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Abstract: Fluorescent spectroscopy is an important method in life science which has recently gained
popularity. Fluorescent spectroscopy is widely used for example by the researches in the variety of
biological structures, intercellular interactions, various kinds of biomolecules and also for
understanding of the biochemical processes which take place inside the living organisms. For this
purpose, an application of fluorescent sensors and searching for more efficient and more sensitive
fluorophore for illustrating, labelling and detection, have become a developing trend in biochemistry,
medicine, biology and also in many other chemistry researches. Nowadays, issues which are
connected to fluorescence are mainly applied to the newest achievements in the field of fluorescent
methods and measurement techniques and also to the development and applications of fluorescent
probes, what is closely showed up in this article.
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swietle [1]. Okazuje si¢ jednak, ze poczatkiem

XX wieku dokonano przetomowego odkrycia i
zaobserwowano wystepowanie zimnego

Wprowadzenie - rola fotochemii

Swiatto odgrywa bardzo wazng role w naszym
zyciu. Bez niego nie mozna méwic o istnieniu
roslin, zwierzat czy tez samych ludzi. Z
naukowego  punktu  widzenia, Swiatlem
nazywamy promieniowanie optyczne, czy tez
doktadniej fale elektromagnetyczne. Swiatlo
mozliwe do zaobserwowania przez istotg
ludzka jest widzialng czgscia widma promie-
niowania elektromagnetycznego. Najczestsza
formg $wiatla, z jaka mozemy si¢ spotkac
kazdego dnia, jest $wiatto wywotane efektem
termicznym i to wlasnie ta forma przychodzi
nam jako pierwsza do glowy kiedy myslimy o

swiatla, czyli zjawiska Swietlnego wywolanego
innym efektem niz termiczny. W $wiecie nauki
okres ten byt bardzo burzliwy i wprowadzit
mnostwo nowych teorii na temat nowego
zjawiska.

Do dnia dzisiejszego wiedza na temat procesow
fotochemicznych uleglta znacznemu posze-
rzeniu, jednakze ciagle wzbudza spore zainte-
resowanie wielu uczonych. Dzieje si¢ tak przez
wzglad na mozliwosci, jakie daje nam foto-
chemia [2, 3]. Przyktadowo wiec, substancje
charakteryzujagce si¢ wystegpowaniem lumi-
nescencji znalazty zastosowanie w wielu
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dziedzinach zycia, dlatego ciagle poszukiwanie
nowych zwiazkéow wykazujacych wiasciwosci
luminescencyjne oraz poznawanie mecha-
nizméw towarzyszacych zjawiskowi lumi-
nescencji  wydaje sig by¢  oczywiste.
Najlepszym dowodem na ogromy potencjat
opisanego zjawiska sg trzy Nagrody Nobla
przyznane na przetomie ostatnich kilku lat,
kazda zwiazana z procesami fotochemicznymi.
W 2005 nagrod¢ taka w dziedzinie fizyki
otrzymal John Lewis Hall wraz z Theodorem
Hanschem za wklad w rozwdj precyzyjnej
spektroskopii laserowej. Nastgpng Nagrode
Nobla tym razem w dziedzinie chemii
przyznano trzy lata pdzniej trojce naukowcow
Martinowi Chalfiemu, Osamu Shimomurze 1
Rogerowi Tsienowi, za odkrycie i badania nad
fluorescencyjng biatkowa sondg GFP (ang.
greenfluorescent  protein), ktora aktualnie
znajduje zastosowanie w biologii molekularnej
komorki [4]. W roku 2014 doceniona zostata
praca naukowa Erica Betziga, Stefana W. Hella
i Williama E. Moernera, ktorzy wtozyli nieoce-
niony wklad naukowy w rozwoj mikroskopii
fluorescencyjnej wysokiej rozdzielczosci [5].
Nie trudno wiec zauwazy¢, ze fotochemia jest
dziedzing nauki ciagle ewoluujaca i nieustannie
wzbudzajaca cickawosc.

W $wiecie nauki ze zjawiskiem luminescencji
zwigzane jest rOwniez pojecie  Sensorow
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molekularnych, badZ sond molekularnych, czyli
zwigzkéw, ktorych wyjatkowos¢ polega na
wigzaniu si¢ w specyficzny sposob z innymi
substancjami, ktére mozna wykry¢é przez
wzglad na charakterystyczne wilasciwosci
sensora. W momencie kiedy potaczono
zjawisko fluorescencji z sondami, otrzymano
zwigzki, ktére aktualnie =znane s3 jako
molekularne sensory fluorescencyjne czyli
zwiazki, ktére po wzbudzeniu charakteryzuja
si¢  emisja  promieniowania, co  jest
wlasciwos$cig pozwalajaca na identyfikowanie
ich samych i substancji z nimi potaczonych [5]
(rys. 2). Sensory fluorescencyjne stanowig
cenne zrodlo zainteresowan wsroéd chemikow,
biologdéw, biochemikow oraz biotechnologdw.
Wynika to z faktu, iz uklady przeznaczone do
roli sond fluorescencyjnych, stosowane sa
aktualnie do oznaczania i wykrywania bialek,
kwasow nukleinowych, za§ w medycynie
wykorzystywane do identyfikacji komorek
rakowych natomiast w $wiecie chemii do
monitorowania procesé6w fotopolimeryzacji [6].
Tak jak w przypadku samej fotochemii, tak tez
w przypadku sond fluorescencyjnych liczba
mozliwych zastosowan jest ogromna, dlatego
badanie wilasciwosci réznych zwiazkéw pod
tym katem jest dla wielu chemikdéw niezmiernie
ciekawe i niosgce nadzieje na nowe odkrycia w
dziedzinie fotochemii (rys. 2).
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Rys. 1. Przyktady fluorescencyjnych sond molekularnych rézniacych si¢ zakresem emisji.
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Rys. 2. Zastosowanie zjawiska fluorescencji.

Molekularne sensory fluorescencyjne

Molekularne sensory fluorescencyjne odgry-
wajg bardzo wazng role w $§wiecie nauki i staly
si¢  potgznym  narzgdziem  oferujacym
mozliwo$¢ poznania informacji na temat
lokalizacji submolekularnej, budowy komorek
czy zrozumienia procesow biochemicznych
zachodzacych wewnatrz organizmu.
Zainteresowanie  tego  typu  sensorami
molekularnymi nieustannie rosnie ze wzgledu
na ich uniwersalno$¢ i duza czutos¢, jaka
niezbedna jest szczegdlnie w badaniach
biologicznych i biochemicznych [7].

Mechanizm dziatania takiego sensora polega na
tworzeniu si¢ wigzania pomigdzy fluoroforem,
a wigc czasteczka zdolng do fluorescencji, a
inng molekuta, takg jak bialko czy kwas
nukleinowy. Barwigc w  ten  sposob
poszczegbdlne organella komorkowe przy
uzyciu réznych barwnikéw fluorescencyjnych
uzyskujemy w momencie naswietlenia koloro-
wy obraz ukazujacy szczegotowyg budowe
wewnetrzng. Bardzo czgsto przy pomocy
fluorescencyjnych sensorow znakowane sg

przeciwciata, ktoére pdzniej uzywane sg jako
specyficzne sondy do wykrywania okreslonego
celu. Ponadto uktady takie znalazly tez
zastosowanie w cytometrii przeplywowej,
mikroskopach fluorescencyjnych i fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Przy uzyciu
roznego rodzaju  technologii do  dnia
dzisiejszego udato si¢ uzyska¢ duza liczbe sond
fluorescencyjnych, ktoére obecnie dostepne sa
jako produkty handlowe. Firma oferujaca
szerokg palete tych zwigzkow jest Life
Technologies Corporation. O wyborze okreslo-
nego sensora/sondy molekularnej decyduje
tylko i wytacznie rodzaj eksperymentu jaki ma
by¢ wykonany i sprzet jaki zostanie uzyty do
oznaczenia. Alexa Fluor jest charakterystyczna
dla tej firmy rodzing zwigzkow, ktora zostata
stworzona do znakowania komorek i tkanek w
mikroskopii $wietlnej i biologii molekularne;j.
Numery wystepujace w nazwie substancji
wskazujg na maksimum ekscytacji charaktery-
tyczne dla kazdego z nich. Ponizej zaprezen-
towano wybrane fluorofory znajdujace si¢ w
ofercie firmy rys. 3.
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Rys, 3. Wybrane fluorofory firmy Life Technologies Corporation [8].

Wybrane sondy — zastosowanie

Sposrod wszystkich barwnikéw umieszczonych
w tabeli 1 warto blizej przygladna¢ si¢ wybra-
nym strukturom. Zwiazkiem, ktory osiagnat
wielka popularno$¢ ostatnimi czasy jest zielone
biatko fluorescencji (GFP-Green Fluorescent
Protein) czyli barwnik pochodzenia natural-
nego. Jak wigkszos¢ barwnikéw fluorescen-
cyjnych wykorzystywany jest w biologii
molekularnej do znakowania komorek, jednak
odréznia go brak toksycznosci w stosunku do
organizméw zywych, co pozwala na $ledzenie
procesow biologicznych in vivo. Na specy-
ficzne wlasciwosci tego zwiazki wptyw miaty
rowniez liczne modyfikacje, zwigzane z
wprowadzeniem mutacji, co doprowadzito do
powstania nowych pochodnych (np. CFP-
CyanFluorescent Protein, RFP-Red Fluores-
cent Protein) charakteryzujacych si¢ zwick-
szong wydajnoscia fluorescencji czy tez
mozliwoscia emisji przy roéznych dhlugosciach
fali. Ogromng zaletg tych zwigzkow jest tez
mozliwo$¢ syntezowania GFP bezposrednio w
komorkach organizmu bedacego celem badania
[9, 10].
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Fluoresceina jest kolejng substancja charakte-
ryzujaca  si¢  zielonym  zabarwieniem.
Maksimum absorpcji dla tego zwigzku wynosi
494 nm, emisji za$ 521 nm. Pochodne fluores-
ceiny s3 najpopularniejszymi barwnikami, ze
wzgledu na swoje wilasciwosci absorpcyjne,
doskonatg wydajno$¢ kwantowa 1 dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie. Jako barwnik shuzy
migdzy innymi do oznaczania komorek w
mikroskopii fluorescencyjnej lub jako sonda
fluorescencyjna w hybrydyzacji in situ [11].
Dodatkowo fluorescencja tych zwiazkow jest
wrazliwa na zmiany pH zachodzace w jej
otoczeniu, a sprzgzenie fluoresceiny z
biopolimerami powoduje wygaszanie fluores-
cencji. SOl sodowa fluoresceiny wykorzys-
tywana jest w dziedzinie okulistyki i
optometryki, do rozpoznania nieprawidtowosci
takich jak owrzodzenie rogéwki, oderwanie
rogowki czy opryszczkowe zakazenie rogowki.
Po zastosowaniu dozylnym badz doustnym
moze stuzy¢ w angiografii do zdiagnozowania
zaburzen naczyniowych, takich jak choroba
plamki zo6ttej, zwyrodnienie siatkowi czy
nowotworow wewnatrzgatkowych. W bardzo
matych stgzeniach fluoresceina wykorzysta-
wana byta réwniez podczas operacji do
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rozpoznania wad komory serca. Ciekawe jest
rowniez zastosowanie z innej dziedziny, nie
zwigzanej z medycyng czy biologig komorki.
Podczas Il wojny $wiatowej, kazdy czlonek
zatogi niemieckich samolotow wyposazony byt
w matly pojemnik z fluoresceing. W momencie

zestrzelenia samolotu nad obszarem wod, osoby
ktérym udato si¢ uratowac¢ uwalniaty barwnik,
ktory rozpuszczat si¢ w wodzie i tworzyl na jej
powierzchni fluoryzujaca ,,plame” tym samym
zwigkszajac swoje szanse na przetrwanie [12].

Tab 1. Zestawienie wybranych fluoroforéw firmy Life Technologies Corporation i ich ogélna charakterystyka

spektroskopowa.
Lp Fluorofor Maksimum Maksimum Kolor emisji**
) Alexa Fluor absorpcji [nm]* emisji [nm]*

1. Alexa Fluor 350 346 442 niebieski

2. Alexa Fluor 405 402 421 niebieski

3. Alexa Fluor 430 434 539 Z6to-zielony

4. Alexa Fluor 488 495 519 zielony

5. Alexa Fluor 514 518 540 zielony

6. Alexa Fluor 532 531 554 701ty

7. Alexa Fluor 546 556 573 pomaranczowy

8 Alexa Fluor 555 555 565 pomaranczowy
9. Alexa Fluor 568 578 603 CZerwono-pomaranczowy
10. Alexa Fluor 594 590 617 czerwony

11. Alexa Fluor 610 612 628 czerwony

12. Alexa Fluor 633 632 647 daleka podczerwien
13. Alexa Fluor 635 633 647 daleka podczerwien
14, Alexa Fluor 647 650 668 daleka podczerwien
15. Alexa Fluor 660 663 690 bliska podczerwien
16. Alexa Fluor 680 679 702 bliska podczerwien
17. Alexa Fluor 700 702 723 bliska podczerwien
18. Alexa Fluor 750 749 775 bliska podczerwien
19. Alexa Fluor 790 782 805 bliska podczerwien

*Przyblizone wartosci maksimum absorpcji i emisji

**Typowy kolor emisji obserwowany przez okular konwencjonalnego mikroskopu fluorescencyjnego z zastosowaniem

odpowiednich filtréw

Do tak zwanych zielonych sensoréow fluores-
cencyjnych zaliczy¢ mozna réwniez Alexa
Fluor® 488 (rys. 3). Barwnik ten stuzy do
wytwarzania stabilnego obrazu zar6wno w
obrazowaniu jak i cytometrii przeplywowej ze
wzgledu na niewrazliwos¢ na zmiany pH. W
zwigzku z wysoka wydajnoscia kwantowa
fluorescencji oraz wysoka fotostabilnoscia przy
uzyciu tych zwigzkéw mozliwe jest oznaczanie
struktur z bardzo duza wrazliwos$cig. Dzigki
temu uktady te =znalazly zastosowanie w
sledzeniu komorek nerwowych 1 innych
mikroskopowych struktur [8].

Kumaryny jako sondy fluorescencyjne

Pochodne 2H-1-benzopiran-2-onu posiadaja
interesujgce  wlasciwosci spektroskopowe, co
zostalo zglebione przez dwoch niezaleznych
naukowcow,  Wheelocka i  Bagchiego.

Charakterystyka absorpcji 1  fluorescencji
kumaryny zmienia si¢ wraz z réznorodnoscia
grup funkcyjnych przylaczonych do jej
pierScienia. Wheelock  udowodnit, ze
wprowadzenie do pier§cienia kumarynowego w
pozycje 4, 6 lub 7 ugrupowania elektronoak-
ceptorowego lub podstawienie w pozycje 3
ugrupowania elektronodonorowego jest odpo-
wiedzialne za zjawisko przesunigcia batochro-
mowego zarowno widma fluorescencji fal jak i
widma absorpcji [13, 14]. Obaj uczeni
udowodnili tez, ze wprowadzenie ugrupowania
hydroksylowego, ktore wykazuja wiasciwosci
auksochromowe, réwniez wptywa na charak-
terystyke absorpcji. Kumaryny znane sa
rowniez jako zwiazki posiadajace duze
przesuniecie  Stokesa, czyli przesunigcie
maksimum pasma absorpcji wzgledem pasma
emisji. Powyzsze wtasciwosci zadecydowaly o
tym ze pochodne kumaryny wykorzystywane sa
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jako sensory fluorescencyjne [15, 16].
Charakterystyczne dla nich jest to, ze sa to
przewaznie zwigzki chemiczne absorbujace i
fluoryzujace w krotszych diugosciach fali w
zakresie ultrafioletu. NajczeSciej mozna si¢
spotka¢ z sensorami fluoryzujacymi w kolorze
zielonym, czerwonym, z6lttym czyli z zakresu
widzialnego. Barwniki z krotszego zakresu
wykazujace  aktywnos¢  do = zwigzkow
aminopochodnych sa rzadziej stosowane do
tworzenia biokoniugatow ze wzgledu na to, ze
sa to zwigzki o wyzszej energii w zwigzku z
czym istnieje wieksze prawdopodobienstwo
spowodowania fotouszkodzen czasteczek biolo-
gicznych. Jednakze w pewnych zastosowa-
niach, pochodne te wykazuja unikatowe
wlasciwosci, ktére sa nie do zastgpienia, a ich
atutem jest niebieska barwa emisji, ktora w
polaczeniu z innymi kolorami tworzy mocny
kontrast, co ulatwia rozroznienie poszcze-
gbélnych  struktur komorki [17]. Wsrdd
produktéw handlowych polecanych do tworze-
nia biokoniugatow wykazujacych jasnonie-
bieskg fluorescencje zaliczy¢ mozemy m.in.
takie pochodne kumaryny jak Alexa Fluor” 350
czy Alexa Fluor”™ 405 (ryc 3). Alexa Fluor® 350
charakteryzuje si¢ widmem fluorescencji o
jasno niebieskiej barwie emisji. Zwiazek ten
doskonale nadaje si¢ do Dbezposredniego
obrazowania wickszej ilosci celow i uzywany

tworzenia koniugatow z peptydami czy tez
kwasami nukleinowymi. Kolejna pochodna
kumaryny stanowigca barwnik o nazwie Alexa
Fluor® 405 wykorzystywana jest bardzo czgsto
jako barwnik fluorescencyjny w cytometrii
przeptywowej. Nalezy tez do grupy zwiazkow
pozwalajacych na uwidocznienie szczegotow w
budowie komorki, czego przyktadem moze by¢
obraz wypustek neuronéw barwiony wtasnie ta
substancja. Dodatkowo czgstym zastosowaniem
zwigzku jest uzywanie jego przeciwcial do
wzmacniania sygnalu w mikroskopii $wietlne;j,
co w polaczeniu ze standardowymi metodami
pozwala wygenerowa¢ sygnal o wickszej
trwalosci. Tak jak poprzedni barwnik, rowniez
Alexa Fluor® 405 moze byé sprzegany z bial-
kami czy przeciwciatami i stuzy¢ do wykry-
wania i oznaczania komorek [8].

Innymi pochodnymi kumaryn sa np. barwniki
Marina Blue® i Pacific Blue™ i naleza do 6,8-
difluoro-7-hydroksykumaryn (rys. 4, 5). Tak
jak poprzednicy, réowniez charakteryzuja si¢
jasnoniebieska barwa emisji, co jest zwigzane z
widmem fluorescencji posiadajagcym maksi-
mum intensywno$ci przy 460 nm, roéznig si¢
jednak pod wzgledem wlasciwosci. Obydwa
barwniki stosowane s3 w mikroskopach
fluorescencyjnych i cytometrii przeptywowej i
tak jak wigkszo$¢ tych barwnikow stuza do
oznaczania komorek [8].

jest gtownie do oznaczania przeciwcial,
HO @] @) 0
A
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Rys. 4. Marina Blue”.
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Ryc 5. Pacific Blue™.
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Wsrod innych barwnikéw fluorescencyjnych
pochodzenia kumarynowego wyr6znia si¢ rOw-
niez hydroksypochodne i alkooksypochodne
kumaryny. Hydroksypochodne (np. H185, rys.

HO

6) kumaryny sg o tyle charakterystyczne, ze ich
wlasciwosci spektralne sa wrazliwe na zmiany
pH, czego nie obserwuje si¢ wsrod metoksy-
pochodnych (np. M1420MP rys. 7).

O O
v
P /O
OH

Rys. 6. 7-hydroksy-3-karboksykumaryna (H185).

HsCO

Rys. 7. 7-metoksy-3-karboksykumaryna (M1420MP).

Podsumowanie

Obszar rozwoju technik wykorzystujacych
zjawisko  fluorescencji  ciggle stopniowo
poszerza si¢, zaroOwno w podstawowych zagad-
nieniach jak i praktycznych zastosowaniach np.
w analizie chemicznej, w biologii, w medy-
cynie czy w przemysle. Zastosowanie zjawiska
fluorescencji w wielu dziedzinach nauki
umozliwwil rozwoj zawansowanej aparatury do
pomiaréw widm fluorescencji oraz zaawanso-
wanych zrédet $§wiatta (np. laserow). Analiza
widm fluorescencyjnych dostarcza szereg
cickawych informacji dotyczacych m.in.,
struktury przestrzennej badanych zwiazkéw np.
biatek, mechanizméw reakcji, sktadu badanej

probki, wzajemnego oddziatywania czasteczek
znajdujacych si¢ w roztworze, itp. Zjawisko
fluorescencji jest stosowane w fizycznych,
chemicznych, biologicznych 1 medycznych
naukach jako narzedzie do analizy, wizuali-
zacji, $§ledzenia zmian w Srodowisku reakeji itp.
Zwiazki wykazujace fluorescencje moga by¢
uzywane nie tylko do obrazowania fluores-
cencyjnego, ale takze jako sondy, wskazniki,
czujniki, ktéore dostarczaja informacji o
strukturze 1 dynamice materii lub zywych
ukladoéw. Zjawisko fluorescencji, wyjasniajac
wiele proceséw zachodzacych w mikro i
makro§wiecie, stwarza ogromne mozliwosci w
wielu dziedzinach nauki, stajac si¢ w ten
spos6b cennym narzedziem badawczym.
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