5. Fluorescencijos désningumai

5.1 Fotono ir molekulés saveika

Visi fotofizikiniai ir fotocheminiai vyksmai prasideda audinio molekulei sugérus
Sviesos fotona. Molekuliniu lygmeniu Sviesos ir audinio saveika yra aprasoma kaip
Sviesos dalelés, kitaip tariant fotono, ir audinj sudaranc¢iy molekuliy saveika.

Fotonai saveikauja su atomy ir molekuliy elektroniniais apvalkalais (debeséliais).
Sugerties (absorbcijos) vyksmo metu fotonas

Sviesos sgveika

atiduoda savo energija molekulei, ir $§i tampa su elekironais

elektroniskai  suzadinta. Vandenilio atomo

saveika su Sviesos fotonu pavaizduota 5.1 = '
paveiksle. Sugerties metu fotonas perduoda
energija vandenilio elektronui, kuris perSoka i$

pagrindinio atomo lygmens { aukStesnés Sugsits herEsoncE

energijos  lygmeni. Taip atomas tampa 5.1 Sviesos saveika su vandenilio

suzadintosios biisenos (ivyksta Sviesos sugertis). atomo elektronais

Suzadintoji atomo biisena yra nestabili, todél
elektronas grizta | pagrinding biisena, atiduodamas energijos pertekliy aplinkai, arba
iSspinduliuvodamas Sviesos kvanta (ivyksta fluorescencija).

Elektronai atomuose ir molekulése gali egzistuoti budami tam tikros energinés
busenos, kuri yra vadinama energijos lygmeniu (orbitale). Pagrindinés biisenos molekulés
visos molekulinés orbitalés yra uzpildytos elektrony poromis. Pagal Pauli draudimo
principa, viename energiniame lygmenyje gali buti tik du elektronai, turintys skirtingus
sukinius, todél pagrindinés biisenos suminis sukinys lygus nuliui. Suzadintos molekulés
iSorinio apvalkalo elektronas perSoka | auksStesne orbitalg. Elektronuy sukiniai gali biiti
orientuoti ta pacia arba prieSinga kryptimi. Todél suzadinta molekulé gali biiti dvejopu
buseny, kuriy suminiai sukiniy kvantiniai skaiciai yra 0 ir 1. ISoriniame arba vidiniame
magnetiniame lauke pirmuoju atveju sukinio projekcija gali jgyti viena kvantinio
skaicCiaus verte (0), antruoju — tris vertes (—1, 0 ir 1), tod¢l Sios biisenos atitinkamai
vadinamos singuletinémis ir tripletinémis. Paprastai daugiaatomiy molekuliy pagrindinés

busenos yra singuletinés. ISimtj sudaro kai kurios dviatomés molekulés (pavydziui,
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deguonis O,), kuriy pagrindiné biisena yra tripletiné. Daugiaatomiy molekuliy elektrony
Suoliai ir galimi spinduliniai ir nespinduliniai vyksmai paprastai aiskinami pasitelkiant
lenky mokslininko Jablonskio (1898—1980) pasiiilyta energijos lygmeny diagrama (5.2
pav.). Kiekvienai daugiaatomei molekulei yra biidinga tam tikra energiniy lygmeny
sistema, o kiekvienas energinis lygmuo turi daug virpesiniy rotaciniy polygmeniy.
Suzadintos Sviesa medziagos molekulés i$ pagrindinés singuletinés Sy biisenos persoka 1

aukstesnes suzadintas singuletines biisenas (S(1..n)) (5.2 pav.).
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5.2 pav. Porfirininés kilmés molekuliy Jablonskio diagrama.
IStisinés linijos nurodo spindulinius vyksmus, trikios linijos —
nespindulinius. S; — singuletinés busenos; T; — tripletinés biisenos;
VK — vidin¢ konversija; IK — interkombinaciné konversija; FL —
fluorescencija; FS - fosforescencija

Sviesos fotony sugertis (arba sugertos Sviesos spalva) yra skirtinga jvairioms
molekuléms ir priklauso nuo molekulés elektroniniy biiseny sandaros. Optines atomo ar
molekulés savybes nulemia jy elektrony Suoliai i§ energiskai aukSc¢iausios arba iSorinés

uzpildytos orbitalés (pagrindinés biisenos) { aukStesnes neuzpildytas molekulés orbitales.
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Kad saveikos metu jvykty fotono sugertis, energinis skirtumas tarp aukSc¢iausios
uzpildytos elektronais orbitalés ir aukStesniy elektronais neuzpildyty orbitaliy turi atitikti
su molekule saveikaujancio fotono energija, t. y. molekulg suzadinti gali tik tas fotonas,

kurio energija lygi iy molekulés elektroniniy lygmeny energijy skirtumui:

Efotono = hV = E2 - Ej_ = AE, (51)

Cia h yra Planko konstanta, v — fotono daznis, E; ir E; — molekulés nesuzadintosios ir
suzadintosios biiseny energijos.

Elektroniniy biiseny energijuy skirtumai tiksliai apibrézti atomams, todél ju
sugerties spektrai yra siaury linijy rinkinys. Molekulés yra sudarytos i§ daugelio tam tikra
tvarka iSsidésCiusiy atomuy, kurie tam tikrose ribose gali judéti, suktis, keisti tarpusavio
padéti. Dél to molekulése atsiranda virpesiniai ir rotaciniai elektroniniy lygmeny
polygmenys, ir molekuliy sugerties spektras yra ne siaury linijy rinkinys, o placios
juostos.

Sugerties metu fotonas savo energija atiduoda molekulei, ir §i tampa elektroniskai
suzadinta (5.2 pav.). Kambario temperatiroje praktiskai visos molekulés yra pagrindinés
(nesuzadintos) busenos. Tai biisena, kai molekulés energija maZiausia ir visi elektronai
iSsidéste energiSkai Zemiausiuose molekulés lygmenyse. AukSciausia elektronais
uzpildyta orbitalé¢ vadinama Sy lygmeniu. Suzadinus molekulg elektronas i§ auksSciausio
uzpildyto lygmens (Sp) persoka i aukstesni neuzpildyta energinj lygmeni (S¢..n)), turinti
didesng energija; tokiu biidu molekulé yra suzadinama, tai reiskia, kad ji turi energijos
pertekliy, kurj atitinkamu pavidalu perduoda aplinkai grizdama { pagrinding biisena.

Jablonskio daugiaatomés molekulés lygmenuy diagramoje (5.2 pav.) pazyméti
galimi elektrony Suoliai bei suzadintos molekulés energijos praradimo keliai. Suzadintos
molekulés elektronas 1§ auksStesniy didesnés energijos lygmenu per labai trumpa laika
(10™ s) nespinduliniu biidu perSoka i energidkai Zemiausio suZadintojo elektroninio
lygmens nulini virpesini polygmenij, atiduodamas aplinkai energija Silumos pavidalu
(virpesing relaksacija). Nespindulinis Suolis tarp elektroniniy lygmeny vadinamas vidine
konversija. IS zemiausio suzadintojo elektroninio energinio lygmens S; galimi trys

relaksacijos vyksmai: vidiné konversija S3—Sp (energija atiduodama aplinkai silumos
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pavidalu) (5.2 pav. VK), interkombinaciné konversija S;—T; (elektronas perSoka i
tripleting energing biisena, 1§ kurios molekulé gali inicijuoti fotocheminius vyksmus,
kurie fotosensibilizuotos terapijos atveju sukelia vélesng lastelés zuti) (5.2 pav. IK) ir
fluorescencija (molekulés sugrizimas i pagrinding Sp buiseng i§spinduliuojant fotona) (5.2
pav. FL). Molekulés grizimas i$ tripletinés T1 | pagrinding So biisena iSspinduliuojant
energija Sviesos pavidalu vadinamas fosforescencija (5.2 pav. FS).

Siy vyksmy tikimybés priklauso nuo energinio tarpo AE tarp S; ir Sp lygmeny.
Kuo AE didesnis, tuo vidinés konversijos S1—Sp tikimybé mazesné, o fluorescencijos
tikimybé didesné. D¢l Sios priezasties molekulés, kuriy pagrindinés sugerties juostos yra
raudonojoje arba artimojoje infraraudonojoje spektro srityje (700-1200 nm) paprastai
fluorescuoja silpnai arba visai nefluorescuoja. Taigi fluorescencijos tikimyb¢ (drauge ir
kvantinis nasumas) priklauso nuo konkuruojanc¢iy vyksmuy, kurie mazina suzadintojo S;
lygmens uzpilda.

Toliau pateikiamas trumpas optinio suzadinimo sukelty vyksmuy apibidinimas
(skliaustuose nurodytos vyksmuy spartos konstanty k apytikslés vertés; k = 1/t, ¢ia t yra
vyksmo trukme):

e suzadinimas — fotono sugertis
(k~10"8 s hve+Se—S: (S2,...,Sn);

e vidiné konversija — nespindulinis sugerto fotono energijos praradimas
(kvk~10" - 10" s S,....5o—>S1+3iluma;

e vidiné konversija — nespindulinis sugerto fotono energijos praradimas
(kvk~10% s S15Sp+siluma;

¢ interkombinaciné konversija — molekulés Suolis i§ singuletinés biisenos {
tripleting, i$ kurios prasideda pirminiai fotocheminiai vyksmai
(kst~107 s S;—>Ti+siluma;

e vidiné konversija — nespindulinis sugerto fotono energijos praradimas
(kr~10% - 10° s T1—>So+siluma;

e fluorescencija — sugerto fotono energijos praradimas isspinduliuojant
fluorescencijos fotona

(kq~108-10" s S1—>So+hv;
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o fosforescencija — sugerto fotono energijos praradimas isspinduliuojant
fosforescencijos fotona

(Kesor<10° 571 T1—>So+ Nviest .
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5.3 pav. Molekulés energiniy lygmeny schema, rodanti galimus vyksmus
molekulei sugérus fotona. Paveikslo apacioje — vyksmy panaudojimas

5.2 Sviesos ir audinio saveikos sukelti vyksmai

Sviesos ir biologinio objekto, ar tai biity paskira lastelé, ar visas audinys, saveika
yra sudétingas procesas, daznai sukeliantis visa seka fizikiniy, cheminiy, terminiy ir
mechaniniy vyksmu, kurie gali biiti panaudoti diagnostikos ir gydymo tikslais (5.3 pav.)
(pla¢iau Zr. Niemz, 2004). Sviesos sukelti vyksmai prasideda, kai biologinio objekto arba
specialiai 1 organizma iterptos jautruma Sviesai padidinancios medziagos komponentai
sugeria Sviesos fotona. Tai gali jvykti tada, kai fotono energija yra lygi energijos
skirtumui tarp dvieju chromoforo (Sviesa sugeriancio junginio) energijos lygmeny (5.3
pav.). Sugérusi fotono energija molekulé suzadinama i aukstesnj lygmenij (S;"), i$ kurio
nespindulinés relaksacijos biidu grizta i Zemesnj suzadintaji lygmeni (S1"). 1§ $io trumpai

gyvuojancio zemesniojo suzadintojo lygmens gali prasidéti tokie vyksmai: nespinduliné
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relaksacija, fluorescencija arba interkombinaciné konversija. Suzadintoms molekuléms
griztant | pagrinding biisena (Sp) nespinduliniu biidu vyksta Silumos i$skyrimas, kuris
panaudojamas terminei lazeriy terapijai ir chirurgijai. Kai molekulé i§ Zemiausiojo
suzadintojo lygmens (S;") grizta energijos pertekliy i$spinduliuodama i aplinka, vyksta
fluorescencijos reiskinys, kuriuo pagristos jvairios medicininés diagnostikos metodikos.
Fotosensibilizuotos terapijos atveju 1 organizma {jterpiami egzogeniniai
chromoforai — fotosensibilizatoriai. Fotosensibilizatoriai paprastai yra heterocikliniuy
ziedy struktiiros medziagos, kuriy tripletinés blisenos gyvavimo laikas ilgas. IS trumpai
gyvuojandio suzadintojo singuletinio lygmens (S;") sensibilizatoriaus molekulés
interkombinacinés konversijos biidu gali perSokti { tripletini lygmeni (T°), Kkurio
gyvavimo trukmé yra ilgesné (5.3 pav.). Sios biisenos sensibilizatorius gali inicijuoti
lasteliy ziitimi pasibaigiancias fotochemines reakcijas. Taip sukeliami fotosensibilizuoti

vyksmai, kurie naudojami gydant vézi (Rotomskis ir kt., 2002).

5.3 Fluorescenciné spektroskopija

Kaip matyti Jablonskio diagramoje (5.2 pav.) isspinduliuotos fluorescencijos
energija yra mazesn¢ uz sugertos Sviesos energija. Taigi Sviesa suzadintas fluoroforas
fluorescuoja mazesnés energijos, t. y. ilgesniy bangy, Sviesa. Pirmasis §j reiskini 1852
metais Kembridze pastebéjo angly mokslininkas G.G. Stoksas (Stokes, 1852). Zadinimo
Sviesos Saltiniu jam buvo Saulés Sviesa, 1§ kurios mélyno stiklo filtru iSskirtas trumpesniy
bangu pluostas buvo nukreiptas i chinono tirpala. Per kita — geltono stiklo — filtra, kuris
praleido tik ilgesnes Sviesos bangas, mokslininkas stebéjo chinono fluorescencija, kurios
bangy ilgis 450 nm. Taigi iSspinduliuota Sviesa (fluorescencija) zadinancios (sugertos)
$viesos atzvilgiu yra pastumta i ilgesniy bangy puse. Sis reidkinys pavadintas Stokso
poslinkiu (5.4 pav.). Jis yra susijes su vidinés konversijos metu prarasta energija.
Fluorescuojan¢iy molekuliy tirpaluose tarp suzadinimo ir spinduliavimo susidaro
neiSvengiami energijos nuostoliai. Pagrindiné priezastis yra ta, kad suzadinta molekulé
greitai grizta | Zemiausia S; lygmens virpesini polygmeni, i§ kurio ir vyksta
fluorescencija. Taigi yra isspinduliuojama tik dalis sugertos energijos, o kita dalis

sukaupiama molekulése perteklinés Siluminés energijos forma, kuri atiduodama aplinkai.
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Fluorescencijos reiSkinio atradimas nesulauké didesnio démesio iki dvideSimtojo
amziaus pradzios, kai buvo pradétos tirti potencialios fluorescencijos galimybés ir ju
panaudojimas medicininés diagnostikos tikslais. Kadangi suzadinta molekulé sugerto
Sviesos kvanto energija iSspinduliuoja Sviesos, kurios savybés yra specifinés kiekvienai
molekulei ir priklauso nuo ja supancios aplinkos, pavidalu, fluorescencija daznai
vadinama molekuliy arba i§ ju sudarytos medziagos “pirSty atspaudu”. Fluorescenciniy
matavimy rezultatai suteikia daug vertingos informacijos apie biologiniy objekty sudéti,
struktiirg ir tarpusavio saveikas.

Fluorescencinés spektroskopijos metodas apima fluorescencijos ir fluorescencijos
zadinimo spektry matavima. [vairiems klinikinés diagnostikos tikslams sukurtos
specifiSkai pritaikytos sistemos, kurios leidzia jvertinti {vairius fluorescencijos
parametrus: fluorescencijos intensyvuma, spektry forma ir fluorescencijos gyvavimo
trukme.

Fluorescencijos spektras gaunamas zadinant molekules reikiamos sviesos saltinio
spinduliuote. Zadinimui parenkama tokio bangos ilgio §viesa, kuria sugeria Zzadinamos
medziagos molekulés. Fluorescencijos spektras matuojamas per visa emisijos intervala,
zadinant vieno bangos ilgio sviesa. Taip isSmatuotas fluorescencijos spektras parodo
fluorescencijos intensyvumo priklausomybg¢ nuo matavimo bangos ilgio (5.4 pav.).
Matuojant biologinio audinio fluorescencijos spektra gaunama visy suzadinty audinio
fluorofory superpozicija.

Kartais diagnostikos tikslais patogiau matuoti fluorescencijos zadinimo spektra.
Siuo atveju yra kei¢iamas Zadinimo bangos ilgis, o spektras matuojamas esant fiksuotam
bangos ilgiui. Sveiky ir navikiniy audiniy fluorescencijos zadinimo spektry skirtumai gali

padéti diagnozuoti vézi.
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Informacijos gali suteikti ir du svarbiis fluorofory parametrai: fluorescencijos
gyvavimo trukmé ir fluorescencijos kvantinis nasumas.

Vidutinis laikas, kuri gyvuoja suzadintosios btisenos molekul¢, vadinamas
fluorescencijos gyvavimo trukme t; ji priklauso nuo fluorescencijos gesimo bido.
Paprastas fluorescencijos gesimas yra eksponentinis vyksmas, kurio grei¢io konstanta k ir
kuris nusako fluorescencijos intensyvumo I silpnéjima I = Ipe™, kai lo yra pradinis
fluorescencijos intensyvumas (t = 0). Greicio konstanta yra dviejy konstanty suma: kg, —
spindulinio gesimo konstantos (gesimo trukmé Tsp) I Knesp — Nespindulinio gesimo
konstantos (gesimo trukmeé Tnesp). Taigi

K = Ksp + Knesp = L/tsp + L tnesp = 1/t (5.2)

I =lpe™".

Fluorescencijos gesimas aprasomas eksponentine funkcija, kurios rodiklis ir nurodo
fluorescencijos gyvavimo trukme. Daugelio molekuliy fluorescencijos gyvavimo trukmé
yra nanosekundziy eilés.

Fluorescencijos kvantinis naSumas yra per ta pati laika iSspindulivoty Ng ir
sugerty Ns fotony santykis:

®kv = Na/NG. (5.3)

Kai nevyksta jokie Kiti

nespindulinés relaksacijos

vyksmai, fluorescencijos = Stokso poslinkis

kvantinis nasumas lygus 1. 100 T ,-L;_" T
Tai reiskia, kad suzadinimo 80 4 ,“,| l s
energija isspinduliuojama tik % 5 :_ _," : 1 %
fluorescencijos pavidalu. @ ;' 1 g
Toks yra idealios 40 T ’_," :l 1+ &
fluorescencijos atvejis. Taigi 20 1 ! : 1
fluoroforai, kurie galéty biiti -7 _ ,-'. .'~\ t
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5.4 pav. Fluoresceino sugerties ir fluorescencijos
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73



fluorescencijos kvantini nasuma. Nors daugelio endogeniniy fluorofory kvantinis
nasumas néra didelis, fluorescenciné spektroskopija yra labai jautrus matavimo metodas.
Naudojant gera fluorescencinés spektroskopijos aparatira, pagal biidingus fluorescencijos
spektrus {vairiose terpése galima aptikti net ir labai mazos koncentracijos fluoroforus.
Fluorescencijos kvantinis naSumas yra geras parametras, padedantis jvertinti biologinés

aplinkos itaka fluoroforui.

5.4 Biologiniy audiniy fluorescencija

Optiskai biologinis audinys yra “tamsi aplinka”, kadangi joje vyrauja $viesos
sugertis ir sklaida. Fluorescencijos kvantinis naSumas yra labai maZzas, tod¢l plika akimi
biologinis audinys atrodo nefluorescuojantis, nes fluorescencija uzgozia Sviesos sklaida ir
sugertis.

D¢l $iy priezas€iy audiniy fluorescencijos matavimai labai skiriasi nuo gryny
dazikliy tirpaly fluorescencijos matavimy. Siuos skirtumus gerai iliustruoja 5.5-5.9
paveikslai. Jeigu kiuvetés pripildytos zadinancios Sviesos nesugeriancio tirpiklio, tai
fluorescencijos nematyti ir kiuvetés atrodo skaidrios (5.5 pav.). Idéjus 1 viena kiuvetg
zaliai fluorescuojancio fluoresceino, i kita — raudonai fluorescuojancio hematoporfirino ir
apSvietus kiuvetes mélyna Sviesa, kuria sugeria tiek vienas, tiek kitas daziklis, toje
kiuvetés vietoje, kur eina Sviesos srautas, bus matoma zalios spalvos fluoresceino ir
raudonos spalvos hematoporfirino fluorescencija, isspinduliuojama visomis kryptimis
(5.6 pav.). Pagal fluorescencijos spalva galima lengvai nustatyti, kurioje kiuvetéje kuri

medziaga yra istirpusi.
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5.5 pav. Skaidriis maZos koncentracijos 5.6 pav. Mélynos 2adinimoﬂ§viesos pluostas
fluoresceino ir hematoporfirino tirpalai suZadina tirpaly fluorescencija

5.7 pav. Fluoresceino tirpalas prie§ jdedant 5.8 pav. Issklaidyta zadinimo S$viesa
Sviesa sklaidancios medziagos slopina fluorescencija

5.9 pav. Pastacius iSsklaidytos zadinimo
Sviesos nepraleidziant filtra, vél matoma
zalia tirpalo fluorescencija
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Uz kiuveciu pastatytas ekranas nusidazys mélynai toje vietoje, 1 kuria krinta kiuvetes
peréjes Sviesos srautas. Tai nuo ekrano atsispindi likusi dalis mélynos Zadinimo Sviesos,
kurios nesugér¢ tirpalai.

Biologinio audinio sklaidos imitacijai { kiuvetg su fluoresceinu ipilti keli lasai
pieno. Pienas nesugeria matomos Sviesos, o pats jis yra baltas todé¢l, kad gerai iSsklaido
visy bangos ilgiu (kitaip tariant, visu spalvu) regimaja Sviesa. [laSinus pieno Zalia
fluoresceino fluorescencija, gerai matoma 5.7 paveiksle, dingo (5.8 pav.). Dingo ir ekrane
matyta bandinj peréjusios mélynos Sviesos démé, o visas ekranas nusidaz¢ iSsklaidyta
melyna Sviesa. Ryski iSsklaidyta zadinimo Sviesa paslépé fluoresceino fluorescencija;
kartu dingo galimybé i$ Zalios fluoresceino fluorescencijos aptikti jo buvima kiuvetéje.
Zaliai fluoresceino fluorescencijai vél pamatyti panaudotas tik Zalia $viesa praleidziantis
filtras (5.9 pav.) Pastacius pries kiuvete toki filtra, nepraleidzianti iSsklaidytos mélynos
fluoresceina zadinancios Sviesos, vél iSrySkéja Zzalia fluoresceino fluorescencija, kuri

patvirtina, kad kiuvetéje yra fluoresceino tirpalas.

a b

5.10 pav. Audiniy fluorescencija zadinant balta (a) ir monochromatine Sviesa

(b)

Taigi diagnostiniais tikslais atliekamiems fluorescencijos matavimams in vivo
reikia tinkamai parinktos matavimo aparatiiros ir filtry sistemos. ApSvietus tiriama
audinio pavirSiy balta Sviesa (5.10 pav., a), nuo kiekvieno audinio pavirSiaus tasko (x)
tvairiy bangos ilgiy (An) Sviesa sklaidoma skirtingai. Stebétojas mato audinio struktiiros ir
spalvos poky¢€ius ir gali susieti juos su audinio bukle. Jei audinyje esancio fluoroforo

pasiskirstymas koreliuoja su atitinkamais audinio pokyciais, fluorescencijos stebéjimas
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gali suteikti ir kokybiskai naujos, ir papildomos informacijos. Audinys apSvieCiamas
monochromatine fluorofora zadinancia Sviesa (Azg) (5.10 pav., b). I sistema istatytas
steb¢jimo filtras (geltonas briikSnys) sulaiko iSsklaidyta zadinimo Sviesa ir atskiria ja nuo

raudonos fluorescencijos Sviesos. Stebétojas aiSkiai mato fluorescuojancias audinio sritis.
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