LUMINESZCENCIA

* Molekula energidja

LUM]NESZCENC[A * Spindllapotok

* Lumineszcencia tipusai

ALAPOK, TU LAJDONSAGOK

* Lumineszcencia dtmenetei

* A lumineszcencia paraméterei

* A lumineszcencia mérése

e Polarizaci6, anizotrépia

e Alkalmazdsok, néhdny specialitds

ATOMSZERKEZET MOLEKULASZERKEZET

A testek a hdmérsékleti sugarzason feliil képesek fényt kibocsatani - lumineszcencia

Molekula: kovalens ko6téssel
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MOLEKULA ENERGIAJA

Born-Oppenheimer - kozelités:

Etotal — Ee + Ev +Er

Max Born J. Robert Oppenheimer
(1882-1970) (1904-1967)

Fontos megjegyzések:

Energia dllapotok egymdstol fiiggetlenek (csatolds elhanyagolhato)
Allapotok energianivéi kvantéltak

Atmenetek energia “csomag” elnyelésével / kibocsatdsaval jarnak
Energiaszintek kozotti kiilonbségek nagysagrendje kiilonbozik:
~100x ~100x

E. > E, > E,

~3x1019] (~2eV) > ~3x1021] > ~3x1023]

ENERGIA ALLAPOTOK
ABRAZOLASA

Jabtonski-féle termséma:
egy molekula elektrondllapotait, és a kozottiik
végbemend dtmeneteket (nyilakkal) mutatja

Alexander Jabtonski
(1898-1980)

‘} Vibrécids energiaszintek

S, (vékony vonalak)
S Els6 gerjesztett
("1 allapot
Elektron
energiaszintek
(vastag J
vonalak) i
L SU Alapallapot

SPINALLAPOTOK

Pauli-elv:
; e Minden kvantuméllapotot csak egyetlen elektron tolthet be.
i ¥ e Egy atomon beliil nem létezhet két olyan elektron, amelynek mind a négy
Wolfgang Pauli . .
(1900-1958) kvantumszama megegyezik.

betoltott alhéj: spin parositds
(ellentétes spini elektronok parosodnak)
Szingulett és triplett dllapotok:
az eredd spinallapothoz rendelt magneses momentum orientaciéinak szédma (mégneses térben) =
25+1 =1 (szingulett) vagy 3 (triplett). (S = ered§ spin, pl. betoltott alhéj esetén (+1/2)+(-1/2) = 0)
S: szingulett dllapot: ellentétes spinti parositott elektronok, ered spin (S) = 0, orientdciok

szdma (2S5+1) = 1.

T: triplett dllapot: a molekuldban azonos spindllapott elektronok vannak, eredd spin = 1 (pl.
(+1/2)+(+1/2) = 1), orientaciok szdma (25+1 = 2+1) = 3.

* A gerjesztett energianivé

,,,,,,,,,,,,,, ?* T 1 alap energianivé

Szingulett Gerjesztett Gerjesztett
alapallapot szingulett allapot triplett dllapot

LUMINESZCENCIA

& Gerjesztett dllapotbodl
fényemisszidval jaro relaxacio

A hémérsékleti sugarzdson feliil
kibocsatott sugarzas

e “Hideg fény”

& Fluoreszcencia és foszforeszcencia




A LUMINESZCENCIA
EGYSZERUSITETT LEPESEI

(Atomi rendszer!)

Gerjesztés

Abszorpcié
(magasabb energiaszintre 1épés)

m
]
|3

De-excitaci6

Emisszio iy .
(relaxdcié az alapallapotba)

A LUMINESZCENCIA TiPUSAI

Gerjesztés médja szerint
abszorpcié
kémiai reakcié
termikusan aktivalt ion-rekombindcié
toltés injekcid
nagyenergidji radioaktiv sugarzds
sarlédds
hanghulldmok

Gerjesztett allapot szerint
elsG gerjesztett szingulett dllapot

legals6 (gerjesztet) triplett allapot

Biolumineszcencia

Lumineszcencia tipusa
fotolumineszcencia
kemilumineszcencia, biolumineszcencia
termolumineszcencia
elektrolumineszcencia
radiolumineszcencia
tribolumineszcencia
szonolumineszcencia

Lumineszcencia tipusa
fluoreszencia

foszforeszcencia Szentjdnosbogdr

Energia

A LUMINESZCENCIA
FOLYAMATAI

Jablonski diagram (termséma) Belsé konverzio:
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“Intersystem crossing”:
rendszerek k6zotti,
spinatforduldssal jaré
dtmenet (pl. S; —»T1)
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KASHA-SZABALY

Fotonemisszio (fluoreszcencia vagy
foszforeszcencia) a legalacsonyabb

gerjesztett elektron-energiadllapot (S1,
T1) legalacsonyabb vibrécids szintjérél

torténd atmenet soran lép fel.

Michael Kasha (1920-)
Amerikai fizikus




AZ ATMENETEK SEBESSEGE
(IDOSKALAJA)

fluoreszcencia foszforeszcencia
10°s 10¢-10s
10 s

NNINE >

alapallapot
gerjesztett allapot
relaxacid v1brac1os
relaxacio
1012 s

gerjesztés

kioltds vagy bels6 konverzié
energiatranszfer (ho)
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gerjesztési spektrum

A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI .

Lumineszcencia spektrumok

X Foszforeszcencia
340 nm-nél) emissziés spektrum
(gerjesztés 295 nm-nél)

szcencia
® Savos szinkép
\ e Gerjesztési és emisszids

spektrumok
tlikorszimmetrikusak

l

e “Stokes shift”

George Stokes

T T T T T T

250

Triptofidn speki

(1819-1903)

T
300 350 400 450 500
trumai Hulldmhossz (nm)

Fluoreszcens festékmolekuldk: “fluoroférok”
Fluoroférok célzott bekotésével nem fluoreszkalé molekuldk is vizsgalhat6va valnak (“fluoreszcens jel5lés”)

A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGALI II.

Kvantumhatdsfok

@ __emittdlt fotonok széma  _ ; O = ks

abszorbedlt fotonok szdma - k_f "‘|k +kige + kQ

knr=nem sugdrzdsos dtmenetek sebességi allandoi

A gerjesztett dllapot élettartama
Dk, +k,) N
(kf *ha )1 allands
T=— sllandéja

| dt t=id6
ke=fluoreszcencia sebességi
Kn;=nem-sugarzdsos
dtmenetek sebességi

kf + k t=fluoreszcencia élettartam

A FLUORESZCENCIA MERESE

Gerjesztési hullimhossz
véltoztatdsdval felvett
spektrum

| Gerjesztési
{ spektrum

|
|
i
|
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Aem= konsta
(emissziés
maximum)

Fluoreszcencia spektrométer
(“Steady-state” spektrofluoriméter)
Emissziés hullimhossz

valtoztatasdval felvett
spektrum

Kiivetta (minta)

| Emisszios

Gerjeszts
monokromator
(Aex véltoztathat6)

Xe-limpa
Emissziés
monokromator
(Aem véltoztathato)

Aex=konstans
(gerjesztési
maximum)
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A FENY ELEKTROMAGNESES
HULLAM—POLARIZALHATO

e Térben tovaterjedd elektromdgneses zavar.
o Tranzverzélis hulldm.
e Ezért polarizalhato.

- Migneses tér
oszcillaciéja

Tova-
terjedés

irdnya
Elektromos tér \\

oszcillacidja

POLARIZACIO, ANIZOTROPIA

Fotoszelekci6:

J Vertikdlisan
sikpolarizalt ) clc

abszorpcids

vektor 5

Fluoroférokhoz rendelhetd abszorpcids és H

random populdciobol az
gerjeszts fény

o
0 L
X @ Y polarizaci6s

sz0rd

emisszids vektor: megszabja a foton v

abszorpcié és emisszié valészintiségét. y
R e Ju

Abszorpcié maximélis, ha az absz. vektor és a Polarizécié: p = L VH

fény elektromos térerGvektora parhuzamos. J w+ J e

Abszorpci6 képessége fligg cos2a-t6l (a az

absz. vektor és a fény elektromos vektora . . Joy =Jyy e additiv mennyiség
Kozt szc’ig). Anizotrépia: I'=———"——""" eneveziben a feljes gerjeszt5

Jow + 20y intenzitds (v

A FLUORESZCENCIA ORVOSI-
BIOLOGIAI ALKALMAZASAI

# Fluoreszcencia mikroszképia

# DNS szekvenalas (ldnc
termindciés modszer)

# DNS festés (EtBr)

€ DNS microarray technoldgia

& Immunfluoreszcencia

# Fluoreszcencia-aktivalt sejt

vélogatds (FACS)

# Forster rezonancia energia
transzfer (FRET)

# “Fluorescence recovery after
photoleaching” (FRAP)

¢ Fluoreszcens fehérje-
konjugdcids technikak

# Kvantum pontok (quantm dots)

KET-FOTON
FLUORESZCENCIA

GERJESZTETT
ALLAPOT
Emisszié Emisszié

17w {J-

EGYFOTON KETFOTON
GERJESZTES (IP) ~ GERJESZTES (2P)

A=700 nm

Objektivlencse
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° (5] o
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Vesekéreg - tubuldris rendszer Agykérgi
(voros: ér) piramissejtek
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SZUPERFELBONTASU
MIKROSZKOPIA

A feloldasi problémdt poziciomeghatdrozdsi problémava alakitjuk

Feloldési probléma (Abbé-elv) Pozfci()nmghatérozési probléma “Sztochasztikus” adatgyfijtés egyedi fluoroférokrél
(pontossag a fotonszamtol fiigg) -

#8) Bekapcsolt fluoroforok 2

Mikrotubuldris

Adatgyijtési
rendszer

Jolyamat - |{# pekapeson nuorslion s |6 Bekapcsolt fuorofBrok 4 198 Poziciokbol szamitof kep.

OSSZEFOGLALAS

A molekulaszerkezet és energiadllapotok fontos szerepet
jatszanak a lumineszcencidban.

A lumineszcencia molekuldris de-excitdcio (relaxacio)
melyet fénykibocsats kovet.

A fluoreszcencia spektrumot a Stokes-féle eltol6dds
jellemzi.

A kvantumhatésfok és fluoreszcencia élettartam fontos
lumineszcencia paraméterek.




