ski​‑di​a​gram.

Jelölések: a-abszorpció, s.n.-sugárzás nélküli átmenet, fl.-flu​oreszcencia, k.fl.-kés​leltetett flu​​oresz​cencia, foszf.-foszfo​resz​cencia, i-rend​sze​rek közti átmenet (mind​egyik folyamat: folytonos nyíl); S0, S1-szingulett alap- ill. ger​jesztett állapot, T1 -triplett szint, v1, v2,...-vibrációs ener​giaszintek, hullámos nyilak: vibrációs relaxáció.
Az alábbiakban a Jablonski-di​agram alapján magyarázzuk meg a molekulaspekt​ro​szkó​​pi​ai elneve​zé​seket, jelenségeket. Az alkalmazások szem​​​pontjá​ból a leg​ala​cso​nyabb e​lekt​ron​ger​jesz​té​si szint​hez tartozó ún. szingulett (elektronjainak eredő spinje 0 → pl. mágneses térben csak egyetlen irányban állhat) alap​állapot (S0), és a vele szom​szédos ún. első gerjesztett szingulett állapot (S1) a leg​fon​to​sabb.

- alapál​lapotban a molekulák az alapállapotú elektronger​jesztési nívó​nak a kör​nyezet hőmérsékletének megfelelő (közönséges hőmérsékleten a leg​alsó) vibrá​ciós szintjein vannak
- foton abszorpci​ójakor (elnyelésekor; az ábrán: a) a molekula elekt​ronel​oszlása fem​toszekundumnyi (fs, 10 -15 s) idő alatt átren​de​ző​dik, a mo​le​kula vala​me​lyik elektrongerjesz​tési álla​potába jut, általában olyan vibrá​ciós szintre, amely a kör​nyezettel nincs ter​mi​kus egyensúlyban (ún. "for​ró" álla​potba kerül)

- az ab​szorp​ciónál lényegesen hosszabb idő alatt, de még mindig rend​kívül gyorsan (piko​sze​kundumok (ps, 10 -12 s) alatt) bekövetkezik az ún. vibrációs relaxá​ció, vagyis a forró molekula és a környezet közti hőcsere, amelynek eredmé​nyeképp a mole​kula az első elektrongerjesz​tési álla​pot​ban a termikus energi​ának megfelelő (a leg​alsó) vibrációs szintre kerül

A gerjesztett állapot általában nem stabil. Több lehetőség kínálkozik az alapállapot​ba történő visszamenetelre, amelyek a molekulától és a kör​nyezetétől függően különböző valószínéséggel következhetnek be.
- az első lehetséges út az ún. sugárzás nél​küli átmenet (az ábrán: s.n.), amelynek révén a gerjesztési energia teljes egészében hővé alakul át
- a másik lehetőség a rend​szerek közti átmenet (az ábrán: i), amelynél a gerjesztési ener​gia részben megőrződik, részben hővé alakul, az energiát átve​vő ak​cep​torrendszer a gerjesztett molekula triplett álla​pota, vagy egy másik mole​kula lehet
- a harmadik lehetőség a  fluoreszcencia  (fény​kibo​csátás; az ábrán: fl)
(Ha a molekula triplett (elektronjainak eredő spinje 1 → pl. mágneses térben 3 irányban állhat) állapotából történik sugárzásos átmenet az alapállapotba, akkor neve foszforeszcencia (az ábrán: foszf). A fluo​resz​cenciát és a fosz​foreszcenciát spektrumuk vagy időbeli lecsengé​sük alap​ján lehet elkü​löníteni. A molekula term​sémájából nyilvánvaló, hogy a fosz​foreszcencia fotonjá​nak energi​ája kisebb, mint a fluoreszcenciáé, vagyis spektruma a hosszabb hullámhosszak felé tolódik. A ger​jesz​tett szingu​lett álla​pot élet​tartama nanoszekun​dumos (ns, 10 -9 s) nagyságren​dű. (Minthogy ez az idő jóval hosszabb a vibrációs relaxációhoz szükséges időnél, a fluoresz​cenciás átmenet gyakorlatilag mindig az első gerjesztett állapot legalsó vibrációs szintjéről indul (Kasha-szabály).) Ezt az élettartamot meg lehet határozni úgy, hogy le​mérjük a fluoreszcen​cia lecsen​gési idejét. A trip​lett álla​pot​ból a szingulett alapál​la​potba történő átmenet tiltott (kis valószí​nűségű), mert a spin átfordu​lásá​val jár együtt. Emi​att a foszfo​resz​cen​cia élettartama lényegesen (legalább 5 - 6 nagy​ság​renddel) hosszabb, mint a flu​oresz​cenciáé. Élő rend​sze​rek​ben is gyakran előfordul, hogy a szingu​lett ger​jesz​tési nívóról valamilyen nem sugárzásos formában elván​dorló ener​gia másutt raktározódik, majd később vissza​​tér az eredeti szin​gu​lett ger​jesz​tési szintre, és flu​oresz​cencia formájá​ban in​nen kisugár​zó​dik, ez a késlel​tetett fluoreszcen​cia (az ábrán: k.fl.).)

A molekuláknak azt a fényemissziója, amelyet a valami​lyen módon (pl. fénnyel való besugárzással) gerjesztett mole​kula a hőmér​sék​leti sugár​zá​son kívül kibo​csát, a lumi​nesz​cen​cia (a fluoreszcencia, a foszfo​resz​cen​cia és a késleltetett fluoreszcencia gyűjtőneve).

A lumi​nesz​káló anyagot hat tu​lajdonsága jel​lemzi, ezek az ún. lumi​nesz​cenciajellemzők: ab​szorp​​ciós-, fluoreszcencia- és foszfo​reszcencia-spekt​​ru​ma, to​vábbá a sugár​zás (kvantum)hatásfoka, polarizáció​foka és élet​tartama.
Ezeket részletezzük az alábbiakban (előadáson: mérésük, alkalmazásaik):
Abszorpciós spektrum
Ha pár​huza​mos fénynyaláb esik valamilyen anyagra, akkor ve​szít intenzi​tá​sából a visszaverő​dés, a szóródás és a közeg elnye​lése mi​att. A kö​vet​kezőkben csak a közeg abszorpciójával foglalkozunk.
- vegyük fel az x koordinátatengelyt a fény haladási irányában,  je​lölje I(x) a fény intenzitását az x helyen!
- a fény ter​jedési irányában kis Δx távolsággal továbbhaladva az itteni  I(x+Δx) intenzitás az abszorpció miatt kisebb I(x) -nél, különbségüket je​lölje ΔI!

- az intenzitás ΔI megváltozása várhatóan egyenesen arányos I ​‑vel és Δx -szel:
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ahol az arányossági tényezőt, amely a tapasztalat szerint az anyagi minőségtől és a hullám​hossz​tól függ, k(λ) -val jelöl​tük, a negatív előjel az intenzitás csökkenése miatt szerepel
- ez a differenciaegyenlet, és a neki megfelelő differenciále​gyenlet igen gyakori a fizikában (a Newton-féle le​hűlési törvénytől a radioaktív bom​lási törvényig), megoldása a hely függvényében exponenciálisan csökkenő fényintenzitás:
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Ez a Lam​bert-törvény.

(Itt az el​nyelő réteg vas​tagsá​gát az eddig használt x helyett a tradíciónak megfelelően l -lel jelöl​tük, I0 a beeső fény intenzitása, e pedig a termé​szetes logaritmus alap​szá​ma.)

- a k(λ) ará​nyos​sági tényező az anyag abszorpciós együttha​tója, számér​tékének reciproka azzal a ré​tegvastag​sággal egyen​lő, amelyen átha​ladva a fény az ere​deti intenzitásának e -ed ré​szére (≈ 37 % -ra) esik, mérték​egy​sége: m-1
- az abszorpciós együttható (széles koncentráció-tartományban) arányos a fényt elnyelő közeg aktív anyagának koncent​rációjával, ezért k(λ) -ból a c koncentráció szeparálható, így a Lambert-törvény alakja oldatok ese​tén:
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Ez az oldatok fényelnyelésére vonatkozó Beer-Lambert-törvény (a tra​dícióhoz híven ebben az e alap helyett 10 -es alap szerepel). Az ε(λ) mennyiség az oldat "molá​ris dekadikus extinkciós koefficiens" –e.

- a két utolsó kifejezésből adódik k(λ) és ε(λ) összefüggése:
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ahol a ln10 ≈ 2,3 faktor az exponenciális tényezők alap​szá​ma​i​nak külön​bö​zősége miatt jelent meg.
Az abszorpciós tör​vény​hez kap​csolódóan még néhány elnevezést érdemes megjegyezni:

- a T transz​misszió:
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(általában % -ban adják meg)
- az optikai denzitás (OD), másnéven extinkció (E):
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Abszorpciós spektrum (ill. abszorpciós színkép): a közeg fényelnyelő ké​pes​ségének (ezt az E, a k(λ), vagy az ε(λ) mennyiségekkel jellemezhetjük) a hullámhossztól való füg​gése (felvétele: spektrofotométerrel - felépítése).

Az ab​szorp​ciós szín​kép (minthogy az ab​szorp​ciós átmenet közönséges hő​mér​sékleteken az alapállapot legalsó vibrációs szintjéről indul) a ger​jesz​tett állapot vibrációs szintrend​szerét tapogatja le. Minthogy az ab​szorp​ciós átmenet a magasabb elekt​rongerjesz​tési szintekre (S2, S3, …) is tör​tén​het, az abszorpciós spektrum​ egymástól elkü​lönült sávokból áll. Az ato​mok spektruma nagyon keskeny (vonalszerű), a molekuláké oldat​ban szé​lesebb, sá​vos szerkezetű.

Alkalmazása: 
- Az ab​szorp​ciós szín​kép jellemző a fényt elnyelő festékre, így alkalmas an​nak a mintában való azonosítására. A Beer-Lambert törvény alapján (vigyázat: NEM LINEÁRIS!) a festék koncentrációja kvantitatív módon meghatározható. E tulajdonságai miatt az abszorpciós spektrum mérésére szolgáló spektrofotométer az orvosi laboratóriumok egyik leggyakrabban használt eszköze, és alapkészülék a gyógyszerkutatásban is.

Fluoreszcencia spektrum
A fluoreszcencia spektrum a (pl. fénnyel történő) ger​jesztés hatására bekö​vetkező fluoreszcencia emisszió intenzi​tásának a hullámhossztól való füg​gése (felvétele: spektrofluoriméterrel - blokksémája, annak egységei).


A fluoresz​cencia (mint említettük) az első gerjesztett szin​gulett ener​gia​ní​vó legalsó vibrá​ciós szintjéről az alap​álla​pot valamelyik vibrációs szint​jé​re való sugár​zásos átmenet során keletke​zik, ezért a fluo​reszcen​cia spekt​ruma az alapál​lapot vibrációs szintrend​szerét reprezen​tálja. A fluo​resz​cen​​cia spektrum ezért általában egyetlen, kevés​sé strukturált sávból [image: image14.jpg]oo ° o °
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7.25 dbra. A FRAP médszer alapja. Az idStengely
feletti hdrom kis dbra annik a feliiletdarabnak (nagy
kor) a pillanatnyi dllapotdt mutatja, amelybd kilépd
fluoreszcencidt (id3fuggését 1d. alul) detektdljuk.



áll, amely (az ener​giaveszteségek miatt) a legnagyobb hullámhosszú abszorp​ciós sáv​hoz képest eltoló​dik a spekt​rum vörös vége felé. Ez a Stokes-féle eltolódás. Mint​hogy egy adott anyag ese​tén az alapállapot vibrációs struktúrája nagyon hasonlít a(z első) ger​jesz​tett állapotéhoz, az abszorp​ciós és a fluoresz​cencia szín​képek tükörszimmetriát mutatnak (7.15 ábra).
Alkalmazásai:

- A fluoreszcencia szín​képe jellemző a mintában lévő fluorofór -ra (flu​oreszkáló festék), így alkalmas annak azonosítására. A fluoreszcencia in​ten​zitása alapján kvantitatív koncentráció-meghatározás végezhető. A módszer érzékenységére jellemző, hogy napjainkban egyetlen fluorofór molekula is kimutatható! A DNS szekvenálása elképzelhetetlen a fluo​reszcencia spektroszkópia nélkül (Human Genom program). Az orvos​biológiai alkalmazásokban és kutatásokban igen jelentős a fluoreszcenciás mikroszkópia szerepe. Az orvosi laboratóriumi vizsgálatokban a fluoreszcencia spektroszkópia az egyik leggyakrabban használt módszer,  a fl. jelöléses tech​ni​ka (első​sor​ban környezetvédelmi és gazdasá​gos​sá​gi okokból) mindinkább kiszorítja a radioaktív jelölési módszereket is.
- A flu​orofórok flu​o​resz​cen​cia spektruma oldatban (a biológiai/orvosi min​​​ták ál​talában ilyenek!) két tényezőtől függhet:

a) az oldószer po​lá​rosságától: ez az ún. általános oldó​szerhatás, oka fizi​kai: oldószer-relaxáció (a fluorofór gerjesztéskor megváltozó elektromos dipólmomentuma miatt megváltozó elektromos térben az oldószer​mole​ku​lák átrendeződnek, ezzel a rendszer energiája csökken, így a fl. sp. a vörös felé tolódik)

b) az oldószer és a fluorofór közti esetleges kémiai reakciótól

Ezen jelenségek alapján a fl. sp. –ból következtetni lehet a biomole​ku​lák​ban (fehérjékben) eleve jelenlévő (“belső”) ill. az azokba mesterségesen beépített (“külső”) fluorofór kör​​nyezetére: annak polárosságára ill. arra, hogy a bio​molekulában a fluorofór helye milyen mértékben hozzá​férhető az oldószer számára.
Foszforeszcencia spekt​rum


Foszforeszcencia az első triplett gerjesztett állapotból a szingu​lett alap​állapotba való sugárzásos át​menet során ke​letkezik. Foszfo​resz​cencia (szobahőmér​sék​leten) általában csak kristályos anyago​kon figyel​hető meg, mivel oldat​ban az ütkö​zések​ kioltják a fosz​fo​reszcenciát. 
A foszforeszcencia spekt​rum a(z általában fénnyel való) gerjesztés ha​tá​sá​ra kibocsátott fosz​fo​resz​cencia intenzitásá​nak a hullámhossztól való füg​gé​​sét ábrá​zolja.
 A foszfo​reszcencia spekt​ruma -hasonlóan a fluoreszcen​ciá​éhoz- kevéssé struk​turált, és általában egyetlen, a fluo​reszcen​cia sávhoz képest a vörös felé eltoló​dott sávból áll.

A lu​mi​neszcencia ha​tásfoka

A (teljes térszögbe kibocsátott) lumineszcencia sugárzás energiája egye​ne​sen ará​nyos a ger​jesz​tő fényből elnyelt ener​giával, az ará​nyossági tényező a lu​mi​neszcencia (energia)ha​tásfoka.

Ha itt az ener​gia helyett az el​nyelt ill. kibocsátott fotonok számát vesszük alapul, ak​kor a lumineszcencia kvantumhatásfokát kapjuk.
 A festékek ha​tásfoka széles tarto​mányban vál​tozhat, jól vilá​gító festé​kek esetén (meghatá​rozott spekt​rumtartományban) megközelítheti a maxi​mális (1 ill. -százalékban kifejezve- 100 %) értéket is. Fluoresz​cenciás jel​zőanyagként használt festékeknél a nagy hatás​fok fontos követelmény.
Alkalmazás:
A fluoreszcencia intenzitását bizonyos anyagok csökkentik, ezek a kioltók (pl. oxigén, jodid). Minthogy jelenlétük a fluorofór közelében a fl. csök​kenése alapján könnyen kimutatható, a fl. kioltás mérése pl. a kötőhelynek a ki​ol​tó számára való hozzáférhetőségéről ad felvilágosítást. A fl. (másik, akceptormolekulához irányuló) Förster-típusú energiatranszfer (FRET) miatti csökkenése pe​dig biomolekulák asszociációs reakcióinak (pl. anti​gén-antitest kötődés), kon​formációs változásainak vizsgálatára alkalmas.
A lumineszcencia polarizációja

- a fény transzverzális (elektromágneses) hullám (azaz az elektromos ill. a mágneses tér​erősség vektora a terjedési irányra merőlegesen rezeg)

(A fényt jellemző vektoron -az ún. "fényvektor" -on- az elek​tromos tér​erősség vektorát értik; a mágneses térerősség vek​​tora erre minden pilla​natban merőleges.)
- a transzverzális hullámok polarizál​ha​tók
- a természetes fény polarizálatlan, vagyis fényvektora a terjedési irányra merőleges sík minden irányában egyformán rezeg; ha viszont ebben a sík​ban van kitüntetett irány (pl. a fényvektor csak egy egyenes mentén re​zeg), akkor a fényt (lineárisan) polarizáltnak nevezzük
- vannak olyan optikai eszközök,  ame​lyek csak az olyan fényt engedik át, amelynek fényvektora egy bizonyos síkban van, ezek a polarizátorok
(ez a sík (az ún. polarizációs sík) a polarizátorhoz rögzített, így a pola​rizátornak a fény terjedési iránya, mint tengely körül való elforgatásával a kí​sér​letező által tetszőlegesen megvá​lasztható)

- a (lineárisan) polarizált fény polarizációjának mértékét (pl.) a polarizáció fokával (P) lehet jellemezni, amelyet a fény pola​rizátoron keresztül történő megfigyelésével határozhatunk meg:
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ahol III annál a polarizátor-állásnál mérhető fényintenzitás, amely a maxi​mális fényintenzitást eredményezi, I┴ pedig az erre merőleges pola​rizátor-állásnál mérhető fényintenzitás.


A fluoreszcen​cia igen gyakran polari​zált. Teljesen rende​zetlen mole​ku​la​halmaz fluoreszcenciája polarizálatlan gerjesz​tés esetén természete​sen po​la​rizálatlan. Ha azonban a gerjesz​tés polarizált, vagy/és a fluoreszkáló mole​kulák a térben orientá​ltak, akkor a fluoreszcencia is polarizálttá válik. A fluo​reszcen​cia polarizáció​fokának mérésé​vel információt kapha​tunk a vizsgált anyag rende​zettségéről, ill. a fluoresz​ká​ló molekulák és környe​zetük köl​csönha​tá​sairól. A rendezett​ség​ről azáltal, hogy az emittált foto​nok polarizációjának irá​nyát a molekula térbeli irányítottsága határozza meg, a köl​csön​hatásokról pedig azért, mert ezek csökkent​he​tik a fluo​resz​cen​cia polari​záltságát. Ilyen depola​rizá​ciós tényező pl. a mo​le​kulák közöt​ti energia​átadás, mivel minden egyes energia​átadási aktus a fluoreszcencia polarizáci​ójának csökke​nését eredménye​zi, vagy a fluorofórok elfordulása a gerjesztés és az emisszió pillanata között a Brown-mozgás (rotációs diffúzió) következtében.
Alkalmazás:
A molekuláris szintű rendezettség meghatározása. A rotációs diffúzió mi​at​ti depolarizáció mérésével a fehérjék lokális (nano- és pikosze​kun​dumos) mozgása (fehérjedinamika, pl. oxigén diffúziója hemoglobin mo​lekulában), a fluorofór környezetének rigiditása (pl. fehérjemolekula bel​sejében), továbbá biomembránok “mikroviszkozitása” vizsgálható.
A lumineszcen​cia élet​tar​ta​ma
- A gerjesztés megszűnte után a lumineszcencia (fluoresz​cencia és foszforeszcencia) intenzitása az idő függvényében gyorsan lecsökken, a lumineszcencia "lecseng". Az intenzitás időbeli lecsengése gyakran expo​nenciális:  I = I0∙ e-t/τ , de ennél sokkal bonyo​lultabb függvényt is követhet.

Ex​po​nen​ciális le​csen​gés esetén a lumineszcen​cia élet​tar​ta​mán azt az időtar​tamot értjük, amely alatt a lumineszcencia in​tenzi​tá​sa a kez​deti érték e -ed ré​szére (≈ 37 %-ára) csökken.

(előadáson: méréséről beszélni!)
Alkalmazás:

A lumineszcen​cia élet​tar​ta​ma, hason​lóan a többi lumineszcencia jel​lem​zőhöz, érzé​keny indiká​tora a molekula belső szerkezeté​nek és a kör​nye​zet​tel való kölcsön​ha​tásainak.
(pl. a klorofill fluo​resz​cenci​ájának élettartama ol​datban 2 ns, azonban fo​to​szinteti​záló memb​ránokhoz kötve ennél nagy​ság​rendekkel rövidebb)
PRIVATE 
2. Az atom- és mole​kula​spekt​ro​szkó​pia kísérleti módszerei és or​vosi/​bio​ló​gi​ai al​kal​ma​zá​saitc  \l 2 "7.2 GYAKORLATI ATOM- ÉS MOLE​KULA​SPEKT​RO​SZKÓ​PIA, OR​VOS​BIO​LÓ​GI​AI AL​KAL​MA​ZÁ​SOK."
PRIVATE 
2.1 Az atomabszorpciós spektrofotometriatc  \l 3 "7.2.1 Atomabszorpciós spektrofotometria"
- az atomok el is tudják nyelni azt a sugárzást, amelyet gerjesztve maguk ki​​bo​csá​tanak, ezt rezo​nancia-abszorpciónak nevezzük
- az elnyelődés mértéke arányos az alapállapotban lévő (így abszorpcióra képes) atomok koncentrá​ciójával, ezért az abszorp​ció mérésével az ato​mok száma meghatároz​ható

- a rezonancia-abszorp​ció hatékony analitikai eszköze a szervezet​ben je​lenlévő nyomelemek kimutatásának és mennyiségi meghatá​rozá​sának

- a mérés alapelve: a mintát atomizálni kell (azaz atomokra kell bontani, hiszen csak ekkor lesz atomi –és ennek következtében keskeny sávú- az abszorpció), majd -rezonanciahullám​hosszú fénynyalábot átengedve rajta- mérni kell az abszorpcióját

-ha a berende​zést előzetesen hitelesítettük (ismert kon​centrációjú minták segítségé​vel), akkor az extinkció értékéből meg lehet hatá​rozni az atomok koncentrá​cióját
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Az atomabszorpciós spektrofotométer felépí​tését a 7.16 ábra mutatja:

- a mód​szer jellegzetes​sége, hogy az atomab​szorp​ciós spekt​rumvo​nal igen keskeny (kb. 0,002 nm), ami rendí​vül szelektívvé teszi, ez a fő előnye

- a pontos és nagy érzé​kenységű mé​rés​ feltéte​lei: a mérő fénnyaláb nagy intenzi​tású legyen, továbbá hul​lám​hossza és spektrális sávszéles​sége (közel) egyez​zen meg az atomab​szorpciós spekt​rumvonalé​val (mivel a minta nem nyeli el az abszorpciós spektrumának hullámhossztartományán kívül eső hullámhosszakat, másrészt a relatív (fo​ton)zaj az intenzitás növelésekor csökken (részletezni!))

- ha ilyen mérő​fény​ ha​lad át a min​tán, akkor azt kizá​róla​g azok az atomok gyengí​tik, amelyek rezonancia hul​lámhossza azo​nos a fényforrás hullám​hosszával
- a monokro​mátorral kombi​nált hagyo​má​nyos (foly​tonos spektrumú) fény​források  nem tudják teljesíteni e feltételeket (indoklás!)

- ideális fény​forrás a kes​kenysávú, hangolható lézer, de magas ára miatt ez kevéssé elterjedt
- általában ún. üregkatód-gerjesztésű lámpákat alkalmaznak, amelyek ka​tódját ugyanazzal az elemmel von​ják be, mint amit vizsgálni kí​vánnak, ez biztosítja a mérőfénnyel szemben támasztott feltételek teljesülését (hiszen így ugyanolyan rendszer emittálja a fényt, mint amely abszorbeálja!)
 A mérőrendszer másik fontos eleme az atomizátor, amely legtöbb​ször speciális geometriájú láng.

- az atomizálás a lángban termikus disszociáció révén jön létre
- az atomos gőzzé alakí​tan​dó anyagot Bernoulli-elven alapuló fúvó​kás, vagy ult​ra​han​gos kivi​telű porlasztó jut​tatja a lángba az égőfejen ke​resztül

- a porlasztó feladata az, hogy a min​taoldatot meg​fe​lelő csepp​mé​retű permetté porlassza, összekeverje a permetet a lángot létreho​zó gázok​kal, és a keveréket az égőfejbe juttassa
- a használható hullámhossztartományt a láng alkalmazása korlátozza, és az, ha a vizsgálatot levegő atmoszférában végzik
- előnyösebb a láng nélküli, ún. elektroter​mikus atomizálás: a mintát üreges gra​fitcsőbe helyezik, amelyet elektromos árammal izzítva a minta (fém) elemei gőz- ill. gáz halmazállapotba, így atomos álla​potba kerülnek

Atomabszorpciós módszerrel minden olyan elem vizsgál​ható, amelynek rezonancia vonala a kb. 190 - 800 nm -es színkép​tar​tományba esik; az összes fém, valamint a félfémek megha​tá​rozhatók ilyen módon.

Az atomabszorpciós spektrofotometria segít​ségével több, mint 20 nyom​elem előfordulását álla​pították meg  az emberi szövetekben, ezek közül 15 esszen​ci​ális. Más elemek közül né​hány (pl. hi​gany, berillium, ólom) alacsony kon​centrá​cióban is toxi​kus, ezek is jól kimutathatók (még nyo​mok​ban is) ezzel a módszerrel. Az atomabszorpciós spekt​rofotometria ezért az e​gész​ségvéde​lem, a környezetvédelem és az élelmiszeripar fontos kísérleti módsze​re.
Az atomabszorpciós spektrofotometria legnagyobb előnyei az érzé​keny​ség és a specifikusság.
- lánggal történő atomizálásnál a ng/ml -es kon​centráció, e​lekt​rotermikus ato​mizálásnál a pg -os mennyiség tipi​kus kimutathatósági értékek

- az atomabszorpciós módszer reprodukálhatósága igen jó, elsősorban  azért, mert az alapállapotú atomok rész​aránya független a lánghő​mér​séklettől
- az emissziós (lángfotometriás) analízissel szemben az atom​abszorpciós spektrofotometria –nagyfokú specifikussága miatt- mentes a diszkrét spekt​rális interferenciától, mivel ha van is olyan elem a mintában, amely az emissziós mono​kromátoron beállított sávszé​lességben emittál, vagyis az emissziós mérést zavarja, az atomabszorpciós vonala (keskenysége miatt) szinte biztosan nem fedi át a vizsgált atomét, tehát  az atomab​szorp​ciós vizsgálatot nem befolyásolja
A láng emisszió​jának a mérésre gyakorolt zavaró befolyását elekt​ronikusan ki lehet küszöbölni úgy, hogy moduláljuk a mérőfényt, és erre a frek​venciára hangolt keskenysávú detektort használunk, amely a vál​tó​áramú (modu​lált) je​lre érzékeny, viszont a nem modulált lánge​misszió egyená​ramú jelére nem. (részletezni!)
PRIVATE 
2.2 Az atomfluoreszcenciás spektrofotometriatc  \l 3 "7.2.2 Atomfluoreszcenciás spektrofotometria"
- kis koncentrációjú anyagokat atomabszorpciós módszer​rel nehéz megha​tározni, mert a kis elnyelődés miatt ilyenkor egy nagy jel (a gyengítetlen mérő​fény által keltett fotoáram) kis változását (amit a minta ab​szorpciója okoz) kell mérni
- ilyen esetekben igen eredmé​nyes​ az atom​fluoreszcenciás spektro​fo​to​metria, amely nem magát az atomi ab​szorp​ciót, hanem az elnyelődés ered​ményeként a lángban keltett re​zonancia fluoreszcencia sugárzást méri
- ebben a teljes mért jel adja az információt, azaz nincs jelen a fentebb említett erős háttérjel, emiatt a kis fluo​resz​cenciajel minden további nélkül felerősíthető, így ha a fluoreszcen​cia hatásfoka nagy, akkor az atom​fluo​resz​cen​cia olyankor is mérhető, amikor az atomab​szorp​ció mérhetet​lenül ki​csiny
- emiatt az atomfluo​resz​cenciás módszer még érzékenyebb, mint az atom​ab​​szorp​ciós
- másik előnye, hogy nem kell hozzá okvetlenül keskenysávú gerjesztő fényforrás (tehát ha nem áll rendel​kezés​re olyan üreges katódú lám​pa, amely a vizsgálandó elemmel van bevonva, akkor monokromátorral kombinált szélessávú fényforrás is használható), mert bár az el nem nyelt fény elvész, de -az atom​ab​​szorp​ciós méréssel ellentétben- az eredményt nem hamisítja meg

- hátránya viszont az atom​ab​​szorp​ciós méréshez képest, hogy (pl. a lángba került folyadékcseppeken és más részecskéken) a fénydetektorba szóródó gerjesztő fény zavarja a mérést

(a legjobb módszer lézerrel keltett mikroplazma időfeloldású mérése, ugyanis ilymódon –időkapuzással (kapuzható képerősítő (MCP) és pl. diódasor kell hozzá)- az eddig ismertetett készülékekénél sokkal jobb jel/háttér viszony érhető el)

PRIVATE 
2.3 A molekuláris abszorpciós spektroszkópiatc  \l 3 "7.2.3 Molekuláris abszorpciós spektroszkópia"
- az ultraibolya és a látható spektrumtartományokban az abszorpciós spekt​rofotometria alapvető fontosságú az orvosi gyakorlatban: ismeretlen anyagok (vegyületek) azonosítása, mennyisé​gük és biológiai aktivitásuk meghatározá​sa, valamint szer​kezetük és környezetükkel való kölcsönha​tásuk feltá​rása
- egysugaras spektrofotométerek (ezeknek nem egyidejűen megjelenő két nagy jel közötti kis különbséget kell kimérniük, ami nem tesz lehetővé pontos méréseket) (részletezni!)
- sokkal előnyösebb a kétsugaras készülék: ez tipikus különbségi mérés, emiatt (minthogy itt a külön mért két nagy jel kivonása helyett direkt módon azok különbségét kell megmérni, így az felerősíthető, kompenzálja az oldószer elnyelését, a lámpa zaját és a detektor driftjét) lényegesen kisebb extinkciót ki lehet vele mérni!
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7.15 dbra. Az abszorpcibs, a fluoreszcencia és a
foszforeszcencia szinképek tipikus alakja, s egymds-
hoz viszonyftott elhelyezkedése.



(a készülék (7.17 áb​ra) részei, műkö​dé​se, a keskenysávú, fázis​ér​zékeny detek​tá​lás mód​ja és előnyei)
Az abszorpciómérés során jelentős mérési hibát okozhat a mérendő oldat optikai denzitásának nem megfelelő beállítása:

- ha nagyon kicsire vá​lasztjuk az oldat koncentrációját (ill. a réteg​vas​tagságot), akkor túl kicsi, így nehezen mérhető lesz az extinkció is
- ha viszont túl nagyra választjuk, akkor túl kicsi lesz az oldaton áthaladó fény intenzitása, emiatt az abszorp​ció újfent csak nagy hibával mérhető

- az extink​ció relatív hibájának 0,43 -as extinkció érték​nél minimuma van, vagyis ekkora extinkciót kell beállítani ahhoz (a gya​korlatban 0,1 és 1,0 közötti érték általában már megfelelő), hogy a mért extinkció-érték relatív bizony​talansága a lehető legkisebb legyen!

→ cél​szerű tehát (az oldat koncentrá​ciójá​nak vagy/és a kü​vetta vas​tagsá​gának változta​tásával) az oldat abszorpcióját a fenti értékűre beál​lí​ta​ni
- az oldatok extinkciója (vigyázat, a transzmissziója NEM!) a Beer-Lam​bert törvény szerint egyenesen arányos a koncentrációval, azaz a kalibráci​ós görbe egye​nes, segítségével a kon​centráció könnyen kiszámítható
A Beer-Lambert-törvény azonban csak akkor érvényes szigorúan, ha a kö​vetkező feltételek teljesülnek:

1) a mérőfény monokromatikus (hiszen az extinkció hullámhosszfüg​gő, másrészt egyéb abszorbeáló anyagok is belemérhetők különben)
2) az oldat híg (a festékmolekulák kölcsönhatásai elhanyagolhatók)
3) az oldat kémiailag egynemű (nem keverék; ld. az 1) pont alatt)
4) az oldószer és az oldott anyag közti kölcsönhatás nem módo​sítja azok abszorpciós tulajdonságait (referencia kérdé​se)
5) a minta nem szórja a mérőfényt és nem fluo​reszkál (az e​lőb​bi látszó​la​gos extinkció-növekedést, az utóbbi (amely a monokromátor min​ta után helyezésével megelőzhető) látszólagos csökkenést eredményez)
A fényszórás igen gyakran hibát okoz. A szórás miatt csökken a detek​torba jutó fény, ezért a fényt szóró mintákon a valóságos​nál nagyobb (látszó​lagos) extinkció mé​rhető. A valódi (szórás nélküli) abszorpci​ós spekt​rumhoz képest ilyenkor a színkép mege​mel​kedik (7.18 ábra). Bio​lógiai minták (pl. sejtszusz​penziók, vér) esetén a fényszórás általában igen je​len​tős , ezért korrekciója ilyenkor különösen fontos.

A korrekció lehetőségei:

- a készülék közeli mintahelyzetbe állí​tásá​val (ilyenkor a detektor nagy térszögből gyűjti a fényt, így a szórt fény jelentős része bejut a detektorba - integráló gömbbel (működése; a fenti magyarázat erre is vonatkozik!)
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7.16 dbra. Atomabszorpciés spektrofotométer elvi felépitése.



- az abszorpciós spektrum vörös végénél mérhető látszólagos abszorp​ció​ból: a festékek abszorpciós spektrumának hosszúhullámú végén a valódi fényelnyelés általában zérus (mert a fo​ton energiája a fes​ték​molekula ger​jesztéséhez nem elegendő), ha mégis mérünk itt szignifikáns extinkciót, az általában a fényszórás következmé​nye. A fényszórás itt meg​határo​zott érté​ké​ből bármely hullámhossznál kiszá​mít​hatjuk a szó​rást (7.18 ábra), hi​szen tudjuk, hogy a Ray​leigh-szó​rás a hullám​hossz ne​gyedik hat​vá​nyával fordítot​tan arányos (ügyelni kell arra, hogy az abszorpció skálája loga​ritmikus, ezért a szórást is ugyanúgy kell transzformálni!). Ezt a szó​rásnak tulaj​donítható alap​vonalat (amely -a Ray​leigh-szórás hullám​hossz​füg​gésé​nek megfelelően-​ nem egye​nes, hanem a spektrum kék vége felé emel​kedik) ezután le kell vonni a mért spektrumból.


Az abszorpciós spektrofotometria hatékonyságát jól mutatja, hogy igen érzékenyen jelzi a hemoglobin oxidációs állapotának változásait. A hemoglobin oxigenált és dezoxigenált formáinak spekt​ruma nagyon [image: image18.jpg]FORGO
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7.17 dbra. Kétsugaras abszorpciés spektrofotométer felépitése.



különbözik egymás​tól (7.19 ábra). Míg az oxi​hemo​globinnak két ab​szorpciós maximuma van (540 és 578 nm -nél), addig a dezoxihemo​glo​binnak csak egy széles sávja van, 556 nm körül. 
A PRIVATE 
fotodinamikus terápia (FDT)tc  \l 4 "Fotodinamikus terápia /FDT/"
- a fotodinamikus terápia a rákkezelés egyik ígéretes módszere, amely több előnyös tulajdonsággal bír (pl. a sebészeti beavatkozásnál kevésbé inva​zív, nagyon pontosan irányítható, a besugárzásos kezeléstől eltérően ugyan​azon a helyen megismételhető)

- a terápia a fotodinamikus hatáson alapul: a megfestett élő sejtek és szövetek megvilágítás hatására károsodást szen​vednek
- a fotodinamikus reakció fotoszenzibilizált reakció
- mivel a sejtalkotók általában nem képesek a fény abszorpciójá​ra, a festék (fotoszenzibilizátor) nyeli el a gerjesztő fényt (a módszer itt kapcsolódik a fényabszorpcióhoz!), és ezzel elindítja a fotodinamikus reakciót
- a festék a folya​matban nem roncsolódik, csak katalizátorként szerepel
- a foto​dinamikus hatás akciós színképe a festék abszorpciós színképé​vel együtt változik
- az FDT hatásmechanizmusa: a fény elnyelése következtében gerjesztett állapotba kerülő festék az elnyelt ener​gia felhasználásával szingulett állapotú oxigént (a mole​kulá​ris oxi​gén nagyon aktív származéka)  állít elő, ame​lyet környe​zetének (szubsztrátjának) könnyen átadhat, a sejtalkotók az oxidáció révén roncsolódnak, eközben a festék visszakerül alapálla​po​tába
- ezt az általános elképze​lést erő​sítik meg azok az oxigénelektróddal végzett mérések is, ame​lyek iga​zol​ták, hogy a foto​dinamikus hatás elin​dításához mole​kuláris oxigén jelenléte szüksé​ges
A klinikai gyakorlatban legelterjedtebben hematoporfirin származékokat használnak fotoszenzibilizátorként, amelyeket intravénásan adnak be, a befecskendezés után néhány órával a porfirin vörös fluoreszcenciája már jól detektálható. A fluo​reszcencia-intenzitás eloszlása általában nem egyenletes: a daganatos sej​tekben nagyobb, környezetük egészséges szö​ve​teiben kisebb flu​o​reszcencia mérhető. A rákos daganatokban a porfiri​nek fel​halmozódása négy-ötszörös is lehet az egészséges szövetek​ben megfigyelthez képest.
A tumorsejtek fotodinamikus terápia általi preferenciális roncsolásának pontos mechanizmusa ma még felderítetlen, de va​lószínűleg több hatás együttes eredménye. A köz​vet​len roncsoló hatás az intracelluláris foto​szenzibili​zátor​nak a burjánzó sejtekben való szelektív felhal​mozódásá​val, és annak fotoaktiválásával van összefüggés​ben (ld. fen​tebb). Ez azonban valószínűleg csak másodlagos jelentőségű a közvetett okok mellett, ame​lyek a hajszálerek endo​the​liumá​nak roncsoló​dását, a tumor-mikrocir​ku​láció gátlását, és az ezek kö​vetkez​té​ben fellépő súlyos oxigénhiányt foglalják magukban. Mindezek együttesen (de külön-külön is) a tumor​sejtek pusztu​lá​sát ered​ményezik.
PRIVATE 
2.4 A molekuláris fluoreszcencia spektroszkópia
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Különböző méretű CdS “kvantumpontok” fluo​resz​cen​ciája
-a molekuláris fluoreszcencia spektro​szkó​pia a biológiai és orvosi kuta​tá​sok és a klinikai diagnosztika alapvető módszerévé vált (a zölden fluo​resz​káló fehérje (ld. alább) az utóbbi évtizedek legnagyobb hatású biológiai fel​fedezése!), mérőkészüléke, a (spektro)fluoriméter az egyik legfonto​sabb kutatá​si/diag​nosz​ti​kai nagy​mű​​szer (bioérzékelés, DNS-szekvenálás)
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7.19 dbra. A hemoglobin oxigendlt

(szaggatott vonal) és dezoxigendlt

(folytonos vonal) formdinak abszorp-

ciés szinképe.



- a fluoriméter felépítése (ld. ábra)
(derékszögű geometria, részei, szere​pük, elvárt tulajdonsága​ik, a fl. fény egyes fotonjainak detek​tál​ható​sá​ga, fo​​tonszámlálás)
Alkalmazásai:
a) Rutin klinikai diagnosztika

- a fl. technika rendkívül érzékeny (1 ng/ml) (a Duna eredete…)
- mintaelőkészítés (fl. szennyeződések és kioltók eltávolítása, nem abszor​beáló oldószer)
- UV –ben (kb. 320 nm alatt) kvarc​kü​vettát kell használni

- Ifl. ~ c csak híg oldatok esetén áll fenn (ui. Ifl. ~ elnyelt fény; ez viszont (ld. Beer-L. törv.) csak kis c –kre lineáris)
b) Immunofluoreszcencia
(pl. igazságügyi orvostan, környezetvédelem (környezetszennyezés kimu​tatása))

immunreakció: antigén (pl. gyógyszer, méreg) → antitestek képződnek
(Az anti​tes​tek glükopro​teinek, amelyeket a plaz​masejtek ké​pez​nek. Az antiszérumot (antiteste​ket) állatok​ból (nyúlból, pat​kányból, egérből), im​mu​ni​zálással (anti​gén adásá​val) nyerhetjük, az immunválasz 5-7 nap után fejlődik ki, ek​kor megemelkedik az állat plazmájának antitest-szintje.) 
Kérdés: mennyi antigén van a mintában/szervezetben?

(hasonlat: hány hal van a halastóban?)
kompetitív módszer
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- az immunofluoreszcenciás mód​szer alapja: a fluoreszcenciásan jelzett antigén antitesthez való kö​tődése a fluoreszcenciája alapján de​tektálható (ld. 7.21 ábra)
- az ismeretlen mennyiségű anti​gént tar​tal​mazó mintá​hoz ismert mennyiségű, fluoreszcens festék​kel megje​lölt anti​gént, valamint -jó​val kisebb koncentrációban- an​ti​​testeket adunk (a fe​hér​jéket gyakran FITC (fluo​resz​cein-izo​tiocianát)
flu​o​ro​fórral jelölik):
 cAT << cAG
- mindkét (jelölt ill. jelöletlen) antigén kötődhet az antitestekhez → ver​senyeznek az antitestek kötőhelyeiért → koncentrációikkal arányos mennyiségben kötődnek be
- kimossuk az antitestekhez nem kötődött antigéneket

- a fl. intenzitásából következtethetünk a (jelöletlen) antigén mennyiségé​re!
- hitelesítési görbe ismert koncentrációjú antigénnel → kvantitatív!

- az immiunofluoreszcenciás módszer előnyei:


- gyors


- igen érzékeny


- a radioimmunológiás (su​gár​ve​szély!) módszerhez képest veszély-


telen, a környezetet nem szennyezi

- jól automatizálható

hátránya:


- adott antigénre (gyógyszerre) nem teljesen specifikus → kiegészítő vizsgálatok szükségesek, különösen az igazságügyi orvosszakértői gyakor​latban
c) Véredények és onkológiai elváltozások fluoreszcenciás vizsgálata 

- a vér ill. a véredények falai nem fluoreszkálnak

- de ha savas fluoresz​cen​ciás festéket fecskendezünk a véráramba, akkor a véredények látha​tóvá tehetők a jelző festék (marker) fluoreszcenciájának meg​figyelésével
- a koszorúerek angiográ​fiás vizsgá​lata, egyéb véredények
- a fluoreszcenciás jelzés tech​nikáját alkalmazzák az onkológiában is a tumorok fel​isme​résére, sőt a tumor méretére is lehet következtetni a

 dagana​t vaszkulá​ris vér​ellátásának nyomonkövetéséből
d) Fluoreszcencia-aktivált sejtanalízis és -szeparálás (áramlási citometria)
(fluorescence-activated cell analysis and sorting, FACS; flow cytometry)
- eddig említett fluorimetriás sejtvizsgála​tok (és szinte minden másfajta mérés is): csak a popu​láció egészé​re jel​lem​ző, átlagos (fluoreszcen​cia-) paraméte​rek (spekt​rum, élettartam stb.) és az azoknak megfelelő orvosbio​lógiai jellemző meg​ál​lapítására alkalma​sak
- a sejtpo​pulációk azonban többnyire heterogének, azaz az egyes sejtek bio​ké​miai és fizikai paraméte​rei általá​ban különböznek egymástól!

- a FACS képes kezelni ezt a problémát: a minta minden egyes sejtjén, egyenként meg tudja határozni a fluoreszcencia paramétereit!


→ hisztogram

→ szeparálás (a kiválasztott tulajdonság(ok) alapján)

- a folyadékban szusz​pendált he​te​ro​gén sejtpopulációt egyedi sejtekre bont​va veze​tik a vizs​gáló ​térbe, ahol egyidejűleg több paramétert mérnek, és erre alapozzák az analízist, valamint a sejtek szét​váloga​tását
- ilyen vizsgálati jellemző lehet az egyedi sejtek fluo​reszcen​cia inten​zitása, spektruma vagy polarizációfoka, a gerjesz​tő fény szórása, stb.

A berendezés (7.22 ábra):
- a vizsgálandó sejtek analízise ill. osz​tályozása a sejtekhez kívülről adott jelzőanyag fluo​resz​cenciája, vagy a sejtek sa​ját fl.-ja alapján történik

- a vizs​gá​landó sejte​ket tar​tal​mazó szuszpenziót fú​vó​kába vezet​jük
- az abból kilépő vé​kony folya​dék​sugár egy dara​big még együtt marad, az​u​tán apró csep​pekre bom​lik, ame​lyekben már csak egy-egy sej​t van
- a reprodu​kálható csepp​képző​dést a fúvóka nagy​frek​ven​ciás rázá​sával
 segítik elő
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(Annak érdeké​ben, hogy egy cseppben csak elhanyagolható valószínűség​gel le​hessen egynél több sejt (ez hibát okozna!), a cseppképzés kö​rül​ményeit úgy vá​lasztják meg, hogy a cseppeknek csupán pár százaléka tartal​mazzon sejtet.)
- mielőtt a folyadéksugár cseppekre esne (ekkor ugyanis az optikai mé​ré​sekhez sokkal ked​vezőbbek a feltételek, mint a kis cseppek esetén), inten​zív (lézer)​sugár​ral ol​dalról megvilá​gítjuk (gerjesztjük)

- az így gerjesztett fluo​resz​​cenciát és a sejtek által szórt fényt foto​mul​tiplie​rek detektálják
- min​den sejt egye​di​leg jelle​mezhe​tő (a sejt alak​jától és mére​tétől függő) fény​szórás és a fluo​reszcen​cia in​tenzi​tás (esetleg: a polarizáció foka) értékével
- a jelfeldolgo​zó áramkö​rök minden egyes sejt ilyen para​métereit tárolják, egyidejűleg vezérlő jelet küldenek a szeparáló egy​​ségnek
- a folyadéksugárról való leszakadá​suk előtti pillanat​ban a cseppeket a sze​pa​ráló egység a sejten mért paraméterek értékei​től füg​gő mértékben elektromosan feltölti
- a cseppeket az eltérítő lemezek közti elektrosztatikus tér eltéríti, így azok (a bennük fog​lalt sejtekkel együtt) töltésük (vagyis a sejt para​métereinek értékei) szerint más-más e​dénybe esnek (pl. ha a sejt inten​zív fluo​resz​cen​ciát mutat, akkor az elté​rítő lemez​pár a jobbol​dali edénybe, alacsony fluoreszcen​cia​szint esetén pedig a balol​dali edénybe téríti)
- az analízis ill. a szétválogatás sebessége meglehetősen nagy ≈ 104 sejt/s

Alkalmazása nagyon elterjedt az alábbi terü​leteken: 

- rákos sejtek analízise és elkülönítése
- gyógyszerek hatásának vizsgálata sejtkultúrákon
- kromoszóma-vizsgálatok
- sejten belüli enzimaktivitás, antitest-antigén kötődés, lek​tinkötő​ké​pes​ség, DNS ill. RNS -tartalom mérése, stb.
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- napjainkban akár a fluoreszcencia élettartam alap​ján is végezhe​tő (elő​nyei, a mérés komp​lexitása, τ​‑mé​rés μs -ok alatt a frek​ven​cia​tar​tomány​ban)! 
→ a FACS az iparilag fej​lett országokban a kórházak alap​fel​sze​relését képezi!

Példa: (7.23 ábra)

- a DNS -be inter​kalálódó fl. festék flu​oreszc. intenzi​tása ará​nyos a sejt​ben lévő DNS mennyiségével

- a hisztogramról láthatóan 3 alpo​pu​lá​​ció különít​he​tő el a sejtek DNS tartalma (mennyi​sé​ge) a​lap​ján: nor​mális, 2x ill. 4x DNS mennyi​sé​gű​ek; utóbbiak a rákosak (osztód​nak)

 → analizál​ha​tók a normális és rá​kos sejtek

- sőt  a rákos sej​tek el is vá​laszt​ha​tók az egészsé​ge​sek​​től → rák​ku​tatás, tumor​di​ag​nosztika

e) A fehérjék fluoreszcenciás vizsgálata

[image: image23.png]Lamp

M1E

N
e

Sample

M2

PMT|




- a fehérjéket felépítő amino​sa​vak közül három aromás ami​nosav​, a fenilalanin, a tirozin és a triptofán UV gerjesztés ha​tá​sá​ra fluoreszcen​ciára képes (7.24 áb​ra), emiatt a fehér​jék igen gyenge saját (másnéven: bel​​ső) flu​o​resz​cenciát mu​tat​nak az ultraibolya spektrum​tar​tományban
- a szabad tirozin és a trip​tofán fluoresz​cen​ciájának kvan​tum​ha​tás​foka köze​lítőleg azonos (0,12), ezzel szem​ben a fenil​alaniné csak pár szá​zalék​nyi, és ab​szorp​ciós e​gyütthatója is jóval kisebb, mint a másik kettőé → a fe​hérjék belső fluo​resz​cenciájában a ti​rozin és triptofán rezi​duu​mok domi​nálnak
A megfigyelhető fluoreszcen​cia jellem​zőit a fluoreszkáló aminosav mik​ro​‑

kör​nye​zetével való kölcsön​hatásai módosítják! Ez lehetővé teszi, hogy a fehérjékről sokféle lényeges információt szerezzünk különböző fluo​reszcenciás módszerekkel:
- Tyr → Trp energiatranszfer mérhető: FRET (fluoreszcencia (Förster-típusú) rezonanciás energiatranszfer) vizsgálható, ha átfedés van a donor emissziós- és az akceptor abszorpciós spektruma között (külső fluorofórral is!)! (R-6 -os távol​ságfüggés, 10 nm -es távolságok mérésére alkalmas → konformációs (sőt, ha a fl. kinetika feloldható, konf. eloszlási)) vizsgálatok, kötő​dés​vizsgálatok

- de általában a másik fluorofór zavar → single Tyr ill. Trp jelenléte kívánatos!

- fl. kioltási vizsgálatok (pl. O2, akrilamid kioltó): hozzáférhető-e a fehérje
 a kioltó számára (vizes fázis)?

- a fluorofór rotációs diffúziója (az elfordulását gátló tényezők!) vizs​gálható a fl. polarizációjának időfüggése alapján (ugyanez ütközéses ki​oltó diffúziójából is!)

→ fehérjedinamika! (ps -os lokális fehérjemozgások (rövid impul​zusok kellenek: lézerek!), korrelációjuk a lassú konformációválto​zá​sok​kal, számítógépes molekuladinamikai szimuláci​ók) (a hemoglobin nem tudná elég rövid idő alatt felvenni/leadni az oxigént, ha statikus (ld. rönt​genkrisztallográfia!) lenne a szerkezete)
Külső, a fehérjékhez kötődő fluoreszcens jelzőanyagok be​vezetése az alkalmazás lehetőségeit számottevően kibővítet​te!
f) Membándinamika
- mikroviszkozitás mérése: pálca alakú festékkel (DPH) - elv; stacionárius mérések: hitelesítés ásványi olajokkal (ezek izotróp közegek!) → jelentős, reális eredmények (a koleszterol növeli, a telítetlen zsírsavak arányának növelése csökkenti a mikroviszkozitást, a tumorsej​tek membránja flu​i​dabb)
- azon​ban a fejlettebb technikát alkalmazó, időfeloldású mérések kimu​tatták (részletezni: korlátozott forgás!): nem teljesül a stacionárius mé​ré​sek kiér​tékelésénél tett feltevés, a fluorofór mozgása a membránban való​jában nem izotróp! → r∞, rendparaméter (→ az időfeloldású mérések a stacionárius gerjesztésű kísérleteknél sokkal több információt szol​gál​tat​nak!)
g) A nukleinsavak fluoreszcenciás vizsgálata

- a nukleinsavak belső fluoreszcenciája nagyon gyenge, ezért csak alkal​mas külső festék felhasználásával végez​hetők rajtuk fluo​resz​cenciás vizs​gá​latok
- a legelterjedtebben az ún. interkalálódó festékeket (pl. etidium-bromid, propidium-jodid) használják, amelyek a nuk​leinsavak kettős hélixének nagyobb réseibe nemkovalens módon bekötődhetnek
- a kötődéskor fluoreszcenciájuk kvantum​hatás​foka legtöbbször igen jelentősen megemelkedik, pl. vizes oldat​ban az etidium-bromid fluoresz​cenciájának kvantumhatásfoka csu​pán 5 %, ami közel 100 %-ra emel​ke​dik, ha a festék nukle​insav kettős helikális szerkezetébe interkalálódik
→ emi​att a nem kötött festék fluoreszcenciája gyakorlatilag nem zavaró, e festékeket széles körben használják nukleinsavak mennyiségi méré​sére, ill. a kettőshélix-tartalom megállapí​tására
- összetettebb fluoreszcenciás analízissel (pl. az egyes csoportok közötti elektrongerjesztési energia átadásának méré​sével) a nukleinsavak (pl. a DNS) struktúrájának dinamikus int​ra- és extracelluláris változásaira is lehet következtet​ni!
h) A FRAP módszer

- fotodekompozíciót követő fluoreszcencia intenzitás re​ge​nerá​lódásának ("fluorescence recovery after photo​bleach​ing", FRAP) mérésével a memb​rá​nokban végbemenő laterális diffúzió nyomonkövethető!
- az élő sejt membránjába a molekulák nem ágya​zódnak be sta​tikusan, hanem állandó mozgásban vannak (forognak, és önma​guk​kal párhuza​mosan el is moz​dulnak); a membrán síkjában tör​ténő (la​te​rális) mozgásaik ezzel az egyre inkább elterjedő fluo​resz​cen​ciás techni​kával vizsgálhatók
- a módszer lényege: hogy a re​​ceptor ligandokat, vagy az egyéb vizs​gálni kí​vánt memb​ránkomponenseket flu​oresz​káló fes​ték​kel megjelölik, majd pillanatszerűen meg​zavarják eredetileg egyen​letes elosz​lá​sukat
- a termodina​mika II. főté​tele ér​telmében a magára hagyott rendszer (a diffúzió révén) visszatér az egyen​súlyi eloszláshoz, ezt a folyamatot vizs​gál​ják az idő függvé​nyé​ben
- a fluoreszcen​ciás mikrosz​kóp lá​tó​teré​ben lévő, e​gyetlen ki​választott sejt felü​leté​n a festékmolekulák eredetileg e​gyenletesen oszlanak el (ld. a 7.25 áb​rán az időtengely negatív része fe​letti kis ábrát; a fluoreszcenciára képes festék​mole​kulákat üres körök jelzik)
- a felület egy ki​csiny da​rab​ját (nagy kör jelöli az ábrán) a mérés kez​dete​kor (t = 0) rö​vid, in​tenzív lé​zer​impul​zus​sal vi​lágít​ják meg, ami a re​ceptor li​​gan​dot je​lölő fényér​zé​keny fluo​rofór molekulá​kat elron​csol​ja, ez​​ál​tal flu​o​reszcen​ci​ájukat ki​olt​ja (a ki​fakított fes​tékmo​lekulá​kat be​feketí​tett kis kö​rök je​lö​lik az áb​rán)
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- a ki​fa​​kítás után a meg​vi​lágító lézer​fény in​tenzitá​sát azonnal le​csökken​tik annyira, hogy to​vábbi fo​to​de​kom​po​zíció már ne lép​hes​sen fel, u​gyanakkor az el nem roncsolt festékmole​ku​lákat még jól mér​he​tő fluoreszcenci​ára tudja ger​jesz​teni
- a lézerimpul​zussal kezdetben ki​fakított felület​da​rab fluoresz​cenciájá​nak intenzitását mérjük az idő függvé​nyé​ben (grafikon a 7.25 ábra alsó ré​szén): a kifakítás pilla​natá​ban minimá​lis értékre visszaesett fluo​reszcen​cia inten​zi​tása az idő​ben növek​szik, amint a kivá​lasz​tott területre a kör​nye​zet​ből foto​dekom​pozí​ciót nem szen​ve​dett, fluoreszkáló festék​kel jel​zett ligan​dok diffundál​nak
- fluoreszcencia intenzitá​sának időbeli vál​tozá​sából meghatározhatók a laterá​lis diffú​ziós együtt​ha​tók!
A FRAP vizsgálatokból különösen a fehérjekomponensek la​terális mozgá​sá​ról állapítottak meg érdekes részleteket:
- a membránokban a fehérjék diffúziós állandói két-három nagyság​renddel kisebbek, mint a lipideké
- kiderült, hogy az egyes fehér​jék sem azonos módon viselkednek, mert je​len​té​keny hánya​duk nem mobilis (ezek fluoreszcenciája soha nem rege​nerálódik telje​sen)
(A membránfehérjék lassú laterális diffúziójának két oka is van:

1) A memb​rán nagy ellen​állást fejt ki a fehérjék diffúziójával szemben; a ko​leszterol és a telített foszfolipidek növelik a membrán "mik​roviszkozi​tását".

2) A membrán komponensei dinamikus módon kapcsolódnak a citoszkeletális rendszer elemeihez. Noha a memb​rán-glikoprote​inek ön​ma​gukban viszonylag gyor​san mozog​hatnak, dif​fúzió​juk sebessé​gét a cito​szkeletális struk​túrához való kötődésük ("kihor​gonyzá​suk") határozza meg.)
i) A zölden fluoreszkáló fehérje

- a fehérjéket felépítő aminosavak nem nyelik el a látható szín​kép​tar​to​má​nyú fényt → a fehérjék általában színtelenek (a zölden fluo​resz​káló fe​hérje felfedezéséig általános volt a hiedelem, hogy egy fehérjét csak a hoz​zá kapcsolódó festék -pl. a zöld növényeket a klorofill- te​het színes​sé) → egy adott fe​hér​je jelenlétét nagyon nehéz (vi​zu​álisan) kimutatni (→ a mikroszkó​pi​á​ban a mintát gyakran festeni kell, pl. fluoreszkáló festékkel)

- e problémát oldotta meg a „zölden fluoreszkáló fehérje” (green fluo​rescent protein, GFP) felfedezése (1962-ben izolálták egy me​dú​zá​​ból, de a molekuláris biológia csak ’90-es évektől alkalmazza), a​mely​nek az UV ill. kék ger​jesz​tő fény hatására emittált inten​zív zöld fluoreszcenciája magából a fehérjéből (és nem hozzáadott festéktől) származik

- a GFP kromofórja a benne lévő Ser65-Tyr66-Gly67 aminosav szekven​cia, amely más fehérjében nem fluoreszkál, de a GFP speciális tér​szer​ke​zete lehetővé teszi, hogy -spontán ciklizáció (oldalláncok gyű​rű​​vé záródása) és oxidáció eredményeképpen- kromofórként visel​ked​jen

- a GFP „jelzőfehérje” szintézisét kódoló gént a vizsgálandó (e jelölés nélkül a többi fehérjétől megkülönböztethetetlen!) fehérje génjéhez kap​csol​va juttatják be a kísérleti állatokba, ame​lyek​ben az össze​kapcsolt gének által kódolt fehérjék együtt maradnak, így láthatóvá válik, hol jelenik meg a szervezetben a vizsgált fehérje, és mi történik vele; míg egy külső jelzőfesték pl. sejtosztódáskor a legjobb esetben is ki​hí​gul, addig a GFP nem fogy el, mert szintézise tovább öröklődik!
- a GFP az egyetlen fluoreszkáló (sőt az egyetlen színes) fehérje, amely ge​netikai manipu​lációval átvihető más sejtekbe, szövetekbe, szervekbe és szervezetek​be, ahol fluoreszkáló fehérjeként  kifejező​dik (a fluoresz​cen​cia révén akár a diffrakciós limitet meghaladó feloldású kép is ké​szít​hető!)
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- a később felfedezett ha​sonló, de más-más szín​ben fluoreszkáló fehér​​jék már le​fe​​dik a teljes lát​ható spektrumot, így már bonyolultabb bioló​giai szer​ve​ze​​tek/fo​lya​ma​​tok komplex vizs​gá​la​tára is lehetősé​get nyúj​tanak!
- míg a GFP fel​fe​dezését meg​előzően szinte minden (mikro​szkó​pos) vizsgálat post mortem tör​tént (citológia), hiszen ezekhez prepa​rált, mér​ge​ző vegyüle​tek​kel fes​tett sejtekre volt szükség, addig a GFP lehetővé tette az élő sejtek, szervezetek folyamatainak kutatását térben és időben (fejlődés, anyagcsere, pl. génexpresszió, fehérje lokalizáció és dinamika, fehérje​‑fe​hérje kölcsönhatások, sejtosztódás, kromoszóma replikáció és szerve​ző​dés, intracelluláris transzport‑​útvonalak, az ideg​​sejtek fej​lő​dé​se és ván​dor​​lása az agy​ban, áttétet képező tumor​sejtek szóródása a szer​ve​zet​​ben; a különbség akkora, mint az orvosi képalkotó eljárások és a „hi​deg​​sebé​szet” között...)
 - ez az oka annak, hogy a GFP rendkívüli jelentőségűvé vált a mole​ku​láris biológia (gene​tika) és a biotechnológia területén (így a gyógy​szer​ku​tatásban is); az utóbbi évtizedek felfedezései közül a GFP gya​korolta a legna​gyobb hatást a biológiai kísérletek kivitelezésére és ér​tel​mezésére (>20.000 publikáció; kémiai Nobel-díj, 2008.: O. Shimo​mura, M. Chalfie és R.Y. Tsien)

Példa a GFP alkalmazására a gyógyszerkutatásban:
Az Alzheimer-kór Aβ42 peptidje toxikus multiméreket képez, amelyeknek kulcs​szerepe van az Alzheimer-kór kifejlődésében. Azok a vegyületek, amelyek gá​tolják ezt az aggregációt, az Alzheimer-kór gyógyszerei lehetnek. Lehetséges, hogy van is ilyen a már szintetizált vegyü​letek között, azonban ezek kiválasztása a vegyület​tárakból igen költség- és időigényes. Nagy átbocsátó képességű szűré​si módszert ad erre a GFP -t kódoló génnek az Aβ42 génjéhez való kapcsolása: gátolt aggregá​ció esetén az Aβ42 natív térszerkezetét veszi fel, amit a GFP fluo​resz​cen​ciája jelez, míg gátlás hiányában az Aβ42 aggregációja, és a gyorsan kia​la​kuló hibás tér​szer​ke​zet miatt fluoreszcencia nem észlelhető.
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7.23 dbra. Egér karcinoma sejtek DNS-tartalmdnak
hisztogramja fluoreszcencia-aktivélt sejtanalizdtorral
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GFP és RFP (DsRED) génjének kifejeződése a bőrben

        RFP (DsRED) génjének kifejező‑

        dése egér agytumorjában
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7.24 dbra. A fluoreszkiléaminosavak fluoreszcencia
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Milliméteres méretű fonálféreg (Caenorhabditis

     Mellrák sejtek (DsRED) és az azokat tápláló
     
elegans) érintésreceptor neuronjai (GFP)

     véredények (GFP) e képe alapján két ráksejt-
     szóródást elősegítő fehérjét fedeztek fel
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Élő (!) egerek agyi neuronjainak gyengén kifejeződő GFP (a) ill. erősen kifejeződő YFP (b) fluo​resz​cen​ciája által kirajzolt képe; a fotó a koponyába ágyazott üvegablakon keresztül készült
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Három, különböző színű  fehérje fluo​reszcenciája teszi láthatóvá az egyes neuronokat egy egér agyának sűrű i​deghálózatában.

A képre pillantva alig hihető, hogy preparált állapotban az agy e részének külső rétege szürke, in​nen kapta nevét is: szürkeállomány.  
Ilyen színes felvételek segítségével várhatóan feltérképezhető az agy ideghálózata. Az agy „kapcsolási rajz” –ának megismerése segítségül szol​gálhatna a neurodegeneratív beteg​ségek (pl. az Altzheimer- és a Parkinson-kór) esetében talált „hu​zalozási” hibák felderítésében.
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Az agytörzs konfokális mikroszkópos képén
     Az egyes szülőktől örökölt idegsejtek különböző színű
jól látszik a hallópálya axonjainak csőszerű
     festése felfedheti, hogyan rendeződnek hálózatba az 
szerkezete, és kéz formájú szinapszisaik más
     agy neuronjai 
(esetünkben jelöletlen) neuronokkal
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