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Abstract

Fluorescence is present in many forms in the contemporary research and applied sciences in
the industry or medicine too. The fields involved include physics, chemistry, biology and
material science. The history of fluorescence goes back to many centuries and there are
research activities also in our days to develop methods and devices.
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A jelenség maga a fotolumineszcencia egyik forméja, mely sordn az anyagot adott (lathato
vagy nem lathato) hullamhossza fénnyel besugdrozzuk és az igy l1étrejott gerjesztett allapot
magasabb hullamhosszli, de alacsonyabb energiaji fotonok kibocsatasaval tér vissza a
nyugalmi allapotaba.

Rokon tulajdonsdgot mutat a foszforeszcencidval. A kiilonbséget sokaig csak besugérzast
kovetd emittalas idejében lattak, a fizikai magyarazatra, amiben a spin multiplicitdsnak van
szerepe, csak késobb keriilt sor. Mig a foszforeszcencianal a gerjesztett triplett allapotbol
torténik az emittalas, amit egy internal crossing (ISC) elnevezésii 1épésen keresztiil elektron
spin atfordulassal ér el, a flureszcencidnal gerjesztett szingulett allapotbdl jut vissza az anyag
a nyugalmi szingulett allapotba [1].

Mar joval a tényleges magyardzat elott akadtak szemtanti a jelenségnek. Az elsok kozott
emlitendé a spanyol orvos és botanikus, Nicolas Monardes (1493-1588), aki 1565-ben
lejegyezte, hogy egy mexiko6i fabol (Lignum nephriticum — texasi vesefa) késziilt fozet
megfeleld koriilmények kozott opalos kék szint ad [2]. Késdbb rajottek, hogy a ndvényben
talalhato tobbféle flavonoidok egyike az adott koriilmények kozott a fluoreszcenciat kivalto
vegylletté oxidalodott, ami a matlanine nevet kapta. Az elnevezés az azték kék (matlali)
szobol eredeztethetd, ugyanis az aztékok ezt a fozetet diuretikumként (vizelethajtd) hasznaltak
mar korabban is vesebaj esetén [3] Monardes volt az elsd, aki a jelenséget analitikai célokra
alkalmazta, ugyanis a hamisitott fé6zetek nem adtak vissza a jegyzett kék szint [2].

Robert Boyle (1627-1691), angol—ir fizikus és kémikus 1664-ben Monardes munkajat kovetve
lejegyezte, hogy sok fozet elkészitése utan a fa elvesztette szinado tulajdonsagéat. Tovabba
felfedezte, hogy a sav hozzaadasakor megszint a szin és a lig hozzaadasa visszahozta azt,
ezaltal 6 volt az elsd, aki leirt egy sav-bazis fluoreszcens indikatort [4].

1833-ban a skot fizikus Sir David Brewster (1781-1868) ndvény levél alkoholos
extraktumaval foglalkozott, amikor azt észlelte, hogy a megvilagitd fehér fény a zo6ld oldaton
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athaladva voOrés fénysugarat eredményez. A jelenséget a klorofill, a ndvények zold
szinanyaganak, fluoreszcenciaja okozta. Hasonld észrevételt tett bizonyos fluorit kristalyok
esetén, amelyek megvilagitasa kék fénysugarat okozott [5]. Ekkoriban a fénytoréssel vélték
magyarazni fluoreszcenciat.

Sir John Hershel (1792-1871), angol polihisztor, Kinin-szulfat savas oldatanak vizsgalatakor
kék szint észlelt a folyadék felszinén, mig a tobbi rész szintelen maradt. 1845-ben a gorog
felszin sz6 utan epipolikus diszperzionak nevezte el észrevételét. A kristalyokon tapasztalt
kék szinnel megerdsitette allaspontjat, mig a mexikoi fa fézet esetét apro kristalyokon térténd
diszperzioval magyarazta az oldatban [6].

Sir George Gabriel Stokes (1819-1903), ir fizikus és matematikus, 1852-ben publikalt
irasaban tobbek kozott kinin és fluorit kristadlyok vizsgédlata utan diszperziv reflexionak
(,,5z€tsz0r6do visszaverddés”) nevezte és kimondta, hogy a szort fény hullamhossza, mindig
nagyobb lesz, mint az besugarzoé. A kinin oldat vizsgélatkor a napfényt egy prizméval
alkotoira bontotta. A lathatd fény tartomanyaban (380-700 nm) nem érzékelt fényjelenséget,
viszont amikor azonban a teszt {iveg az ibolyan tali nem lathaté tartoméanyba ért (<380 nm) a
folyadék kéken (~450 nm) fényleni kezdett. Tiszteletére a megallapitasait ma Stokes-
torvénynek nevezziik. Szintén roéla lett elnevezve az a paraméter ami az abszorpcids és
emisszios spektrumok maximumainak tavolsagat adja meg (Stokes shift). O volt az elsd, aki
hasznalta a fluoreszcencia kifejezést is [7].

Edmond Becquerel (1820-1891), francia fizikus, aki a foszforeszcencia uttoréje volt, tobbek
kozott a foszforoszkoppal, megalkotott egy belsd feliiletén lumineszcens anyaggal bevont
elektromos kisiilési csovet. Ez az alapja a ma is haszndlt fluoreszcens csoveknek, avagy
fluoreszcens lampaknak [8].

Victor Pierre (1819-1886) jott ra kisérletei soran, hogy a fluoreszcens spektrum az adott
anyagra jellemz6 tulajdonsdg, miutdn egykomponensii oldatokat, illetve keverékeket is

vizsgalt. Ugyancsak vizsgalta a fluoreszcencia pH fiiggését is, milyen hatdsai akadnak a
savaknak ¢és bazisoknak [9].

Friedrich Goppelsroder (1837-1919) az aluminium kimutatdsdra alkalmazott fluoreszcens
komplexalast 1868-ban. A keldtkomplex képz0 morin aluminium jelenlétében,
megndvekedett fluoreszcencidt eredményezett, ami egy széles korben elfogadott modszerré
valt a fém meghatarozasara [10]. Ekkor hasznaltak eldszor a fluoreszcens analizis kifejezést.

A szintetikus festékanyagok torténete 1856-ig nyulik vissza, amikor is a minddssze 18 éves
William Henry Perkin (1838-1907) a kinin szintézise kdzben, ami a malaria ellen alkalmazott
szer, akaratlanul allitotta el6 a kés6bb mauve névre keresztelt lila festékanyagot [11].

Adolf von Baeyer (1835-1917), német kémikus, 1871-ben szintetizalta a ma fluoreszcein (1.
abra) néven ismert sargas-zold fluoreszcens vegyliletet, ami az alapjaul szolgalt mara az egyik
legnagyobb festékcsalddnak, a xantén-szarmazakoknak, amik kozé tartoznak pl. a
rodaminok vagy az Alexa Fluor® szinezékek [12]. Baeyer 1905-ben a szerves kémia ¢€s a
vegyipar fejlesztésében végzett szolgalatai elismeréseként, a szerves festékekkel ¢és
hidroaromas vegyiiletekkel kapcsolatos munkéjaért kémiai Nobel dijat kapott.
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1887-ben Karl Noack konyvében ,,Verzeichniss fluoreszierender Substanzen nach der Farbe
des Fluoreszenzlichtes geordnet: mit literaturnachweisen” mar 660 fluoreszcens vegyiiletet
jegyzett le.

A fluoreszcein biolégiai alkalmazasara tobb évtizedet kellett varni. Albert Coons (1912-
1978) és munkatarsai a reumas lazért felelés baktérium elleni antitesttel dolgoztak. Felismerte
a lehetdséget az antitestekhez kapcsolt fluoreszcens molekuldkban, melyek a sejtekben vagy
szovetekben lehet6vé tennék a fehérjékhez vald kotddés detektalasat, megjelenitését. Ennek
nyoman els6ként ki is dolgoztak egy modszert 1941-ben, mellyel a fluoreszceint antitesthez
kapcsoltak és allati szovetben lathatova tették a fehérje kotodést. Megsziiletett az
immunofluoreszcencia [13].

1952-ben Gregorio Weber (1916-1942) 1-(dimetil-amino)naftalin-5-szulfonil-kloridot (danzil-
kloridot) kapcsolt fehérjékhez. Polarizacié soran vizsgalt fehérje hidrodinamikat, ami
megalapozta a késobbi kvantitativ fluoreszcens méréseket [14].

A fluoreszcein alkalmazasanak egyik hatranya az autofluoreszcencia jelenségében
keresendd. Bizonyos bioldgiai sejtszervecskék mint a mitokondrium vagy a lizoszéma, fény
hatasara sugarzast emittalnak, megnovelve a hattérzajt a fluoereszcencias meghatdrozasnal,
amennyiben az emittalt hullimhosszok kozel allnak egymashoz, vagy atfednek. Maganak a
fluoreszceinnek a révid hullamhosszl, zold tartomanyba esdé sugarzasa rossz jel/zaj aranyt
adott az autofluoreszcencia miatt. A festékanyagok fejlesztése ezért eltolddott a nagyobb
hulldmhosszu, vords fényt (500-600 nm) emittalod vegyliletek irdnyaba. Az els6 festékcsalad a
fluoreszceinnel rokon rodaminok (1. abra) lettek, melyek nagyobb fotostabilitassal és pH
toleranciaval is rendelkeztek [15].

1.4bra A fluoreszcein szerkezete (balra) és a rodamin
szarmazékok alapszerkezete (jobbra) és szinkiilonbsége (wikipédia)

A rodamin festékek ellenben rosszul oldodtak, €s problémas volt az onkioltasa (quenching) is
az antitest-konjugaciokor, mely soran elveszik a fluoreszcens intenzitas egy része.

A kovetkezé festékcsalad Alan Waggoner nevéhez fiizédik. A cianin szarmazékokkal (2.

abra) jobb viz oldhatosagot, kisebb mértékii kioltast és szélesebb emittalt hullamhossz
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tartomanyt (560-800 nm) értek el. A tulajdonsagok a két heterociklusos gylirti modositasaval,
vagy az 0sszekotd polimetin szénlanc hosszaval valtoztathatoak [16].

2. abra A cianin szarmazékok altalanos szerkezete

Tovabbra is problémat jelentett a fluoreszcencia intenzitasanak csokkenése fehérjéhez,
antitesthez kotddés soran, amit a festékmolekuldk egymaéssal torténd konjugicidja sordn
kialakul6 nem fluoreszcens aggregatumok képzddésével magyaraztak. A megoldast a
szulfonalas jelentette, ami a negativ toltések révén (SOs  csoportok) csokkentette az
egymassal vald kdlcsonhatast, aggregatum képzodést, valamint ndvelte a vizoldhatdsagot is,
ami néhany magasabb hulldmhosszon emittalo festéknél tovabbra is problémat jelentett. (A
nagy delokalizalt rendszerek, aromds benzolgytlirik vagy konjugalt kettés kotések sorozata,
amik hozzdjarulnak az abszorbedlt és emittalt hulldimhossz véltozashoz, altalaban a lipofilitast
novelik, szemben a hidrofil jelleggel.) A vegyiiletcsalad a Cy® markanévvel valt ismertté
[17].

A rodamin csalad tagjai - a cianin festékek sikere utdn - is atestek a szulfonalason, hasonld
pozitiv eredményeket produkédlva. No6tt a fotostabilitas, csokkent a kioltas, javult az
oldhatosag. Az els6 szarmazékok oOta sok uj festéket sikertilt eldallitani lefedve a spektrumot a
kéktdl a kozeli infra hulldmhossz tartomanyban. Az ebbe a vegyiiletcsaladba tartozo
szinezékek az Alexa Fluor® (3.abra) nevet viselik [18].

3. dbra Egy példa, az Alexa Fluor®

488 szerkezete

A szulfonalas sem a tokéletes megoldas, nehézségek tovabbra is akadnak, mint példaul a
negativ toltések miatt kevésbé specifikus kotések létrejotte a biomolekuldkban, igy mind a
mai napig dolgoznak 1j festékek eldallitasan.

A fluoreszcencia alkalmazédsakor meg kell emliteni a fluoreszcens mikroszkopot. Ez egy
olyan optikai mikroszképos technika, amely fluoreszcenciat és foszforeszcenciat hasznal
szerves vagy szervetlen anyagok tulajdonsdgainak tanulmanyozaséra, el6bbit elsdsorban a
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sejtbiologiaban. A vizsgalni kivant mintdknak a fény altal gerjesztett emissziojat képezi le. A
sejtekben, szovetekben megtalalhaté szerves molekulak tobbsége maguk is rendelkeznek
fluoreszcens tulajdonsaggal, de festékanyagokat is lehet alkalmazni.

Torténete 1904-ben kezdddik, amikor August Kohler (1866-1948) megalkotta az ultraibolya
abszorpcios mikroszképot. A vizsgalatai soran feljegyezte a fluoreszcencia jelenségét is a
lathat6 fény tartoméanyban, annak ellenére, hogy az eszkoz az ultraibolya tartoményra volt
fokuszalva.

1908-ban egy modositott eszkozt készitett Henry Siedentopf (1872-1940) segitségével, amely
az elsé 6nalld fluoreszcens mikroszkopnak tekinthetd. Heinrich Lehmann egy specidlis sziird
segitségével a lathatd fényt6l mentes ultraibolya hullimhossz tartomanyu spektrumot ért el,
mint alkalmazott fényforras.

Carl Reichert (1851-1922) felismerte a lehetdséget Lehmann munkassagaban és tamogatta a
fluoreszcens mikroszkop fejlesztését, aminek részleteit Otto Heimstaedt jegyezte le 1911-ben.
1914-ben Stanislav Von Prowazek (1875-1915) tobbféle fluoreszcens festéket és gyogyszert
adott sejtkulturaknak, és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalta az indukalt emissziot. [19]. A
4. dbran egy modern fluoreszcens mikroszkop felvétele lathato. A kiillonbozé szinek oka, hogy
a fluoroforokat kiilon-kiilon leképezik gerjesztési és emisszids szlirdkkel, a végsd abrat a
kiilon-kiilon leképzett felvételek atfedésével kapjuk.

weds? we528

4. abra. Eltérd hullamhosszokon készitett fluoreszcens mikroszkopos felvételek és a kombinalt kép (wikipédia)

Egy masik fontos felfedezésként még emlitést kell tenni a GFP mozaikszoval jelzett z6lden
fluoreszkalo fehérjérél. 1955-ben Davenport és Nicol publikalt egy tanulmanyt [20], amely a
hidromediza néven ismert alosztily eozinofiljeinek (fehérvérsejtek egyik csoportja) fotogén
szovetét irja le.

1962-ben Osamu Shimomura (1928-2018), Frank H. Johnson (1908-1990) és Yo Saiga
biolumineszcens medazakbol (Aequorea victoria) vett mintakbol izolaltdk a fotogén
tulajdonsagért felelés komponenst, egy fehérjét, ami ultraibolya, vagy kék fénnyel
besugarozva zo6ld szinnel vilagit[21]. A fehérjelancban hdrom egymast kdvetd aminosav
kozotti kolesonhatas soran alakul ki a kromofor rész, amelyet korbe vesz a fehérje, ezzel
ellenallova téve. Jelentdsége, hogy egyfajta jelzérendszerként lehetové teszik a sejtek
novekedésének nyomon kovetését. Egy 1994-ben megjelent publikacié bemutatja prokariota
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¢s ecukariota sejtekben a GFP-t kodolé gén funkcionalis expresszalhatosagat
(génkifejezddését), vagyis a DNS-ben tarolt informacid6 meg tud jelenni a sejtek
tulajdonsagaiban. [22]. Egy évvel késébb 1995-ben egy-pontos mutacioval (egy aminosav
cserével) Roger Y. Tsien (1952-2016) és munkatarsai jelent6s javulast értek el a GFP
spektralis tulajdonsdgaiban, mint megnovekedett fluoreszcencia ¢és fotostabilitas [23].
Gyakorlati jelentdsége példaul a rakkutatisban van, a sejtnovekedés, sejtburjanzas
detektalasban, az attétképzO6dés nyomon kovetésében. A fontossagat mutatja, hogy 2008-ban
Shimomura, Tsien és Martin Chalfie (1947-) kémiai Nobel-dijat kaptak a GFP felfedezéséért
¢s fejlesztéséért.

Lathatod, hogy jelentds és eredményes multat tudhat maga mogott a fluoreszcencia és az ehhez
kapcsolodo kutatasok, de a lehetdség a fejlodésre még mindig adott. A bioldgiai képalkotas, a
festékanyagok és modszerek fontossagat jellemzi, hogy a ACS Publications 2023 aprilisdban
ujonnan indul6d folydiratot is szentel e teriiletnek, ,,Chemical and Biomedical Imaging”
cimmel.
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