FLUORESZCENCIA SPEKTROSZKÓPIA A BIOFIZIKAI, BIOKÉMIAI ÉS ORVOSTUDOMÁNYOKBAN
Irodalom: 

J.R. Lakowicz: Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2nd ed., pp.725, Springer, 1999
Az előadás tematikája

1. Bevezetés a fluoreszcencia spektroszkópiába, a fluoreszcencia spektroszkópia kísérleti eszközei

2. A fluoreszcencia kinetikájának áttekintése (intenzitás és anizotrópia lecsengés) mérése

3. A stacionárius fluoreszcencia polarizációs vizsgálata

4. A fluoreszcencia anizotrópia lecsengése

5. Oldószerek hatása a fluoreszcencia spektrumára

6. Az oldószer-relaxáció mechanizmusai és dinamikája

7. A fluoreszcencia kioltása

8. Energiatranszfer

9. Fehérjefluoreszcencia

10. Reverzibilis kétállapot-reakciók

Bevezetés a fluoreszcenciába

· a fluoreszcencia spektroszkópia módszereit egyre elterjedtebben használják a biofizikai, biokémiai, orvosi kutatásokban, nemcsak a tiszta fizikában és kémiában

· ok: a módszer rendkívüli érzékenysége és kedvező időskálája: a gerjesztett állapot kb. 10(s élettartama alatt végbemenő molekuláris folyamatok jelentős része hatással van a fluoreszcencia jellemzőire ( vizsgálható ily módon

· lumineszcencia: az elektrongerjesztési állapotokban történő fénykibocsátás, ami lehet

· fluoreszcencia: szingulett gerjesztett állapotból szingulett alapállapotba átmenetkor (párosított elektron) ( megengedett átmenet ( gyors, 10ns-os (CSAK EZZEL FOGLALKOZUNK!)

· foszforeszcencia: különböző multiplicitású állapotok közti átmenetkor ( tiltott ( lassú (ms…s), általában T1 ( S0  

· a fluoreszcencia emissziós spektruma: két tipikus fluoreszcencia emissziós spektrum látható a 1.2 ábrán:
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· perilén ( szembeszökő vibrációs struktúra

· kinin ( nem mutat vibrációs struktúrát

· a fény abszorpció és emisszió folyamatait a Jablonski diagramon követhetjük (ld. 1.3 ábra):
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Figure 1.3. Jablonski diagram.




· abszorpció: kb. 1 fs alatt ( Franck–Condon elv: ezalatt nem mozdul el az elektron (sőt sebessége sem változik)

· a vibrációs szinteket kb. 1500 cm-1 választja el, Boltzmann-eloszlás ( szobahőmérsékleten kb. 99% az alsó vibrációs nívót népesíti be

· fényabszorpció után: mind S2-ből, mind S1 magasabb vibrációs szintjeiről kb. 1 ps alatt belső konverzió az S1 legalacsonyabb vibrációs szintjére

· minthogy (Fl. ( 10 ns ( az emisszió termikus egyensúlyi S1 gerjesztett állapotból történik

· Franck-Condon elv (a legtöbb időt a fordulópontban tölti az elektron és fordulópontban is marad az emisszió után)

· gerjesztett vibrációs állapotba jut, kb. 1 ps alatt relaxál

· az abszorpció spektruma az S1, S2, … gerjesztett állapotok vibrációs szintjeit, a fluoreszcencia  emisszió spektruma az S0 alapállapot vibrációs szintrendszerét tükrözi

· gázfázistól eltérő fázisban: Stokes-eltolódás
· oka: energiaveszteség az S1 és az S2 állapotbeli vibrációs relaxáció miatt, emellett oldószerhatások, gerjesztett állapot-reakciók 

· az emisszió spektrum független a gerjesztési hullámhossztól, mert bárhová is gerjesztjük, az emisszió mindig az S1 legalacsonyabb vibrációs szintjéről történik

· kivétel: red edge gerjesztés ( eltolódhat az emisszió spektrum; oka: kiválasztás az oldószerrel leginkább kölcsönhatásban lévő fluorofór molekulákra

· tükörszimmetria törvénye ) ld. (1.5 ábra): 
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· Franck-Condon elv: az átmenetek függőlegesek, emellett S1 és S0 vibrációs struktúrája igen hasonló ( emiatt van tükörszimmetria 

· kivétel: 
· bifenil (ld. 1.6 ábra)
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Figure 1.6. Absorption and emission spectra of biphenyl. (From Ref. 2.)
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· oka: az S1 hosszú élettartama alatt megváltozhat az atom szerkezete: a két gyűrű koplanárisabbá válik az S1-ben

· gerjesztett állapot-reakció is lehet a tükörszimmetria sérülésének oka: 
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· a pirén excimév csúcsa növekszik a c-vel

· a gerjesztett állapot pirén töltéstranszfer komplexeket alkot önmagával

Fluoreszcencia élettartam és kvantumhatásfok

· módosított Jablonski diagram
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Figure 1.8. Modified Jablonski diagram.




· az S1 a legalsó vibrációs szintjére relaxál (kb. 1 ps alatt)

· ( a fluorofór emissziós sebességi állandója

· k a sugárzás nélküli átmenet sebességi állandója

· a fluoreszcencia kvantumhatásfoka: 
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· a fluoreszcencia energiahatásfoka a Stokes-eltolódás miatt mindig kisebb, mint 1

· a fluoreszcencia élettartama: 
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· a gerjesztett állapot/fluoreszcencia természetes élettartama: 
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· ezekből a fluoreszcencia Q kvantumhatásfoka: 
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A fluoreszcencia anizotrópia

· a fluorofórok nagyobb valószínűséggel abszorbeálják az olyan fotonokat, amelyek elektromos vektora az átmeneti momnetummal (( abszorpciós momentum!) párhuzamos, ami a molekulához rögzített

· eredetileg izotróp közegben is: fotoszelekció

· a fluoreszcencia polarizációja az abszorpció és emisszió átmeneti dipólmomentumok relatív irányától függ (ld. később)  
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 , ahol I((+I( a teljes intenzitás kollimált nyalábra és I((+2I( a teljes intenzitás a tér minden irányába terjedő nyalábra

· jobb az r fluoreszcencia anizotrópia, mert ez nem-kollimált fényre, míg a P polarizáció foka párhuzamosított lézernyalábokra vonatkozik
· r és P egymásba átszámíthatók

· csökkenti őket:
· rotációs diffúzió

· 
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   ( makromolekulák hidrodinamikai tulajdonságai

· energiatranszfer

Az oldatokban lejátszódó molekuláris folyamatok időskálája

· az abszorpció gyors (fs) ( az abszorpció spektroszkópia érzéketlen a molekuláris dinamikára!

· ezzel szemben a fluoreszcencia spektroszkópia a gerjesztett állapot élettartama alatti minden folyamatra érzékeny!
· példa: diffúzió (ütközéses kioltás): 
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 , ahol D ( 10-9 m2/s vízben, (x ( 10 nm elmozdulás ( alatt és ( ( 10-8 s  

· a rotációs diffúzió is ( nagyságrendjébe esik (a korrelációs ideje)

· fluorofórok:
· belső (pl. fluoreszcencia aminosavakban, fehérjékben)

· külső

A spektroszkópia kísérleti eszközei

· a mérési adatok minősége erősen függ az alkalmazott mérőberendezéstől

· igen könnyű a mérés eredményét meghamisító tévedéseket elkövetni 
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Figure 2.1. Schematic diagram of a spectrofluorometer. (Redrawn from commercial literature
from SLM Instruments.)




Egyensúlyi (steady-state) spektrofluoriméter


· főbb részei, milyen fluoreszcencia jellemzők felvételére jó

· fázisérzékeny, keskenysávú detektálás

· referencia-csatorna (lámpa ingadozás, kvantumszámláló)

· az ideális fluoriméter:
· fényforrás, monokromátor hatásfoka állandó

· monokromátor hatásfoka polarizáció-független

· a detektor és az em. monokromátor hatásfoka független a hullámhossztól

· a fluoriméter elemei:
· fényforrások

· nagynyomású Xe-lámpa, 
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Figure 2.3, Spectral output of arc Jamps. Outputs are shown for a xenon famp and for a
mercury-xenon lamp. (Redrawn from Kratos technical literature.)




· “szőrös” ( korrekció kell! ( 2.4 ábra
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Figure 2.3, Spectral output of arc Jamps. Outputs are shown for a xenon famp and for a
mercury-xenon lamp. (Redrawn from Kratos technical literature.)




· 2000 óra

· nagy nyomás, robbanásveszély (ha öreg)

· nagynyomású Hg-lámpák

· intenzívebb a Xe-lámpáknál

· de: vonalas!
· Xe-Hg lámpák:  a fentiel egyesítése

· kisnyomású Hg-lámpa: hullámhossz-kalibráció

· speciális: lézerek, lézerdiódák (később)

· monokromátorok

· szinte kizárólag: rácsos (állandó diszperzió ( állandó sávszélesség)

· a sávszélesség szerepe

· szórt fény (kis fluoreszcencia hatásfokú mintáknál zavaró) ( okai:
· rácshibák ( holografikus rácsok

· optikai elemek (tükrök): szóródó fény

· lefókuszálni a belépő résre:
· 
[image: image19.wmf]d

f

szám

f

=

-


· numerikus apertúra 
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· rácsok

· karcolt rácsok: blaze-szög 2.5 ábra (( ügyelni erre a rács választásakor)
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· holografikus rácsok: előnyösebbek

· gyakran leképező elem is: konkáv rács ( kevesebb tükör ( több fény

· rácshiba kevés ( kis szórt fény

· de: erős polarizáció-érzékenység 2.6 ábra
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Figure 2.6. Efficiency for ruled and holographic gratings. Efficiencies are shown for the
transmission of vertically (||) and horizontally ( L) polarized light. Also shown is the trans-
mission efficiency for unpolarized light (O). (Redrawn from Spex Technical literature.)




·  ( a spektrum is eltorzulhat emiatt 2.7 ábra
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Figure 2.7. Effect of emission polarizers on the luorescence emission spectrum of N-acetyl-L-
tryptophanamide (NATA). The buffer was 0.1 M sodium phosphate, pH = 7.5, 25°C. The
excitation wavelength was 280 nm. The excitation and emission bandpasses were 8 and 4 nm,
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Rolarizers, respectively. This sample also contained a small amount of glycogen to scatter the
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· kiküszöbölése: “mágikus szögű” polarizátorok (54,7( a függőlegestől)
· polarizáció mérésekor: G-faktor (ld. később)

· szórt fény csökkentése: kettős monokromátor

· monokromátorok kalibrációja

· hullámhossz (spektrállámpa; gyakran a Xe vonalai)

· hatásfok

· kvantumszámlálók

· szűrők

· több fény, mint monokromátoron keresztül

· szinte minden esetben a monokromátorral együtt is használják, a szórt fény kiküszöbölésére
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Figure 1: Cross-Section of Head-On Type PMT




“Keresztezett szűrők”

· üvegszűrők
· felüláteresztő (“cutoff”) (szinte tökéletes sorozatok; Schott, Corning, Hoya, stb.)

· sávszűrők ( karakterisztikájuk messze van az ideálistól!
· interferenciás szűrők

· szürke szűrők 

· fénygyengítés, fény-kiegyenlítés

· nem szürkék

· még a fémréteg-szűrők a legjobbak

· polarizátorok:
· intenzitás-lecsengés, sőt intenzitás méréshez is használandók az r(t) miatti műtermékek megelőzésére – mágikus szög

· baj: gyengítik a fényt

· nagy kontraszt, kis fénygyengítés eléréséhez: kettősen törő (kalcit) kristályból készített pl. Glan-Thompson prizma ajánlott a fólia polarizátorokkal szemben

· kollimálni kell a fényt a polarizátorok előtt

· fénydetektorok: 
· fotoelektron-sokszorozó (PMT): 
· fluoreszcencia mmérésére messze a leggyakrabban használt fénydetektor
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Felépítése


· külső fényelektromos hatás

· szekunder emisszió ( “beépített” (igen gyors, kiszajú) erősítő
· a legérzékenyebb fénydetektor ( de: ez kezelési “érzékenységet” is eredményez!
· fotonszámlálás (szobahőmérsékleten)

· kis zaj (Johnson-zajtól mentes!)

· nagy aktív

· egyszerű erősítő (ideális áramgenerátor)

· kék/UV érzékenység
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· kb. a láncáram tizedéig lineáris

· időfeloldás: a fókuszált típusoknál kb. 2 ns FWHM, felfutás

· hátrányok: 

· érzékeny (megvilágításra, mágneses térre, rengésre/ütésre)

· drága

· nagyfeszültségű tápegység (stabil!) kell

· speciális típusait (MCPPMT): később
· félvezető fénydetektorok: 

· planár fotodióda (p-i-n fénydetektor)
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Felépítése

· egyszerű, olcsó

· mechanikusan ellenálló

· mágneses tér ellenálló

· lassabb (kb. 10 ns a ? felületű)

· közepes (akár pár cm2) aktív felület

· jó vörösérzékenység

· nagy fényintenzitásoknál jó jel/zaj viszony

· kvantumhatásfoka magas

· lavina fotodióda (APD)

· lavina effektussal erősítés (pár 100-szoros)

· PMT-APD hibrid: 
· VAPD: G=106

· kis aktív felület
· erősítés előnyei:
-fotoszámlálás lehetséges

-többi előnye: ld. fotodióda

· PMT, PIN, APD összehasonlítása: S/N vs. Popt. 
[image: image28.jpg]FIGURE 1. Silicon PIN photodiode provides a higher signal-to-noise ratio (S/N) than a compact eig|
stage PMT and 0.5-mm APD when the power exceeds about 10" W at a wavelength of 633 nm.





· képalkotásra alkalmas detekor pl. a CCD

· felépítés: 
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(más: OMA, OSA, szilícium dióda-targettel-vidicon)

· gyakran képerősítő kell hozzá: (kapuzható is) MCP mikrocsatorna-lemez

· a fényérzékelő használata: fotonszámlálás vs. analóg detektálás

· láttuk: a PMT (és korlátozottan az APD) alkalmas a beérkező fotonok külön-külön való detektálására

· digitális számlálóval ezeket rögzített ideig számlálhatjuk ( I(t) fotonszámlálással
· ha nagy a fotonbeérkezési frekvencia illetve az anódköri időállandó, akkor analóg jellé integrálja az egyes foton-jeleket a készülék ( I(t) analóg detektálással
· a kereskedelmi készülékek többsége analóg, de kapható fotonszámláló is

· összehasonlításuk:
· a fotonszámlálás az érzékenység elméleti maximumát adja! ( ez kell, ha kevés a fény!
· a fotonszámláló - amplitudó diszkriminátora miatt – érzéketlen a 

· PMT sötétáramára

· dinódák emissziójára

· erősítés-ingadozásaira




   ( ezek miatt hosszú idejű (digitális) jel-integrálás lehetséges ( érzékenység!

· közvetlenül digitális adatok a számítógépes adatfeldolgozásához
· de: a fotonszámláló max. kb. 100 MHz-ig megy, az impulzusok egymásra ülése elkerülésére max kb. 1 MHz használható ( ennél nagyobb intenzitásnál a jobb jel/zaj viszony miatt mindenképpen az analóg jelfeldolgozás (esetleg utólagos A/D-vel) az előnyös!

· korrigált gerjesztési és emissziós spektrumok

· gerjesztési: 

· kvantumszámláló

· hullámhossz-független detektorral (termoelem) meghatározni az Igerj(() függvényt

· emissziós:
· fekete sugárzóval (“szentlámpa”) a detektor rsz. érzékeny-e
· belső-külső fluoreszcencia jellemzők

· reabszorpció (ha kicsi a Stokes-eltolódás)

· szekunder fluoreszcencia

· korrekciók

· de:  a mai technikai szinten jobb megelőzni (híg minta)

· spektrumok a hullámhossz illetve hullámszám függvényében NEM ugyanazok (ui. rögzített sávszélesség kell)

I(t), r(t) mérése

· ns – ps –os feloldás kell

· biológiai alkalmazások: 

· I(t), r(t) lecsengése általában NEM exponenciális, hanem komplex, gyakran egyidejűleg ps és ns komponensek, vagy nem is multiexponenciális ( több nagyságrend legyen a dinamikus tartománya és jó jel/zaj viszony kell!
· alacsony fluoreszcencia hatásfok gyakori (pl. fehérje fluoreszcencia, vagy kis koncentrációjú fluorofórok  - hogy ne okozzanak biológiai változást)

· a túl intenzív gerjesztés elbonthatja a mintát, esetleg a hosszú mérés alatt magától is elbomlik

· gyors (sub ns) gerjesztési impulzus, majd a gyenge fény ( rossz jel/zaj viszony (a fotonzaj miatt!) ( ezért nem lehet pl. szkóppal, egy lövésből felvenni ( átlagolni kell
· általános probléma: túl sok a feldolgozandó információ ( az egyes módszerek erre adnak különböző megoldásokat
· impulzusfluorimetria (illetve időtartománybeli fluoreszcencia)

· gerjesztés: ?, szikraköz, lézer 

· a jelfeldolgozás módszerei

· PMT kapuzása (elavult)

· Sampling oszcilloszkóp

· Boxcar integrátor


  ( rossz S/N, fény?, nagy intenzitás kell, nem túl jók, bár 
  alkalmazzák őket ma is

· optikai mintavételezés
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· ez a leggyorsabb, csak a lézerimpulzus határozza meg

· a többinél időfeloldást a detektor szolgáltatja, itt nem, ez ? elvű

· speciális ?: sávkamera

· de: többkomponensű, lassúra nem jó
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· előnye: 

·  igen jó időfeloldás (kisebb mint 1 ps)

· képerősítővel egyfoton-érzékenység

· hátránya:
· drága

· nem rutinmódszer

· kis katódfelület

· komplex lecsengésre nemigen alkalmazható (kis dinamikus tartomány)

· n teljes analóg jelalak digitalizálása

· ez az igazi, kézenfekvő módszer

· scan conversion A/D-k

· Tek SCD5000: 4,5 GHz, 5 ps/pt., 11 bit ( csak pár éve hozzáférhető, ilyet igyekszünk itt építeni

· időkorrelált egyfoton-számlálás

· sok információ ( csökkentsük!
· egyetlen (NEM az első!!!) foton reprezentálja a lecsengést (ha két foton jön, akkor (-t rövidítő ?, ugyanis a TAC csak az elsőre indul) ( ez a legelterjedtebb

· előnyei:
· extrém érzékenység

· kis minta-terhelés

· jól kidolgozott módszer

· több komponens, komplex kinetika feloldható épp ezért (ui. kis ?)

· hátrányai:
· lassú, de ps-os módusszinkr. Lézerekkel (több MHz-es gerjesztés, reverse mode-ban kb. 100 kHz számlálás)

· azért reverse mode-ban, mert a TAC max. kb. 100 kHz START frekvenciával tud működni!
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MCPPMT (prox. focused) felépítése


· frekvenciatartomány fluorimetria

· a lineáris dinamikus rendszerek időtaromány- és frekvenciatartománybeli leírása ekvivalens

· az FTF hardware-esen hajtja végre a Fourier-transzformációt
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· séma ( egyetlen exponenciális lecsengés

· mégis népszerű, mert ugyanolyan, mint a steady-state! (oka: “lekeverés”, „cross-correlation”)

· később: multifrekvencia ( frekvenciatartomány (EO modulátorral, Pockels cella)

· végül: 

· impulzus gerjesztés, annak Fourier-transzformációja
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trióda típusú MCPPMT

· külső keresztkorreláció ( 100 GHz ? frekvenciájú

· 1-2 ps feloldás (fénysebesség 0,5 mm-en pár s alatt, 2% szórással…)

· előnyei:
· ugyanolyan egyszerű a mérés, mint steady-state fluoriméterrel

· szélesebb intenzitástartományban használható az SPC-nél (( kisebb mint 103 foton/gerjesztési impulzusig mérhet ( jó S/N), de 0,1 foton/gerjesztési impulzusig lemegy (végülis fotont számlál!)
· a mérés rövid időt vesz igénybe, különösen multifrekvenciás FTF esetén
· gyors (1-2 ps) lecsengésnél az SPC is valójában késleltetést mér; ezt a ? jobban tudja

· adatfeldolgozás: 

· lineáris rendszer elmélet

· mit mér, képletek, de konvergálás helyett (-kivonás, m-osztás; a jól ismert (képletek ui.!) időtartományba konvertálás 

· új trendek:
· egyetlen sejten (mikroszkópban) mér (-t (SPC-vel)

· fázisérzékeny fázisfluorimetria – HÜLYESÉG

· FACS-ban ( alapján való analízis

· Képalkotás fluoreszcencia ( alapján: MCP (sejten + OPTIKAI TOMOGRÁFIA) erősítő kapuzásával, CCD detektálással

· hibaforrások:
· színhiba (miért lép fel) 

· geometriai hiba

· korrekció módjai

· MCPPMT elhanyagolható! (( 2 ps 300 nm-en!)

· azonos OD-jű küvetták (geometriai error + különböző időkésleltetés)

· azonos szűrő-késleltetés kell (diszperzióra is tekintettel)

· szubtraktív diszperziójú kettős monokromátorok az igaziak!
A fluoreszcencia lecsengés mérésének alapjai: lineáris dinamikus rendszerek elmélete

· rendszerfüggvények (amelyekből bármely bemenő jelre adott válasz kiszámítható):
· időtartomány:
· ((t) gerjesztés ( k(t) súlyfüggvény vagy impulzusválasz
· ezzel tetszőleges f(t) bemenő jelre adott x(t) válasz:

· konvolúció, jele: 
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· frekvenciatratomány: 

· f(t) bemeneti függvény ( Laplace-transzformáció segítségével ( 
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· x(t) válasz függvény ( Laplace-transzformáció segítségével ( x(s)

· 
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· ezek ismeretében bemeneti f(t)-re adott x(t) válasz kiszámítható

· ((S) átviteli függvény

· kapcsolatuk: 
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· tehát: a lineáris dinamikus rendszerek időtartománybeli és frekvenciatartománybeli leírása ekvivalens 

· mérések:
· időtartomány (impulzusfluorimetria): a minta k(t) sülyfüggvényét méri, ideális esetben ((t) gerjesztés hatására
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Figure 1.2. Absorption and fluorescence emistion spectra of perylene and quinide. Emission
spectra cannot be correctly preseated on both the wavelength and wave number scales. The
‘wave number presentation is correct n this instance. Wavelengths are shown or convenience.
See Chapter 2. (From Ref. 2.)



frekvenciatartománybeli fluorimetria: a 
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· adatanalízis:
· időtartomány

· nem ((t) , hanem véges szélességű fényimpulzus a gerjesztés, sőt a készülék is torzítja az erre adott fluoreszcencia-választ 

· a lineáris rendszer elmélet a készülékre alkalmazva: a fluorofórra mérhető m(t) válaszfüggvény a fluorofór f(t) súlyfüggvényének és a k(t) készülék-válaszfüggvényének konvolúciója

· feladat: dekonvolúció: m(t) ( f(t), többféle lehetőség:
i. Fourier-transzformáció, ui. a konvolúció F-ja a konvoluált függvények szorzata

· elméletileg szép (FFT programok is vannak), de az adatok random Poisson-zaját “felerősíti” a Fourier-transzformáció ( emiatt a gyakorlatban legfeljebb egy komponensű lecsengésre alkalmazzák
ii. nemlineáris legkisebb négyzetes illesztés (ez az igazi)

· adott az mkís(ti) kísérleti adatok (i=1,…p), illetve k(t) készülék-válaszfüggvény (mérjük)

· feltételezzük, hogy f(pj,t) modellfüggvény (j=1,…q)
· feladat: meghatározni a pj paramétereket úgy, hogy az 
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 , ahol (i az mkís szórása ti-ben ( a kapott függvény (2 statisztikát követ, ha az f(t) korrekt

· nagy előny a maximum likelihood megoldás, statisztikai szempontból a legjobban megalapozott

· ez a megoldás azt jelenti, hogy a paramétervektor lehetséges értékei körül, az e módszerrel kapott értékre a legnagyobb annak a valószínűsége, hogy a modell helyessége esetén épp mért adatainkat kapjuk véletlen választással a lehetséges mérési eredmények populációjából

· tipikus SPC lecsengés hibafüggvénye (insert: a különbség autokorrelációs függvénye)
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· frekvenciatartomány

· itt eleve a súlyfüggvény Fourier-transzformáltját, a ((j() átviteli függvényt mérjük (tehát az FTF végülis hardware-es Fourier-transzformációt hajt végre), azaz rögtön megkapjuk a fluorofór frekvenciatartománybeli rendszerfüggvényét (de általában az időtartománybelit akarjuk)

· nincs szükség dekonvolúcióra, sőt a készülék válaszfüggvényét sem kell kimérni ( oka: a dekonvolúció osztást jelent a Fourier-transzformációra ( ezeket a fényszóró közeggel mért fázis-érték levonása, illetve a moduláció-értékkel való osztás automatikusan elvégzi (ui. ((j() Euler-féle alakja: 
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· tetszőleges lecsengés esetén is megkaphatjuk a lecsengés numerikus reprezentációját az időtartományban Fourier-transzformációval

· általában azonban kísérleti adatainkat valamulyen elméleti modellhez akarjuk illeszteni, és annak a paramétereire (pl. (, () vagyunk kiváncsiak

· mivel – szemléletessége miatt – ezeket az elméleti modelleket általában az időtartományban konstruálják meg:
· Fourier-transzformációval meghatározzuk az időtartománybeli modellhez tartozó, a meghatározandó pj paramétereket tartalmazó (j=1,…,q) f(pj,t) időfüggvénynek megfelelő átviteli függvényt

i. ((pj,()fáziskésés

ii. m(pj,() demoduláció

· mérjük (kís((i), mkís((i)-t az (i (i=1,…,p) frekvenciákon
· nemlineáris legkisebb négyzetes módszerrel illesztjük a pj paramétereket úgy, hogy (az időtartománybeli (6)-nak megfelelő) 
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  minimális legyen
· szimultán kell tehát illeszteni a ((((i) fáziskésést és a (m((i) demodulációt

· frekvenciatartomány lecsengés
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A fluoreszcencia polarizációja (stacionárius mérések)

· polarizált gerjesztés ( fotoszelekció ( polarizációs emisszió

· polarizálatlan gerjesztés ( rendezett minta ( polarizációs emisszió

· polarizáció foka: 
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· anizotrópia: 
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· mindkettő csak I((/I(-től függ ( egymásba átszámolhatók: 
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· teljesen polarizált fény: I( = 0 ( P = r = 1
· szórt fényre ez jellemző

· oldatban lévő (( random) fluorofór anizotrópiája a fotoszelekció miatt ennél MINDIG kisebb

· természetes (polarizálatlan) fény: I(( = I( ( P = r = 0

· köztes értékekre azonban P ( r !
· fluorofórok által emittált fényre (ahol az irány szerinti eloszlás a z tengely körül forgásszimmetrikus) jobb az anizotrópia (ilyenkor – szimmetriaokokból – I(( + 2I( a teljes intenzitás)

· kollimált fényre (ez az x tengely irányába halad, a teljes intenzitás ilyenkor I(( + I() a polarizáció foka a hasznosabb definíció

· pl. gömb alakú fluorofór anizotrópia lecsengése exponenciális, 
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képlet, míg a P lecsengése ilyenkor (gömbre) sem egy exponenciális!
Híg, szilárd oldat polarizációja:
· [image: image194.wmf]Q

=

Q

||

2

cos

)

(

I

híg ( energiatranszfer 


miatti depolarizáció



   reabszorpció ( fluoreszcencia 
nem lép fel

· szilárd ( rotációs diffúzió miatti depolarizáció nem lép fel ( a polarizáció csupán a fluorofórra jellemző!
· a későbbiekben: a gerjesztés és az emisszió átmeneti momentumaira abszorpciós illetve emissziós dipólként utalunk

· tegyük fel, hogy:

· párhuzamos dipólok (ilyen fluorofór pl. a DPH (1,6-diphenylhexatriene))

· szilárd, híg oldat

· véletlenszerű irány szerinti eloszlás
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· I ( E2 ( I(( ( cos2(; I( ( sin2((sin2(
· a vertikális polarizációjú gerjesztés miatt a gerjesztési populáció z körül forgásszimmetrikus ( a (–függés kiátlagolható: 
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· a gerjesztett állapotú fluorfórok ( szerinti eloszlását jelöljük f(()-val! (f(()(d( annak valószínűsége, hogy egy fluorofór szöge ( és ( + d( között van)
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az ilyen molekulák által emittált fluoreszcencia intenzitása: 
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miatt
(1)
· fotoszelekció: a ( szögben álló (abszorpció dipólú) fluorofór abszorpciójának valószínűsége ( cos2(
· anizotróp populációja lesz a gerjesztett állapotú molekuláknak

· a populáció forgásszimetrikus a z tengelyre

· véletlenszerű irány szerinti eloszlás (egyenletes eloszlás) ( a ( és ( + d( közti fluorofórok száma ( sin(  (  

f(()(d( = cos2((sin2((d(  

(2)

                ilyen a gerjesztett állapotú fluorofórok irány szerinti eloszlása random eloszlású fluorofórok esetén a fotoszelekció következtében

· ezzel (1)-ben kiszámolhatjuk 
[image: image61.wmf]Q

2

cos

-t:  
[image: image62.wmf]Q

Q

Q

Q

×

Q

º

Q

ò

ò

d

f

d

f

2

0

2

2

0

2

)

(

cos

)

(

cos

p

p


· (1)-be behelyettesítve (2)-t kapjuk:
[image: image63.wmf]5
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, amit (1)-be helyettesítve: a maximális anizotrópia random minta fotoszelekciója esetén: r = 0,4 (ennél nagyobb kísérleti érték csakis műtermék lehet – fényszórás)

Fluorofórok polarizációs spektruma

· ha az abszorpció és emisszió dipólok nem párhuzamosak, hanem ( szöget zárnak be

· ez további anizotrópia csökkenést eredményez, mégpedig ugyancsak az (1)-gyel leírható mértékben

· ilyenkor tehát az egyéb depolarizáló folyamatok (rotációs diffúzió, energiatranszfer) hiányában mérhető anizotrópia (r0): 
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  („határanizotrópia“) (pl.: DPH: r0 = 0,39 ( ( = 7,4°) 

· emiatt izotróp oldatra: 







-0,2 ( r0 ( 0,4




   
-0,33 ( P0 ( 0,5 

· az abszorpció dipól az egyes abszorpciós sávokra más és más ( r0 függ a (gerj.-től!
· polarizációs spektrum: a fluoreszcencia anizotrópia (vagy polarizációs fok) a gerjesztő hullámhossz függvényében (híg, viszkózus oldatban)

· az anizotrópia általában független az emissziós hullámhossztól! (emiatt csak a gerjesztési polarizációs spektrumokat közlik)

· ok: az emisszió (szinte) mindig a legalacsonyabb gerjesztési szingulett állapotból történik (ha az emisszió több állapotból történik – pl. oldószer-relaxáció – akkor r0 függhet az emissziós hullámhossztól)

· tipikusan a legnagyobb r0 értékeket a leghosszabb hullámhosszú abszorpciós sávnál lehet mérni

· ok: a fluoreszcenciát a legalsó gerjesztési szingulett állapot emittálja, a tükörszimmetria törvény értelmében ugyanez az állapot felelős a leghosszabb hullámhossznál jelentkező abszorpciós sávért is! ( ugyanaz az elektronátmenet ( közel párhuzamos momentumok!
· példa1: perilén (propilénglikolban, -50°C) polarizációs spektruma 
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· mint (majdnem) minden fluorofór esetén az abszorpció és az emisszió dipólok a molekula síkjában vannak

· P0 ( 0,46 és (g ( 360 nm-nél ( közel kollineáris dipólok

· 360 – 460 nm: P0 állandó, mivel a legalsó gerjesztési szingulett állapotba gerjesztünk

· rövidebb (gerj. ( felé haladva P0 csökken ugyanis ( egyre nő (itt a magasabb gerjesztési elektronállapotokba gerjesztünk, de az emisszió előtt ezek mindig lecsengenek a legalsó gerjesztési szingulett állapotba!); 250 nm-nél a dipólok közel merőlegesek

· példa2: 

· a polarizációs spektrum INDOL esetén jóval bonyolultabb
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· a hosszúhullámú abszorpciós sávban r0 gyorsan változik

· ezt a jelenséget az indol két gerjesztési állapotával magyarázzák: 1La, 1Lb
· az emisszió túlnyomórészt 1La-ból származik

· az abszorpció dipóljaik 90°-ot zárnak be egymással

· ekkor az elektrongerjesztési állapotok abszorpció spektruma feloldható a polarizációs spektrum segítségével!


r0(() = fa(()(r0a + fb(()(r0b



(3)

ahol fa(() a frakcionális hozzájárulás az abszorpcióhoz, r0a a határanizotrópia

· feltételezzük, hogy:

· r0a, r0b független (g –től

· az emisszió csakis 1La -ból származik

· merőleges dipólok (abszorpciós)

· r0(() maximuma: 0,3 ( ezt rendeljük 1La –hoz (r0a)

· de nem tudjuk r0b –t, ugyanis nincs olyan (, ahol 1Lb abszorpciója dominál! 

· az abszorpció dipólok merőlegesek, emiatt 
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, ahol r0a=0,30

· tekintve, hogy fa(() + fb(() = 1 , fa(() és fb(() kiszámítható, ha (3)-ba behelyettesítjük r0a –t és r0b –t: 
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· tehát az a és b állapot abszorpció spektruma: 









Aa(() = fa(()(A(()









Ab(() = fb(()(A(()
ahol A(() az indol abszorpció spektruma
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· a polarizációs spektrum tehát lehetővé tette az elektrongerjesztési állapotok vizsgálatát! (ez is alkalmazás!)

A fluoreszcencia anizotrópia mérése

· a detektáló rendszer (különösen a monokromátor) érzékenysége polarizációfüggő! ( korrigálni kell!
· G-faktor: függ (-tól és ((-tól is ( mindig újra ki kell mérni! 
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· ezzel: 
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A polarizátorok beállítása

· a fluoreszcencia anizotrópia méréséhez pontosan beállított polarizátorok (vízszintes illetve függőleges pozícióba) szükségesek

· szórt  fényre (híg glikogén, vízben) r = 1,0 kell (r  > 0,98  O.K.)
· gerjesztési polarizátor: közelítőleg függőleges ( minimum keresése az emissziós polarizátorral (vigyázat: az emissziós monokromátor polarizáció-érzékenysége itt hibát okoz ( kivenni, vagy azonos érzékenységekhez tartozó (–ra állítani)

· az emissziós polarizátor függőleges állásánál minimumkeresés a gerjesztési polarizátorral (most a gerjesztési monokromátort kell kivenni!)
A polarizációs hatások kiküszöbölése a fluoreszcencia intenzitás és élettartam mérésekor

· „mágikus szög“-be állított polarizátorok:
· gerjesztés: vertikuláris

· emisszió: 54,7°-ra a vertikuláristól

· ez ugyanis I(( + 2I( –et ad (most a gerjesztési populáció forgásszimmetrikus a z tengelyre!), mivel cos254,7° = 0,33 és sin254,7° = 0,66
A fluoreszcencia depolarizáció külső (extrinsic) okai:

· belső ok: a gerjesztés és emissziós dipól nem párhuzamos

· triviális depolarizáció ( ( kísérleti hibák):

· fényszórás

· szekunder fluoreszcencia

· polarizátorok hibás beállítása

· sugárzás nélküli energiatranszfer kb. 50 Å-nél kisebb hatótávolságú (R0) ( C ( 10 mM koncentrációnál léphet fel (általában a fluoreszcencia mérésénél ennél jóval kisebb, kb. (M-os koncentrációkat használunk!)
· később részletesen tárgyaljuk az energiatranszfereket

A rotációs diffúzió hatása a fluoreszcencia anizotrópiájára, a Perrin-egyenlet
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(4), ahol ( a rotációs korrelációs idő     


















(5)

· a Perrin-egyenlet megmutatja, hogyan jelentkezik ez stacionárius mérésekben

· stacionárius anizotrópia: 
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(6)

·  ahol homogén környezetben lévő fluorofórokra várhatóan I(t) exponenciális: I(t) = I0(e-t/(
(7)
· (4)-et és (7)-et (6)-ba helyettesítve kapjuk a Perrin-egyenletet: 
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(8)

· látszik, hogy például viszkózus oldat esetén, ahol ( >> ( ( r = r0, illetve kis viszkozitás esetén ( << ( ( r = 0
· a Perrin-egyenlet más alakja: 
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  ,ahol R az ún. rotational rate,  (-1 = 6R
A stacionárius fluoreszcencia anizotrópia mérések biológiai alkalmazásai

· sejtmembránok mikroviszkozitásának becslése

· csak becslés! (igazi: időfeloldású mérések)

· Perrin-egyenlet: r függ a viszkozitástól (()!
· a lipid kettősrétegek nempoláros tartományának „mikroviszkozitását“ mérhetjük például perilén, 9-vinilantracén, DPH festékekkel
· kalibrációs görbe ásványi olajban: 
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· a lipid kettősrétegben eloszlott festék r-jéből így a membrán (–ja megkapható
· pl.: perilén

[image: image78.jpg]100.0[- DPPC/CHOL. 31
100F DPPC
3
2
5= 100}
13
@
o Egg PC
& 10F
H
1.0f
03
30 32 34 36 30 32 34 36
17T %103 (°k™") 177 x10%(° ™)

Figure 5.12. Microviscosities of phospholipid dispersions as determined from the anisotropy
of perylene. Apparent microviscosities are shown for dipalmitoyl phosphatidyicholine (DPPC),
egg phosphatidylcholine (Egg PC), and DPPC/cholesterol mixtures. The molar ratios are

indicated. (From Ref. 12.)




· tojás foszfatidil-kolinban (PC, telítetlen foszfolipidek) ( nincs fázisátmenet

· DPPC (telített) ( fázisátmenet

· koleszterin megnöveli (-t

· több festékkel ekvivalens eredmények ( bizalom

· de: több referencia oldószer jobb lett volna…!
· elterjedt a módszer,mert:

· egyszerű mérés

· egyszerű elmélet

· nagy érzékenység (100: 1…1000:1 lipid/festék; 0,1...10 mg/ml lipidkoncentráció)

· DPH a legjobb, mert:

· nagy ( (( 80000 mol-1cm-1)

· r0 konstans (320-380 nm), nagy

· rúdalakú ( valószínűleg izotróp rotációs diffúzió

· a fázisátmenetekre érzékeny

· de: HINDERED ROT.! (különböző foszfolipid vezikulumok)  
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· fehérjék rotációs diffúziója

· külső fluorofórral (kovalensen kötődő) megjelöljük a fehérjét

· T, ( (cukrózzal) változtatva: 1/r illetve (1/p – 1/3) vs. T/( (Perrin-plot) 
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·  [láttuk: 
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 (Perrin-egyenlet); 
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· meredekség: 
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  ( a fehérje V térfogata kiszámolható! (ha ( ismert)
· várhatóan: (globuláris fehérjékre) V = M(v + h), ahol M a molekulasúly, v a fajlagos térfogat, h a hidratáció, tipikusan ? ( kb. 12%-kal nagyobb a hidrátburok nélküli gömbnél
· tapasztalat: kb. kétszeres a hidrátburok nélküli gömbének (ellentmondás a várhatóval!)
· magyarázat: 
· nem gömbalakúak

· rotációs diffúzióra nagyobb eff. hidrátburok, mint hidratációra

· kísérleti (extrapolált) r0’ gyakran függ attól, hogy T-t vagy (–t változtatjuk; r0’ általában (, ha T ( ( ok: a fluorofór T-függő mértékben mozoghat a makromolekulán belül
· a befagyott oldatban mért r0, vagy az így extrapolált r0’ értéket használjuk?
· általában előnyösebb r0’, mert ez jórészt kompenzálja a próba szegmentális mozgásainak hatását

· ( << ( esetén így ( a fehérje egészének rotációs korrelációs ideje lesz

· DE minden más esetben jelentősen meghamisítják ( értékét a szegmentális mozgások! 

· megoldás: időfeloldású mérések (ezekkel ugyanis mindkétfajta mozgás felbontható)

· az r0 és r0’ összehasonlítása másrészről lehetővé teszi, hogy a szegmentális mozgásokat kimutassuk (r0’ < r0)
· ha (az addig lineáris) Perrin-ábrázoláson 1/r hirtelen megnövekszik magas hőmérsékleteken: a szegmentális mozgások felerősödése a makromolekula DENATURÁCIÓJÁRA utal 
· asszociációs reakciók mérése

· antigén – antitest kötődés, proteinek asszociációi, ligandok és proteinek illetve aminosavak asszociációja vizsgálható így

· tfh.: a fluorofór fluoreszcencia anizotrópiája szabad (F) illetve a makromolekulához kötött (B) állapotban eltérő, rF illetve rB (ugyanis más a rotációs diffúzió!)
· az anizotrópia értéke akkor, ha mindkét forma jelen van, és a fluoreszcencia hatásfokát a kötés nem változtatja meg: 
r = fFrF + fBrB 
(1), ahol fF, fB az egyes formák fluoreszcenciájának, egyben (minthogy a hatásfokok azonosak) koncentrációjának relatív súlya; fF + fB = 1
· tekintsük a ligand (L) és a fehérje (P) egyensúlyát: L + P ( P – L
· a disszociációs állandó:  
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· ezzel fB kifejezhető: 
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(2), ahol [L0] = [L] + [P – L] a ligandum (esetünkben fluorofór) teljes koncentrációja
· fB a mért anizotrópiából (1) is megkapható: (
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 , ahol rF (fehérje nélkül) és rB (nagy [P]-nél megmérhető ( fB kiszámolható
· (2)-ből a K disszociációs állandó kiszámítható!
· az asszociációs reakciók követésében az anizotrópia mérés előnye:

· akkor is használható, ha kötődéskor nem változik meg a fluorofór kvantumhatásfoka illetve az emissziós spektruma (sőt, ha mégis változik, akkor bonyolultabb számolás kell; (ld. alább!)

· az anizotrópia mérés független a teljes fluoreszcencia intenzitástól, így akkor is alkalmazható, ha az intenzitást (minta- vagy készülék-okokból) nehéz kiértékelni 

· ha a fluoreszcencia hatásfoka kötött illetve szabad állapotban jelentősen eltér, akkor ezt a változást célszerű a kötődés vizsgálatakor felhasználni 

· ha azonban a fluoreszcencia hatásfokok aránya ( 2, és az anizotrópiák jelentősen különböznek, akkor a polarizációs vizsgálat előnyösebb:

· legyen R = qB/qF , ezzel fB most így adható meg (( helyett): 
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· makromolekulák denaturációja

· példa: proflavin – DNS komplex hőmérsékleti Perrin-plotja
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e e ©
/p-ﬁc)




· a proflavin interkalálódik a kettős hélix bázispárjai közé, ekkor majdnem teljesen immobilizálódik: P = 0,36 (P0 = 0,47), szabadon P ( 0

· az 1/P – 1/3 hirtelen megnövekedése 60 °C környékén a DNS termikus denaturációját tükrözi, amikor a kötött proflavin kiszabadul

A fluoreszcencia anizotrópia lecsengése

· a korábbi fejezetben tárgyalt stacionárius fluoreszcencia anizotrópia mérések kiértékeléséhez a méréssel nem ellenőrizhető feltevéseket kellett tenni az intenzitás és az anizotrópia lecsengésére (pl.: Perrin-egyenlet levezetése)

· lényeges többletinformáció (és e probléma megoldása) nyerhető az időfüggő mérésekből

· példa:

· a rotációs diffúzió izotróp vagy hindered

· egyetlen rotáció vagy több rotáció van-e jelen (pl. szegmentális mozgások + az egész molekula rotációs diffúziója; nem gömbalakú fluorofór illetve makromolekula)

· mérése: 

· megmérhetjük az I(((t) és I((t) lecsengéseket, elvégezzük a dekonvolúciót külön-külön, majd kiszámoljuk r(t)-t és illesztjük

· jobb:

· legyen I0(t) az intenzitás lecsengése!
· ezzel és r(t)-vel az I(((t), I((t) komponensek (az r definíciója alapján) kifejezhetők:



I(((t) = 1/3 I0(t)([1 + 2r(t)]


I((t) = 1/3 I0(t)([1 – r(t)]


 ezeket (pl. nemlineáris legkisebb négyzetes illesztéssel) szimultán dekonvoluálhatjuk és illeszthetjük (I0(t) és r(t) alakjára – optimalizálandó paraméterekkel – modellfüggvényeket írunk fel)  
· ezt kell tenni az időtartományban; a frekvenciatartományban (ún. differenciálisan polarizált frekvenciatartomány fluorimetria) a párhuzamos és merőleges polarizátor-állásnál mért fázisszögek különbségét és a fluoreszcencia AC komponenseinek hányadosát (illetve az ún. modulált anizotrópiát) kell megmérni a frekvencia függvényében és a kísérleti adatokat kell illeszteni a modellfüggvényekkel – ezzel itt nem foglalkozunk

· Fontos: I(((t) és I((t) függvényéket csak akkor (olyan t-kre) tudjuk megbízhatóan meghatározni, ha a fluoreszcencia I0(t) intenzitása még jelentős

· olyan fluorofórt kell választani, amelynek élettartama összemérhető a rotációs korrelációs idővel: ( ( (
· ha ( << ( ( I0(t) lecseng mielőtt r(t) szignifikánsan csökkenne

· ha ( >> ( ( ez a túl hosszú idpket hangsúlyozza (illetve a hosszú (-jú komponenseket), amikor már befejeződött az r lecsengése

· gyors (-k mérésekor gyakran ütközéses kioltókkal csökkentik (-t (gyorsítják I0(t) lecsengését)
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Figure 6.2. Time dependence of fluorescence depolarization.




A anizotrópia lecsengése, a fluorofór irány szerinti eloszlását reprezentáló kúpok


· Fontos: bár itt ekvivalens szögeket rendeltünk a fluorofór irány szerinti eloszlásához, valójában azonban az anizotrópia mérése 
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· szimmetrikus (gömbalakú) fluorofór (izotrop, nem korlátozott (unhindered)) esetén: 
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 , ahol ( a rotációs korrelációs idő, R a rotációs sebesség (rotation rate); 6R = (-1, r0 a kezdeti anizotrópia (rotációs diffúzió nélkül, pl. befagyasztott oldatban mérhető)

Nemszimmetrikus molekulák:

· anizotróp rotációs diffúzió 


[image: image93.jpg]



· pl. a korongszerű perilén esetén a molekula síkjában (in-plane) és a molekula síkján kívüli (out-of-plane) rotációk várhatóan eltérő sebességűek (az utóbbi lassabb)  
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· minden szimmetriát nélkülöző molekula esetén 5 komponensű a lecsengés (itt a gi és (i bonyolult függvényei a molekula tengelyei körül

· kis molekuláknál a rotációs sebességek a különböző tengelyekre ritkán térnek el jobban, mint egy 10-es faktorral

· a biológiai makromolekulák igen aszimmetrikusak lehetnek ( nagyon komplex anizotrópia lecsengés ( a mérésnek igen jól fel kell tudni oldania a komplex lecsengéseket!
Korlátozott (hindered) fluorofórok:

· a fluoreszcencia anizotrópia lecsengése akkor is komplex, ha izotrop rotátorok (fluorofór) anizotróp környezetben vannak, pl. DPH lipidmembránban

· korlátozott (hindered) rotáció: a rotációs mozgás szög-tartománya korlátozott ( r(t), r( ( 0-ra cseng le

· 6.3 ábra r(t) szabad illetve korlátozott fluorofórra r(t) = (r0 - r()(e-6Rt + r(
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Biopolimerhez kötött fluorofór szegmentális mozgásai:

· legyen (F a szegmentális mozgás korrelációs ideje

· legyen (P a makromolekula egészének korrelációs ideje

· feltehetjük, hogy a fluorofór szegmentális mozgásai függetlenek a teljes molekula rotációjától ( r(t) az egyes depolarizációs folyamatok szorzata:  
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· érdekes, hogy a szegmentális mozgásnak korlátozottnak kell lennie ((<1) ahhoz, hogy a lecsengés multiexponenciális legyen; szabad szegmentális mozgás ((=1) esetén egy-exponenciális lecsengés figyelhető meg (A = (P((F/((P + (F) korrelációs idővel

· az adatanalízis során általában multiexponenciális illesztést végzünk:  
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  modellfüggvénnyel (S a rövid (short), L a hosszú (long) korrelációs időt jelöli)
· összevetve r(t) fenti kifejezésével: 
fS = (

és
fL = 1 - (
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   ( vagyis a hosszabb korrelációs időt megfeleltethetjük a teljes molekula rotációjának, DE a rövidebb korrelációs idő nem egyenlő a szegmentális mozgás korrelációs idejével,   (S ( (F   csak akkor teljesül, ha (F (( (P
Fluorofórok keveréke:

· kétféle fluorofór illetve két különböző környezetben lévő egyfajta fluorofór esetén az intenzitás lecsengése (legalább) kétkomponensű: 
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· a komponensek frakcionális hozzájárulása a teljes intenzitáshoz nyilván: 
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· ezekből az anizotrópiák additivitásának (( ami az r definíciójából kapható: 
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· érdekes: az ilyen heterogenitás időben növekvő r(t)-re vezethet!
· ha ugyanis a fluorofórok egy része makromolekulához kötött (r nagy!) és ilyenkor ( megnövekszik, akkor rövid időknél az emisszióban a kis anizotrópiájú rövid komponens dominál, később azonban a kötött fluorofórok magas anizotrópiájú fluoreszcenciája válik meghatározóvá  

· Fontos: a felsorolt esetek mutatják, hogy a fluoreszcencia anizotrópia időfüggő mérése jelentős többletinformációt szolgáltat a stacionárius mérésekhez képest)
Biológiai alkalmazások: DPH-val jelölt lipid kettősrétegek:

· láttuk: a mikroviszkozitás stacionárius mérésének kiértékeléséhez (egyebek mellett) fel kellett tételezni, hogy a fluorofór depolarizáló rotációja membránokban ugyanolyan, mint a referencia oldószerekben (ásvánti olajokban)!
· e feltevést időfüggő mérésekkel ellenőrizték:
· ásványi olajokban (referencia oldószer a stacionárius anizotrópia méréseknél) r(t) a várt módon, egy-exponenciális lecsengést mutat a ( értékre: 
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Figure 6.4. Time-resolved decays of
DPH in mineral oil. The plots shown
are the derived impulse response func-
tions for r(). (From Ref. 11.)




· modellmembránok hidrofób tartományaiban eloszlott DPH azonban egészen másmilyen anizotrópia lecsengést mutat: 
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Figure 6.5. Time-resolved decays of
anisotropy for DPH in phospholipia
vesicles of  dimyristoyl-L-a-phos-
phatidylcholine (DMPC).





· DMPC (dimyristoyl-L-(-phosphatidylcholine) foszfolipid vezikulumokban (telített) a ( 24 (C-nál végbemenő fázisátmenet alatt r(t) NEM cseng le (-re!!! ( MÁSKÉNT forog a DPH a referencia oldószerekben (( izotróp) és a membránokban (( korlátozott (hindered) forgás)

· ez a megfigyelés teljesen általánosnak bizonyult (minden fluorofórra és membránra)

· a stacionárius “mikroviszkozitás” mérések kétségkívül nagyban hozzájárultak a membránok tulajdonságainak megértéséhez, DE az időfeloldású mérések felfedték, hogy a kísérletileg megfigyelhető mennyiség, az anizotrópia, több információt tartalmaz, mint a leszármaztatott “mikroviszkozitás” paraméter
Az r( értékek értelmezése: 

· 
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Antitest molekula szegmentális mozgása:

· Immunoglobulin G (Ig G): Y alakú molekula, molsúlya 150 kD, két felső részén antigén kötőhely van, az ezt tartalmazó globuláris fragmentum az Fab
· az Ig G erősen köti a dansyl-lizin-t

· a dansyl fluoreszcencia r(t)-jéből meg lehet határozni az Ig G illetve fragmentumai rotációs diffúzióját ( Fab -re (S = 33 ns adódott (az 50 kD-nál számított ( = 14 ns; ez tipikus eset, kb. a fele (( hidrátburok + az alakja nem gömb))
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intakt Ig G-re két exponenciális r(t):
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(S = 33 ns 




(L = 168 ns ( interpretáció: (S Fab fragmentum szegmentális mozgása






        (L a teljes fehérje forgása
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Figure 6.8. Time-resolved decays of fluorescence anisotropy for dansyl-lysine bound to IgG
and its fragments. For i, ro = 0.32 and & = 33 nsec. For 1gG, f, = 0.4, f, = 0.56, ¢, =
33 nsec and 6, = 168 nsec. (From Ref. 19.)






A Y–bázis szegmentális mozgása

· az aminosavak általában nem mutatnak szignifikáns fluoreszcenciát

· de az élesztő tRNAphe (fenilalanin tRNA) ritkán előforduló bázisa, az Y-bázis erősen fluoreszkál

· időfeloldású fluoreszcencia anizotrópia méréseket végeztek a D(t) ( I(((t) – I((t) –re: 
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· D(t) lecsengésében mind a fluoreszcencia intenzitás-, mind az anizotrópia lecsengése szerepet játszik: 
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· (’ = 3.8 ns az illesztésből, a fluoreszcencia élettartama (I(( + 2I() lecsengéséből: ( = 6.2 ns ( 
[image: image110.wmf]t

f

t

1

1

1

'

+

=

 –ból ( = 9.8 ns

· hidrodinamikai számítás: 
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   (sz. = 9.5 ns 
· 1 g/cm3 sűrűség

· azonban a tRNA NEM gömbalakú, ehhez még: hidratáció ( ( ( 18 ns várható; etidium-bromiddal jelölt tRNA-n ( = 25 ns rotációs korrelációs időt mértek

· a megfigyelt 9.8 ns = ( az Y-bázis szegmentális mobilitására utal!
A fluoreszcencia anizotrópia élettartam-feloldású mérése

· eddig az anizotrópia lecsengés időbeli feloldását a készülék végezte (időfeloldású fluoriméter)

· azonban az anizotrópia lecsengését feloldhatjuk úgy is, hogy a fluorofór élettartamát változtatjuk, és a stacionárius anizotrópiát mérjük! ( nem kell időfeloldású készülék!
· a fluoreszcencia élettartam ismert megváltoztatása a fluoreszcencia ütközéses kioltásával lehetséges

· jó ütközéses kioltó pl. a molekuláris oxigén (de VESZÉLYES, nagynyomású O2 kell; JRL majdnem elvesztette a szeme világát!)
· kioltó (ütközéses kioltás) jelenlétében: 
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 , ahol (0 a kioltás nélküli élettartam, K az ütközéses kioltási állandó

· minthogy ( változik, változik a depolarizációhoz rendelkezésre álló átlagos idő ( r(t)-re következtetni lehet:
· a ( élettartam esetén mérhető stacionárius anizotrópia (r(()) az anizotrópia időfüggő lecsengésének (r(t)) az intenzitással súlyozott átlaga: 
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· ha (az intenzitás lecsengése mellett) az r(t) lecsengése is exponenciális, akkor ebből kaphatjuk: 
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· ha r(()-t ábrázoljuk 
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· ha korlátozott (hindered) a rotációs diffúzió, azaz    
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· ez az, ami nem mutatható ki stacionárius (közönséges) mérésekkel, csupán élettartam-feloldású mérésekkel ( pl. ezért jobb az élettartam-feloldású

· r(() az  (r0 - r(())/(  függvényében most is ( meredekségű, de r( tengelymetszetű egyenes

Élettartam-feloldású anizotrópiák DPH festékkel: 
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Figure 6.15. Lifetime-resolved anisotropies of DPH in mineral oil and in phospholipid vesicles
of DMPC. Reprinted with permission from the American Chemical Society. (From Ref. 36.)




· ásványi olajban korlátozás nélküli rotációs diffúzió (láttuk) ( lineáris és valóban ( tengelymetszetű az r(() vs. (r0 - r(())/(  plot

· az r(t) exponenciális, nem korlátozott volta az élettartam-feloldású mérésből is bebizonyosodott!
· DMPC vezikulumokban (dimyristoyl-L-(-phosphatidylcholine) ezzel szemben a tengelymetszetek ( ( értékűek ( korlátozott forgás!
· az így kapott r( és ( értékek pontosan egyeznek az időfeloldású mérésekből kapott értékekkel! ( vagyis ez az egyszerű, egyensúlyi mérés is megbízhatóan alkalmazható az időfüggő r(t) mérésére! 

· DE: feltételezni kell ehhez, hogy az intenzitás lecsengése exponenciális, és ( megkapható a korábban említett módon (kioltás) 

Oldószerek hatása a fluoreszcencia spektrumára


· sok fluorofór emissziós spektruma függ környezetük polárosságától, az oldószer polárosságának növelésével az emissziós spektrum általában a vörös felé eltolódik (és a fluoreszcencia hatásfoka gyakran csökken eközben)

· az emissziós spektrum az egyik leggyakrabban mért fluoreszcencia jellemző ( igen elterjedten használják ezt a módszert

· az oldószerre való érzékenység segítségével meghatározható:

· a fluorofórok kötődése a makromolekulákhoz

· a makromolekula kötőhelyénél a polárosság
· pl.: ANS (1-anilino-8-naphthalene sulfonic acid) fluoreszcencia spektruma a kékbe tolódik, ha apomioglobinhoz kötődik ( következtetés: az ANS a hem-zsebben kötődik és (itt) nem hozzáférhető a külső vizes fázis számára

· az oldószerfüggő spektrális elolódáshoz a fluorofórt körülvevő oldószerburok átrendeződése szükséges ( időfüggő az eltolódás!
· az oldószer-relaxáció dinamikáját később, új részben tárgyaljuk

· most feltesszük: az emisszió előtt egyensúlyba jutnak az oldószer-fluorofór kölcsönhatások (ez teljesül szobahőmérséklet környékén, nem-viszkózus oldószerben) 

A Stokes-féle eltolódás és az oldószer-relaxáció
· az abszorpció és az emisszió közti Stokes-eltolódás okai: energiaveszteségek a következő folyamatok során:
· vibrációs energia disszipációja

· a fluorofór körüli oldószermolekulákban az elektronfelhő átrendeződése a gerjesztett állapotban megváltozott dipólmomentum hatására

· az oldószermolekulák átrendeződése a megváltozott dipólmomentum hatására

· specifikus kölcsönhatások a fluorofór és az oldószer között (pl. hidrogénkötések, töltéstranszfer-komplexek keletkezése)

· az aromás molekulák dipólmomentuma gerjesztett állapotban általában nagyobb, mint alapállapotban (illetve)

· abszorpciókor dipólus keletkezik (gyakorlatilag azonnal), amely perturbálja a környezetét ( az oldószerburok átrendeződik: oldószer-relaxáció 
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Általános és specifikus oldószerhatások

· általános oldószerhatások: 
azok, amelyek a törésmutatótól (n) és a dielektromos állandótól (() függenek

· specifikus oldószerhatások: kémiai kölcsönhatások a fluorofór és az oldószermolekulák között (hidrogénkötés, komplex-képződés)

· mindkétfajta oldószerhatás jelentős spektrális eltolódást okozhat

· az általános oldószerhatás MINDIG jelentkezik

· a specifikus oldószerhatás az oldószer és a fluorofór kémiai szerkezetétől függ

· a specifikus oldószerhatás gyakran nagyobb spektrális eltolódást okoz az általános oldószerhatásnál

· a specifikus oldószerhatások igen gyakoriak a rutinszerűen használt fluorofórok esetén

· az általános oldószerhatások kvantitatív leírására egy egyszerű (( ezért jól használható a gyakorlatban) elméletet, a Lippert-elméletet ismertetünk

· a specifikus oldószerhatások arról ismerhetők fel, hogy eltérnek ezen (Lippert) elmélet jóslásaitól

A Lippert-egyenlet: általános oldószerhatások a fluorofór spektumra

· ez az elmélet a legelterjedtebb, más elméletek sokkal bonyolultabbak

· mindegyik elmélet kontinuumnak tekinti az oldószert ( a specifikus oldószerhatások ezért nem magyarázhatók velük

· az oldószer és a fluorofór közti kölcsönhatások következtében megváltozott energiakülönbség az alap- és a gerjesztett állapot között: 
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Lippert-egyenlet, ahol 
[image: image121.wmf]f
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az abszorpció ill. az emisszió átlagos hullámszámai, n a törésmutató, ( a dielektromos állandó, h a Planck-állandó, c a fénysebesség, „a” a fluorofórt tartalmazó Onsager üveg sugara (Onsager-sugár)

· bár a Lippert-egyenlet csak közelítés,  nemprotikus oldószerekben mégis jó közelítését adja a megfigyelt energiaveszteségnek.

· (nemprotikus oldószer: amelyben nincs hidrxilcsoport vagy más csoport, 

· amely hidrogénkötésre képes)

· a magasabbrendű tagokat (pl. az oldószermolekulák indukált dipólmomentuma) elhanyagoltuk a Lippert-egyenletben.

· az  növelése növeli, az n növelése csökkenti a Stokes-eltolódást ( ok: a Franck-Condon elv

· ha n növekszik: mind az alap-, mind a gerjesztett állapot pillanatszerűen stabilizálódik az oldószermolekulák elektronfelhőjének átrendeződése miatt

· ha  növekszik: ugyancsak stabilizálódik az alap- és a gerjesztett állapot, DE ehhez az oldószr dipóljainak átrendezödése szükséges, ami lassú, a teljes oldószermolekula elmozdulása kell hozzá ( ez végbemegy (itt most ezt feltesszük) az emisszió előtt (( a fluoreszcencia E-jére hatással van), az abszorpció közben viszont nem (( az abszorpció E-jére nincs hatása) ( mindezt részletezzük a Lippert-egyenlet levezetésekor

· a zárójelben lévő tag az ún. orientációs polarizálhatóság: f


ennek első, -függő tagja mind az oldószermolekulák dipóljainak újraorientációjáért, mind az oldószermolekulák elektronfelhőinek átrendeződéséért felelős

 
a második, n-függő tag csak az elektronfelhő átrendeződését írja le, ami pillanatszarű ( mind az alap-, mind a gerjesztett állapot stabilizálódik ennek következtében ( az elektronfelhő átrendeződése viszonylag kevéssé befolyásolja a Stokes-eltolódást

· oldószer-eltolódás PRODAN esetén 
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Figure 7.2. Fluorescence emission spectra of PRODAN. From left o right the solvents are
cyclohexane, chlorobenzene, dimethylformamide, ethanol, and water. (From Ref. 14.)




· a nagy eltolódás oka: a dipólmomentum nagy megváltozása gerjesztett állapotban (* - )
A Lippert-egyenlet levezetése
· a Lippert-egyenlet: 
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(1) ahol (f az orientációs polarizálhatóság, (, (* alap- illetve gerjesztett állapotú dipólmomentumok

· dipól energiája a kontinuumnak tekintett oldószerben: 
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· a térerősség: 




[image: image126.wmf]f

a

R

×

=

3

2

m






(2)   ahol f az oldószer polarizálhatósága, “a” az üreg Onsager-sugara

· az elektronfelhő újrarendeződése pillanatszerű ( f(n) nagyfrekvenciás polarizálhatóság:  
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(3)

· a dielektromos állandó határozza meg az oldószermolekulák reorientációja miatti polarizálhatóságot:  
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· különbségük az orientációs polarizálhatóság:  
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(5) 

· a fluorofór és az oldószer kölcsönhatását a fluorofór dipólmomentuma és az oldószer reaktív elektromos tere (R) határozza meg

· ezt két részre bontjuk: 

· Re, Re* : elektronfelhő átrendeződése miatti elektromos tér

· Rr, Rr* : oldószer reorientáció miatti elektromos tér
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(6)
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dipól energiája dielektrikumban


· magyarázat: az oldószer reorientációja miatti Rr elektromos tér az abszorpciós illetve emissziós átmenet során NEM VÁLTOZIK MEG (Franck-Condon elv), ugyanaz marad, mint az átmenet előtti, relaxált állapotban volt; csak a lassú oldószer dipól relaxáció változtatja meg 

· Rr–et Rr*–ra (abszorpció után)

· Rr*-ot Rr–re (emisszió után) 
· abszorpció esetén tehát az alap- illetve gerjesztett állapotok energiái:  
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(8)

· emisszió esetén: 
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          (10)

· az abszorpcióhoz és az emisszióhoz tartozó foton-energiák különbsége: 
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 , ahova a (7)-(10) egyenleteket beírva: 
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· áttérve 
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-ra és felhasználva a (6) egyenletekből az Rr, Rr* kifejezéseit kapjuk a Lippert egyenletet (amelyhez vibrációs relaxáció esetén egy konstans járul) 

· a Lippert-egyenlet általánosságát gyakran érik kritikák, pl. Baksiev elmélete arra az esetre, amikor ( és (* nem egyirányú ( mégis ezt használják általában, mert nincs más olyan elmélet, amely elég egyszerű ahhoz, hogy a gyakorlatban használható legyen, viszont általánossága lényegesen túllépne a Lippert-elmélet határain

A Lippert-egyenlet alkalmazása:

· (* - )2 jellemző az adott fluorofórra

· 
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· ebből a fluorofót ismeretlen környezetének polarizálhatósága (polárossága) meghatározható

· vagy: a Stokes-eltolódás f-től való függéséből megállapítható a dipólmomentum gerjesztésekor bekövetkező változása, (* - )
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Figure 7.6. Lippert plots for two
naphthylamine derivatives. Data are
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(®). (From Ref. 9.)





Lippert-ábrázolásokra példa


· ha a Lippert-ábrázolásban egyenest kapunk, az bizonyíték arra, hogy a megfigyelt spektrális eltolódást általános oldószerhatás okozza

Specifikus oldószerhatások:

· az általános oldószerhatás a fluorofórt körülvevő oldószermolekulák halmazának együttes hatása eredményeképp alakul ki

· a specifikus oldószerhatást ezzel szemben egyetlen (vagy csak néhány) környező molekula okozza

· a specifikus oldószerhatás gyakran felismerhető az emissziós spektrum változásai alapján (különböző oldószerekben) ( példa: 
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· a hexánt polárosabb oldószerekre cserélve megváltozik az emissziós spektrum (a vibrációs szerkezet is eltűnik)

· a specifikus oldószerhatást az oldószerkeverék összetételétől való függés is mutatja: 
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Figure 7.9. Effect of solvent composition on
the emission maximum of 2-acetylan-
thracene. (From Ref. 19.)




· a hexánhoz dioxánt keverve: általános oldószerhatás

· ezzel szemben metanolt hozzákeverve szinte a teljes eltolódás bekövetkezett már 1-2% metanolnál, NOHA ez túl kevés az ( illetve n megváltoztatásához!
· ilyen nyomnyi mennyiségű metanol nem változtatta meg az abszorpciós spektrumot ( alapállapotban nincs kölcsönhatás a festék és a metanol között

· a megfigyelt spektrális változásokat a fluorofór karbonilcsoportja és a metanol közti hidrogénkötés kialakulásával magyarázták, amely gerjesztett állapotban jön létre (vagy legalábbis ilyenkor lényegesen megnő e kölcsönhatás erőssége)

· VIGYÁZAT!: ebből látszik, hogy az ilyen fluorofór molekulák már akkor olyan spektrumot mutathatnak, mint vízben, ha egyetlen vízmolekula van a közelükben!
· ez pl. fehérjemolekulához kötött fluorofór esetén a kötési hely hidrofobicitásának megítéslését igen megnehezítheti! 

· ha specifikus oldószerhatásra érzékeny fluorofórt használunk, akkor ez meghamisíthatja a környezetük polárosságának megítélését (az általánosnak gondolt oldószerhatás alapján)

· a specifikus oldószerhatás felismerhető a Lippert-ábrázolás nemlinearitásából: pl. 
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· pontok: protikus oldószerek

· körök: nemprotikus oldószerek

· a fluorofór specifikus oldószerhatásokra való érzékenysége hátrány, ha pl. makromolekulák kötőhelyének orientációs polarizálhatóságát kell meghatározni, viszont előny, ha pl. a vizes fázisnak a kötőhelyhez való hozzáférhetőségét kell meghatározni

Az oldószerhatások biológiai alkalmazása:
· a kötőhely polárosságának meghatározása, membránokhoz illetve fehérjékhez kötött fluorofór helyének meghatározása

· példa (az utóbbira): 

· az ANS kvantumhatásfoka erősen növekszik, emissziós spektruma pedig a kék felé tolódik, ha az oldószer polárossága csökken 
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Figure 7.17. Fluorescence emission spectra of ANS in various alcohols. The quantum yield
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Ref.







· vízben a kvantumhatásfoka 0,004

· apomioglobinban ennél kb. 200-szor nagyobb hatásfokot mértek, a spektrum a kékbe tolódott

· az ANS az apomioglobin apoláros régiójában kötődik, mégpedig a hem-zsebben (ugyanis a hemin kiszorította a kötőhelyről az ANS-t: az ANS-sel megegyező moláris koncentrációjú hemin hozzáadásakor az ANS fluoreszcencia gyakorlatilag megszűnt)

Az oldószer-relaxáció mechanizmusai és dinamikája

· a korábbiakban feltettük: az oldószer relaxációs ideje <<  a fluoreszcencia élettartamánál ( az emisszió a relaxált állapotból származott

· most az oldószer-relaxáció kinetikáját vizsgáljuk

· ez tipikus gerjesztett állapot-reakció

· az oldószer-relaxáció időfüggése általában kifejezésre jut a fluoreszcencia spektrum alakjának hőmérsékletfüggésében
· pl. jól ismert, hogy az oldószer befagyasztásakor a fluoreszcencia spektrum a kék felé tolódik (ui. ez a relaxálatlan állapotot tükrözi) 
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· az oldószer-relaxációnak két fenomenológiai modellje van: a folytonos és a kétállapotú

Az oldószer-relaxáció folytonos modellje (Baksiev)

· a spektrum alakja időtől független (csak eltolódik a helye)! 8.6 ábra 
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A kétállapotú modell: (lásd a 8.6 ábrán)

· a kezdeti F állapot 
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 sebességi állandóval átmegy a relaxált R állapotba

· mindkét gerjesztett állapot 
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 sebességi állandóval visszatér az alapállapotba (ezek esetleg különbözőek lehetnek az R és F állapotok esetén)

· az időfeloldású (tehát adott időpillanatban felvett) spektrum lényegesen különbözik a folytonos modellbeli spektrumtól: 

· mindkét állapot spektruma egyidejűleg látszik rajta

· a valóságban ezek közel esnek egymáshoz ( nincs két csúcs, csak egy, viszont köztes (részben relaxált) időkre a spektrum szélessége nagyobb, mint az F és R állapothoz tartozó spektrumoké

Az oldószer-relaxáció időfüggő mérése

· ha több (-nál felvesszük a lecsengést (akár idő- akár frekvencia tartományban), akkor ki lehet ezekből számítani az időfeloldott emissziós spektrumokat (TRES)

· példa: 4-aminophthalimide (4-AP) festék 
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Figure 8.11. Time-resolved fluorescence spectra of 4-aminophthalimide in n-propanol at
70 and ~132°C. The times between excitation and recording of the emission intensity are
listed on the figures. (From Ref. 22.)





· n-propanolban –132 (C és +25 (C (nincs az ábrán!) hőmérsékleteken nincs eltolódás

· viszont köztes hőmérsékleteken erős időfüggő eltolódás

· a spektrum szélessége nem változik ( folytonos modellel írható le

· az időfeloldású mérések azt is kimutatták, hogy a specifikus és általános oldószerhatások eltérő időskálán mentek végbe: 
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Figure 8.12. Steady state emission spectra of 4-aminophthalimide. Spectra are shown in pure
toluene (1), toluene containing 0.075 (2) and 0.3 M (3) propanol, and in pure propanol (4).
(From Ref. 22)





· a 4-AP stacionárius spektruma erősen függ a propanol nyomnyi koncentrációjától (amely (, n-et nem változtathatja meg) ( specifikus oldószerhatás!
· Figyelem!: az egyensúlyi emissziós spektrum kiszélesedése MINDKÉT relaxációs modell (folytonos illetve kétállapotú) esetén várható ( ellentétben az időfeloldású spektrum kiszélesedésével ennek alapján NEM lehet eldönteni azt, hogy melyik modell alkalmazható!
· az emissziós spektrum maximumának időfeloldású méréséből kiderült: 
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Figure 8.13. Time-resolved emission maxima of 4-aminophthalimide in propanol.




· magasabb hőmérsékleten a relaxáció gyorsabb és kb. –90 (C felett közelítőleg exponenciális ( a folytonos relaxációs modell alkalmasnak látszik

· DE: -90 (C-nál magasabb hőmérsékleteken a t=0-ra extrapolált fluoreszcencia maximum-hely nem ott van, ahol –196 (C-nál ( a viszonylag lassú relaxációs folyamat mellett –90 (C felett végbemegy egy gyors relaxáció is, amely kb. 430 nm-ről kb. 450 nm-re tolja el a maximumot, és amelyet a készülék már nem tud feloldani!
· a kezdeti gyors, szubnanoszekundumos relaxációt követő lassú relaxációt már jól leírja a folytonos modell

· oldószerfüggésük alapján kimutatták, hogy a gyors relaxáció specifikus, a lassú általános oldószerhatás következménye ( ez a kísérlet illusztrálja, hogy időfüggő mérésekkel a relaxációs idők eltérése alapján szétválaszthatók a relaxációs folyamatok

· időfeloldású méréssel (TRES) megkülönböztethetőek a kétállapotú és a folytonos modell szerint végbemenő oldószer-relaxációk:
· példa: 2-anilinonaphthalene glicerinben folytonos, ciklohexán +0,1 Mol/l etanolban kétállapotú modellel leírható relaxációs folyamatokat vált ki, ui. az első esetben (8.14 ábra) az emissziós sáv félértékszélessége jó 
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Figure 8.14. Time-resolved half-width of 2-anilinonaphthalene. Data are shown for 2-AN
in glycerol and in cyclohexane containing 0.1 M ethanol. (From Ref. 27.)





· közelítéssel állandó, míg a második esetben maximumon megy át az idő függvényében, és a (-függő intenzitás-lecsengés felbontható két darab (-független komponensre 
Spektrális relaxáció modellmembránokban és fehérjékben

· a membránok és a makromolekulák dinamikus tulajdonságait jellemzi a spektrális relaxáció sebessége

· a fluorofór részben hozzáférhető lehet az oldószer számára ( a spektrális relaxációt (sebességét) ez is befolyásolhatja, a mérés erről is felvilágosítást nyújthat

TRES-mérések jelölt membránokon

· TNS (2-p-toluidinylnaphthalene-6-sulfonic acid) –sel jelölt tojás lecitin vezikulumokon mértek TRES-t: 
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Figure 8.19. Time-resolved emission
spectra of TNS-labeled egg lecithin
vesicles. Spectra are shown at 1, 3, and
12 nsec following excitation.




· a negatív töltésű TNS a kettősrétegek lipid-víz határfelületi régióiban helyezkedik el

· a spektrum alakja és szélessége időfüggetlen ( a folytonos relaxációs modell jó

· az intenzitás lecsengését a hullámhossz függvényében nem lehetett illeszteni két, hullámhossztól független élettartammal (ami a kétállapotú modellre jellemző) ( nem lehet kétállapotú a modell!
· a spektrum félértékszélessége független volt az időtől: 8.20 ábra ( folytonos relaxáció
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Figure 8.20. Time-resolved emission maxima and spectral bandwidths for TNS-labeled egg






· a spektrális relaxációs időt az emisszió maximumhelyének időfüggéséből lehet megállapítani (8.20 ábra)
· a hőmérséklet emelésekor a relaxációs idő rövidebb lett ( a membrán rigiditása csökkent
· a membrán fluiditására lehet következtetni ílymódon!
A fluoreszcencia kioltása

· minden folyamat fluoreszcencia kioltás, ami az adott fluorofór fluoreszcencia intenzitását csökkenti

· pl.: gerjesztett állapot-reakciók, energiaátadás, komplex-képződés, ütközéses kioltás

· itt a fluorofór és a kioltó ütközéséből származó ütközéses, másnéven dinamikus kioltással és a statikus kioltással (amely komplex képződés eredménye) foglalkozunk

· Figyelem!: a fluoreszcencia intenzitás csökkenésének gyakran triviális okai is lehetnek, pl. nagy optikai denzitás, fényszórás; ezeket ki kell zárni!
· mind a dinamikus, mind a statikus kioltás esetén érintkeznie kell a fluorofórnak a kioltóval ( biológiai alkalmazások: 

· a kioltás kimutatja, hogy a fluorofór hozzáférhető-e a kioltó által

· a kioltó diffúziójának sebességéről felvilágosítást nyújt

· a kioltó számára való hozzáférhetőség meghatározásán keresztül lokalizálja a fluorofórt membránokon, fehérjéken belül illetve a membránok és fehérjék permeabilitásáról nyújt információt

Fluoreszcencia kioltók:
· legismertebb a molekuláris oxigén (ütközéses kioltás)

· szinte minden ismert fluorofórt kiolt

· fluoreszcencia hatásfok és élettartam pontos méréséhez gyakran el kell távolítani az oldott oxigént

· más ütközéses kioltók: hidrogén-peroxid, akrilamid, I-, BrO4-
Az ütközéses kioltás elmélete

· F0/F = 1 + kq((0((Q( = 1 + KD((Q(  a Stern-Volmer egyenlet, ahol F0, F a fluoreszcencia intenzitás kioltó nélkül illetve kioltó jelenlétében, kq a bimolekuláris kioltási állandó, (0 a fluorofór élettartama kioltó nélkül, (Q( a kioltó koncentrációja
· KD = kq((0  a Stern-Volmer (dinamikus) kioltási állandó

· Stern-Volmer ábrázolás: F0/F vs. (Q(
· KD-1 az a kioltó-koncentráció, amelynél a fluoreszcencia intenzitás a felére csökken
· ha a Stern-Volmer ábrázolás lineáris, akkor a fluorofór molekulák mindegyike ugyanabba az osztályba sorolható: mind ugyanolyan mértékben hozzáférhetők a kioltó által

· ha két fluorofór-populáció van jelen, és az egyik nem hozzáférhető a kioltó számára: a Stern-Volmer plot nem lineáris, az x-tengely felé hajlik el
· a statikus kioltás is lineáris Stern-Volmer plot-ot eredményez (meredeksége a KS asszociációs állandó) ( a Stern-Volmer ábrázolás alapján NEM KÜLÖNBÖZTETHETŐK MEG!
· megkülönböztetésük a hőmérséklettől illetve viszkozitástól való függés illetve ( a legmegbízhatóbban) élettartam-mérés segítségével történhet
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· 
F0/F = (0/(
· az ütközéses kioltás megrövidíti a gerjesztett állapot élettartamát, mivel kq (Q( sebességi állandóval depopulálja azt
· a statikus kioltás nemfluoreszkáló komplex (fluorofór-kioltó) kialakulására vezet ( a komplexet képzett fluorofór egyáltalán nem világít, míg a disszociált fluorofór élettartama változatlan ( a ( NEM VÁLTOZIK
· az ütközéses kioltás a diffúziós állandótól függ ( kq ( T/(
· növekvő T/(-val nő a Stern-Volmer plot meredeksége
· statikus kioltásnál T növelésével csökken az asszociációs állandó ( csökken a Stern-Volmer plot meredeksége
A Stern-Volmer egyenlet levezetése: (lásd a 9.1 ábrát!)

a) ütközéses kioltó jelenlétében a gerjesztett állapotú fluorofórok 
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 frakciója megy alapállapotba fluoreszcencia emisszióval, kioltás nélkül viszont mindegyik, tehát 
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b) a ( a depopuláló sebességi állandók összegének reciprokával egyenlő ( (0 = (-1  és  ( = (( + kq((Q()  vagyis:  (0/( = 1 + kq((0((Q(
· mindezekből az is látszik, hogy  F0/F = (0/( ( ez az ütközéses kioltás fontos tulajdonsága

A bimolekuláris kioltási állandó, kq 
· a fluorofór és a kioltó ütközésének frekvenciája: Z = k0((Q( , ahol k0 a diffúzió-kontrollált bimolekuláris sebességi állandó, amely a Smoluchowski egyenletből kiszámítható: 
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, ahol R = Rf + Rq  az ütközési sugár, D = Df + Dq a diffúziós együtthatók összege, N az Avogadro-szám, N/1000 a molaritásból a cm3-enkénti molekulaszámot adja meg

· az egyenlet az R sugarú gömb felületén keresztül haladó diffúziós fluxust adja meg

· a bimolekuláris kioltási állandó:  kq = ((K0 , ahol ( a kioltás hatásfoka (((1  O2, I- esetén; pl. töltéstranszfer reakciónál ( 1)

· a D diffúziós állandókat pl. a Stokes-Einstein összefüggésből kaphatjuk: 
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 , ahol k a Boltzmann-állandó, ( a viszkozitás

· az R ütközési sugár molekuláris modellekből, vagy az anyag sűrűségéből és molekulasúlyából kapható

· Vigyázat!: a Stokes-Einstein egyenlet kis molekulák esetén alulbecsüli a D-t!
· pl.: alkoholokban oldott fluorofórok oxigén-kioltásakor ( = 2…3 adódott emiatt

· oka: a Stokes-Einstein egyenlet az oldószermolekuláknál nagyobb molekulák diffúziójára vonatkozik (és e feltétel O2-re pl. etanolban nem teljesül)

A statikus kioltás elmélete:
· a dinamikus kioltás időfüggő folyamat, a diffúzió miatti ütközések eredménye (gerjesztett állapotú fluorofór és a kioltó közötti ütközéseké)

· a statikus kioltás nemfluoreszkáló komplex (az alapállapotú fluorofór és a kioltó közti ütközések eredménye) kialakulása következtében jelentkezik (lásd korábbi ábra)

· ha ez a komplex fotont abszorbeál, fénykibocsátás nélkül rögtön visszatér az alapállapotba

· a kioltási törvény a komplexképződés asszociációs konstansával megadható: 
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az asszociációs (statikus) kioltási állandó, ahol (F( a fluorofór, (Q( a kioltó koncentrációja

· a kioltatlan/kioltott fluoreszcencia intenzitás ezzel: 
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(hiszen a számlálóban az összes, a nevezőben a komplexálatlan (tehát fluoreszkáló) fluorofór koncentráció van 
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a kioltási törvény

· ez ugyanolyan, mint dinamikus kioltás esetén; itt az asszociációs állandó helyén ( a kioltás típusának meghatározásához további információ szükséges:
· (-mérés (F0/F = (0/( illetve (0/( = 1)

· T illetve ( függvényében való mérés (ui. D ( T/( ( kq, így KD is ( T/( ; viszont KS csökken, ha T nő)

· az abszorpciós spektrumok gondos összehasonlítása (ui. a dinamikus kioltás csak a gerjesztett állapotra hat ( nem változtatja meg az abszorpciós spektrumot, viszont az alapállapotbeli komplexképződés gyakran módosítja az abszorpciós spektrumot)

Egyidejű statikus és dinamikus kioltás

· ekkor bm. kiszemelt fluorofór molekula akkor fluoreszkál, ha sem statikus, sem dinamikus kioltást nem szenved ( ezen két független esemény valószínűségeinek szorzata lesz tehát a valószínűsége: 
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, ahol az első tag: (F/F0)dinamikus, a második tag (F/F0)sztatikus
· tehát a kioltási törvény kvadratikus függvénye a (Q(-nak: 
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 ( ilyen kombinált (statikus + dinamikus) kioltás esetén tehát a Stern-Volmer plot az y-tengely felé eltér a lineáristól (alulról konvex)

· emlékezzünk: heterogén fluorofór-populáció esetén (a kioltó számára eltérő hozzáférhetőségű fluorofór-csoportok) a Stern-Volmer plot az x-tengely felé tér el az egyenestől (alulról konkáv)

· a statikus és a dinamikus kioltási állandók meghatározása kombinált kioltás esetén:
· élettartam-méréssel: 

· ilyenkor a (-t csak a dinamikus kioltás módosítja ( (0/( = 1 + KD((Q( ; ennek Stern-Volmer plotjának meredekségéből: KD, amivel a fenti kioltási törvényből KS is meghatározható

· grafikusan: (ha (-t nem tudunk mérni)

· a fenti kioltási törvényt átalakítva kapjuk: F0/F = 1 + (KD + KS)((Q( + KD(KS((Q(2 = 1 + KLÁTSZ((Q( , ahol  KLÁTSZ = KD + KS + KD(KS((Q(
· ha tehát 
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–t ábrázoljuk (Q( függvényében, akkor egyenest kapunk, tengelymetszete KD + KS , meredeksége KD(KS ( ezekből KD , KS kiszámolható
· az, hogy ezek közül melyik a KD illetve a KS értéke, a hőmérséklet- illetve a viszkozitás –függésük alapján állapítható meg 
Eltérések a Stern-Volmer egyenlettől; kioltási hatásgömb

· gyakran megfigyelhetők pozitív eltérések (elhajlás az y-tengely felé) a Stern-Volmer egyenlettől, ha a kioltás foka nagy

· pl. dodekánban oldott perilén oxigén-kioltása a 9.9-es ábra szerinti pozitív eltérést mutat a Stern-Volmer egyenestől
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Figure 9.9. Oxygen quenching of perylene
fluorescence in dodecane. Reprinted with
permission from the American Chemical

Society. (From Ref. 28.)




· a magyarázat nem lehet kombinált kioltás, mert az ez esetre kidolgozott fenti formalizmus irreálisan alacsony statikus kioltási állandót ad (KS = 2.6 M-1)
· magyarázat: nem komplex-képződés a látszólagos statikus komponens megjelenésének oka, hanem az, hogy a gerjesztés pillanatában a fluorofórokhoz közel lévő kioltómolekulák 1 valószínűséggel kioltják az adott fluorofórt:
· a fluorofór körüli “hatásgömbön” belül elhelyezkedő kioltó BIZTOSAN kioltja a fluorofórt
· erre az esetre a Stern-Volmer egyenlet módosított formája érvényes: 
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 , ahol v a hatásgömb térfogata

· az előbbi példában r = 9R adódik a hatásgömb sugarára, ami alig nagyobb, mint a fluorofór (4 Å) és a kioltó (2 Å) molekula sugarának összege ( reális

· ez nem azt jelenti, hogy a kioltás ütközés nélkül is megtörténik!
· a kioltási adatok mind azt bizonyítják, hogy ütköznie kell a kioltónak a fluorofórral a kioltáshoz

· a hatásgömb-modell úgy interpretálható, hogy ha a kioltó benne van a hatásgömbben, akkor ( 1 valószínűséggel a fluoreszcencia élettartamához képest rövid idő alatt ütközni is fog vele

A hatásgömb-modell módosított Stern-Volmer egyenletének leszármaztatása:
· annak valószínűsége, hogy egy v térfogatú térrészben n db (kioltó) molekula van, Poisson-statisztikát követ: P(n) = (n(e-( /(n!) , ahol ( a v térfogatban lévő (kioltó) molekulák átlagos száma, esetünkben ez: ( = v((Q((N/1000

· csak azok a fluorofórok fluoreszkálnak ( azokat látjuk, amelyek hatásgömbjén belül nincs kioltó; ennek valószínűsége: P(0) = e-(
· vagyis a hatásgömb-modell e-v Q N / 1000 faktorral csökkenti a megfigyelhető fluorofórok számát, ami rögtön a módosított Stern-Volmer egyenletet adja

· láttuk már, hogy a diffúzió-kontrollált reakciók (amelyek sebességét a reaktáns molekulák ütközéseinek gyakorisága határolja) bimolekuláris sebességi állandója, k0 a Smoluchowski-egyenlettel adható meg:  k0 = 4(((N((D1 + D2)((R1 + R2)/1000 , ahol D1 és D2 diffúziós együtthatók, R1 és R2 a molekulák sugara
· az egyikfajta molekulát állónak képzeljük, a másik pedig (D1 + D2) diffúziós állandóval mozog
· a Smoluchowski-egyenlet az R sugarú gömb felületén átdiffundáló (kioltó) molekulák áthaladási gyakoriságát adja meg
· a diffúzió folytán A felületen áthaladó I részecske-áram (molekula/s egységben):  I = -D(A(dc/dx , ahol D-nek cm2/s, A-nak cm2, c-nek molekula/cm3, x-nek pedig cm a mértékegysége
· a fluorofór és a kioltó ütközéseinek Z frekvenciája az R sugarú gömb felületén keresztülfolyó árammal egyenlő:  Z = 4(((R2(D((dc/dr)R , ahol dc/dr = N((Q(/(1000R) , hiszen a fluorofór helyén nincs kioltó (c=0), tőle R távolságban viszont a koncentráció N((Q(/1000 (molekula/cm3)
· ez megadja a a kioltók effektív gradiensét azon fluorofórok környezetében, amelyek megfigyelhetők (azaz nem érintkezik velük kioltó molekula)
 Biológiai alkalmazások:

· DNS-be interkalálódott etidium-bromid hozzáférhetősége oxigén kioltó által
· a planáris etidium-bromid (EB) fluorofór molekula a DNS kettős hélixének bázispárjai közé interkalálódik

· kérdés: elzárják-e a környezettől az EB-t a bázispárok úgy, hogy oxigén ne férhessen hozzá (EB a hélix külső részéhez is kötődik, de ez a fajta kötődés nem szignifikáns az alábbi kísérletben)

· DNS jelenléte nélkül az EB kq bimolekuláris kioltási állandója kq = 0.35(1010 M-1s-1
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Figure 9.10. Oxygen quenching of cthidium bromide in solution and when intercalated nto
double helical DNA. Reprinted with permission from the American Chemical Society. (From
Rel. 28)




· ábra (9.10): interkalálódáskor az EB élettartama 1.75 ns-ról 20.5 ns-ra növekszik ( okvetlenül mérni kell a (-t; ez az ábrán már figyelembe van véve ( a meredekség kq)
· ez a kq érték kb. az 1/3-a az oxigénkioltásra (diffúzió-kontrollált esetben) várható értéknek ( az EB szerkezete olyan, hogy a molekula aromás részét az azt körülvevő terjedelmes csoportok elzárják az O2 elől
· mielőtt makromolekulához kötnénk, minden fluorofórt érdemes megvizsgálni oldatban is!

· az ábrán látható, hogy DNS-be interkalálódva az EB bimolekuláris kioltási állandója kb. 1/30-ára csökken, kq = 0.011(1010 M-1s-1 ( VAGYIS A DNS-be interkalálódás eredményeképp erősen csökken az EB térbeli hozzáférhetősége az O2 által: megvédik a bázispárok, amelyek közé interkalál
· fehérjék triptofán rezidumainak eloszlása (a felülethez közeli / a fehérje belsejében lévő helyek között)
· a kioltás különbséget tesz a fluorofór két osztálya között: a kioltó által hozzáférhető (felülethez közeli) illetve a kioltótól elzárt (fehérje belsejében) fluorofórok között
· ilyen esetben a Stern-Volmer plot az x-tengely felé elhajlik (mert F nagy kioltó koncentrációnál sem csökkenhet a kioltótól elzárt fluorofórok fluoreszcencia szintje alá); felbontása a kioltó által hozzáférhető (h) és attól elzárt (e) osztályokra:

· kioltó nélkül:  F0 = F0,h + F0,e  lesz a fluoreszcencia intenzitása
· kioltóval: 
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, ahol K a Stern-Volmer kioltási állandó és az F0,e az a fluoreszcencia intenzitás, amit nem tud kioltani a kioltó
· ezt kivonva a fenti egyenletből: 
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· a fenti F0-at (F-fel osztva kapjuk: 
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, amiből módosított Stern-Volmer plot-tal: F0/(F vs. 1/(Q( kaphatjuk: 1/fh (tengelymetszet) illetve 1/(fh(K) (meredekség) értékét, és ahol 
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a kezdeti fluoreszcencia kioltó által hozzáférhető frakciója 
· ezt felhasználjuk a külső és belső triptofánok elkülönítésére lizozim jodid-kioltásának mérése alapján: 
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Figure 9.14. Todide Stern-Volmer plot of
lysozyme in the presence (CJ) and absence
(O) of guanidine hydrochloride. Also shown
is the modified Stern-Volmer plot. Reprin-
ted with permission from the authors and the
American Chemical Society. (From Ref. 7.)





· a Stern-Volmer plot az (I-( -tengely (x-tengely) felé hajlik natív lizozimban (felső ábra, O); 6 M guanidin hidroklorid (denaturálja a fehérjét) jelenlétében a Stern-Volmer plot egyenes
· natív lizozimban az I- által nem hozzáférhető populáció van; a denaturáltban ilyen frakció nincs
· a módosított Stern-Volmer plot (alsó ábra) tengelymetszete natív lizozim esetén 1.5 (= fh-1)
· a módosított Stern-Volmer plot tengelymetszete denaturált proteinesetén 1 ( minden triptofán reziduum hozzáférhető
· a felülethez közeli triptofánok kiolthatósága lehetővé teszi a spektrumok összehasonlítását: 
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Figure 9.15. Fluorescence emission spectra of native and denatured lysozyme. Spectra are
shown in the absence (a) and presence (b) of quencher (0.2 M KI). Also shown is the difference
spectra (C), which represent the emission spectrum of the quenched tryptophan residues.
Denaturation was accomplished with 6 M guanidinium hydrochloride. Reprinted with per-
mission from the authors and the American Chemical Society. (From Ref. 7.)




· a natív lizozim molekulán belül (nem kiolthatóan) elhelyezkedő triptofán reziduumok fluoreszcencia spektruma a kékbe tolódik (nem poláros környezet), míg denaturált lizozim esetén nincs eltolódás (mindegyik triptofán exponált a poláros oldószer számára)

· membránok mikroviszkozitásának becslése

· a 2-metilantracén (2-MA) fluorofór nem poláros és a membránok acil oldalláncainak tartományában helyezkedik el
· dimyristoyl (DMPC) és dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC) vezikulumokban a 2-MA oxigén-kioltását a (9.20) ábra mutatja 30.6 (C-on
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Figure 9.20. Oxygen quenching of
2-methylanthracene in lipid bi-
layers. Reprinted with permission
from the author and Elsevier Bio-
medical Press. (From Ref. 45.)






· e hőmérsékleten a DMPC vezikulumokfázis tranzíciós hőmérsékletük (24 (C) felett, a DPPC vezikulumok alatta (37 (C) vannak
· DPH-val végzett mikroviszkozitás-mérések ( = 1 P illetve 8.2 P mikroviszkozitást eredményeztek

· kioltással azonban (lásd a fenti ábrát) csak egy kettes faktorral eltérő mikroviszkozitások becsülhetők
· és a mikroviszkozitások abszolút értékei (a Smoluchowski egyenlet alapján, a Stokes-Einstein egyenlet felhasználásával) kb. 3 nagyságrenddel kisebbek a kioltás alapján becsülve, mint a fent említett DPH-s rotációs diffúzió mérésekből kapott adatok
· a mikroviszkozitás-értékek erősen függnek attól, hogy a nagy DPH molekula rotációs diffúziójának vagy a kis O2-molekula diffúziós állandójának alapján becsüljük-e azokat ( ok: hindrance (korlátozott forgás)

Energiatranszfer

· fluoreszcencia energiatranszfer: a gerjesztett állapot energiájának átadása egy donormolekuláról (d) valamilyen akceptor molekulára (a)
· csak a sugárzás nélküli energiaátadással foglalkozunk, amely a D és A közti dipól-dipól csatolás eredménye, és nem jár foton emissziójával illetve (re)abszorpciójával
· (a sugárzásos (foton emissziója és reabszorpciója) átadás triviális információival szemben) a sugárzás nélküli energiaátadás igen sok fontos információt ad a D-A párról!

· az energiaátadás sebessége, kT:
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 , ahol (d a donor élettartama akceptor nélkül, r a D-A távolság, R0 a Förster-távolság (amelynél az energiaátadás hatásfoka 50%)

· R0 értéke 20…50Å ( az energiaátadás mérésével a D-A távolságok meghatározhatók a fehérjék átmérőjével illetve a biológiai membránok vastagságával összemérhető értékek tartományában!
· alkalmazható:

· asszociációs reakciók vizsgálatára

· fehérjék kötési helyei távolságának meghatározására

· távolságeloszlás ( konformációs eloszlás meghatározására

· szemben az eddig említett egyéb fluoreszcencia spektroszkópia módszerekkel (fluoreszcencia polarizáció, kioltás, oldószer-relaxáció) az energiaátadás nem az oldószerburok molekuláival való kölcsönhatásoktól függ, hanem (szinte) csak a D-A távolságtól (az oldószerhatásoktól csak a spektrális változásaikon keresztül függ)

Az energiaátadás gyakorisága (sebessége): 
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· rövidebben kT = r-6(J(K2(n-4((d(8,71(1023 s-1, ahol (d a donor kvantumhatásfoka akceptor nélkül, n a törésmutató, N az Avogadro-szám, r a D-A távolság, (d a D élettartama A nélkül, Fd(() a normált (korrigált) fluoreszcencia intenzitása a D-nek a hullámszám függvényében (egységnyi hullámszám intervallumban!), (a(() az A extinkciós koefficiense (-nál, (d ( (d/(d a D emisszív sebessége, K2 a donor és akceptor átmeneti momentumainak relatív térbeli irányától függő faktor (orientációs faktor), J az átfedési integrál (a D emiossziós és az A abszorpciós spektrumának átfedését írja le)
· a konstans tagokat gyakran összevonják az R0 Förster-távolságban; R0 távolságban lévő A és D közötti energiatranszfer sebessége (gyakorisága) megegyezik az A nélküli D lecsengési sebességével ((d = (d-1 -gyel) ( kT = (d-1 -gyel tehát kapjuk: 
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  ezzel a kT egyszerűbb alakja: 
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0

1

÷

ø

ö

ç

è

æ

×

=

r

R

k

d

T

t


· az energiatranszfer hatásfoka (az energiaátadás gyakorisága / az abszorpció (D általi abszorpció) gyakorisága): 
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ez kiszámítható a donor relatív fluoreszcencia hatásfokaiból A jelenlétében (Fda) és anélkül (Fd) illetve a D élettartamaiból ugyan ekkor ((da illetve (d): 
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 (megkaphatók a fenti E-ből:)    
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felhasználásával ( az E a távolságokkal is kifejezhető: 
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· Figyelem!: a fenti kifejezések RÖGZÍTETT r-re vonatkoznak! (nem átlagosra)  

· a K2 értéke 0 és 4 (merőleges illetve párhuzamos dipólok) között változhat

· random eloszlás (( a transzfer előtt rotációs diffúzióval randomizálódó eloszlás) esetén K2 = 2/3 (általában ezt feltételezik)

· K2 1-től 4-ig való változása csak 26% hibát ad r-ben (r6 miatt)

· DE vigyázat! merőleges dipólok K2 = 0 esetén teljesen hibás lehet az eredmény!
· az energiatranszfer r6-os távolságfüggését kísérletileg is igazolták különböző hosszúságú rúdalakú molekulákba épített  D-A párra (a lánc hosszát egy adott csoport számának gyarapításával növelték)

Alkalmazások:

· rögzített D-A távolság meghatározása:

· a transzfer E hatásfokát meghatározzuk (da,(d illetve Fda, Fd mérése alapján (ld. fent!) ( ebből az E-nek R0, r-rel való kifejezéséből ( r (figyelem, nem rögzített r esetén NEM átlagot ad, hiszen a kis r-ek súlya igen nagy r6 miatt!) 

· molekulák két pontjának távolsága

· asszociációs vizsgálatok

· durva konformációs vizsgálatok

· a donor intenzitás-lecsengésének időfüggő méréséből a D-A távolság eloszlása is meghatározható (de MODELL kell! (lorentzi, gaussi, stb.))

· konformációs eloszlások
· kötőhely távolság-eloszlása
· a donor intenzitás-lecsengésének időfüggő méréséből a D-A távolság diffúzió miatti változása a gerjesztett állapot élettartama alatt ( D-k
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