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Bir atomun temel enerji seviyesindeki (kararl bir
haldeki) bir elektronunun enerji alarak bir tist enerji
seviyesine cikarilmasina uyarilma(eksitasyon) denir.

Uyarilan atom veya molekiiller, kararsiz olup tekrar
kararli hal olan temel enerji diizeyine donmek ister ve
kararli hale donerken ortama bir 1s1n yayar.

Uyarilmis bir atomun yiksek enerji diizeyinden temel
enerji diizeyine donerken ortama 1sin yaymasi olayina
15181n emisyonu veya liiminesans (1s1ma) denir.



* Uyarma isleminde uyarilan elektrona enerji aktarimi
s0z konusudur. Uyarma kaynagina gore liminesans

farkli adlar alir:

Liiminesans Uyarica kaynak

Fotoliminesans
Kemiliminesans
Elektrokemiliminesans

Termoliiminesans

Elektromanyetik dalga (foton, 1s1n)
Kimyasal reaksiyon
Elektrokimyasal reaksiyon

Is1




\\/

FotolUminesans

Fotoliiminesans, foton(isik) etkisiyle uyarilan elektronun
kararli duruma (temel hale) gecmesi sirasinda olusan
1istmadir (emisyondur).

Fotoliiminesans ikiye ayrilir:

Floresans

ey Fosforesans

Fotoliminesans




=T g
.

Temel halde biitiin elektron spinlerinin eslesmis (zit yonlii) oldugu hal
temel singlet hal olarak tanimlanur.

Bir molekiiliin bir ¢ift elektronundan biri daha yiiksek enerji seviyesine
uyarilirsa ya bir singlet ya da bir triplet hal meydana gelir:

e Uyarilmis singlet halde uyarilmis elektronun spini hala temel
haldeki elektronla eslesmis durumdadir (zit yonlidir).

e Triplet halde ise iki elektronun (temel halde ve uyarilmis olan
elektronlarin) spinleri eslesmemis haldedir (ayn1 yonlidiir).
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| Temel singlet hal uyariimis singlet hal | uyanimis triplet hal




Uyarilmis bir singlet sistemden temel singlet sisteme
gecis sirasinda yayilan 1s1ga (1s1maya veya emisyona)
floresans,

Uyarilmis bir triplet sistemden temel singlet sisteme
gecis sirasinda yayilan 1s18a ise fosforesans denir.
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Floresans ve fosforesans farklari

Floresans olayinda kararli durumda bulunan bir elektron tist
enerji seviyesine gecisi sirasinda spininde bir degisiklik olmaz
buna ragmen fosforesans olayinda elektronun spininde
degisiklik olur.

Floresans hemen yok olan (<1075) bir liiminesans olup, kisa
omurludir. Buna karsilik fosforesans emisyonlar1 birkag saniye
veya daha uzun 1sitmanin stirmesine sebep olur.
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Kemiliiminesans
Kemiliiminesans olusturan kimyasal reaksiyonlarin sayisi oldukca azdir ve bu yuz-

den islem bagil olarak az sayidaki bilesiklerde gtzlenir. Bu nedenle, yliksek seci-

cilik, basitlik ve yontemin asirt duyarliligi onun kullaniminin son yillarda artmasi-

na yol acmustir.

Kemiliiminesans kimyasal
reaksiyon sonucu aciga
cikan isimadir.




Kemiliiminesans Calisma Prensipleri

Bir kimyasal reaksiyon, kararlt hale gelirken kemiliiminesans meydana gelir. Or-
negin bir A ve B molekiilt reaksiyona girip kararli olmayan bir molekiil olan C* ve
D gibi baska bir molekil aciga ¢ikmis olsun;

A+B—o>C*+D.

Kararli hale donmeye calisan C* ortama bir 1sin yayarak kararl hale dontstir;

C* — C + hA. Isik, tirtinden yayilir.

Kemiliiminesans reaksiyonlarina ¢ok sayida biyolojik sistemde rastlanir ve bu
olaya genellikle biyoliiminesans adi verilir. Biyoliminesans ozellikle; atesbocegi,
deniz meneksesi ve bazt deniz anasi bakteriler, tek hiicreli hayvanlar ve kabuklu
hayvanlarda gtzlenir. Cesitli dogal biyoliiminesans olaylarinin kimyas: tam olarak

anlasilamamustir,
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Biyoliiminesans

Biyoliiminesans canl

Lusiferil

organizmalarda gozlenen adenilat

kemiliiminesans etkisidir. Liisiferaz AV

- 15tk -
Amag: Cekicilik, iletisim, kamuflaj, uzaklastirma PP, “t I§| W\

CO, + AMP

Lusiferin Oksilusiferin

N

Tekrar olusum
Tepkimeleri

Ates bécegi Drai s Ates boceginin biyolojik 1s1ma dongiisi

Ates bocegi
Isimanin olmasi icin lusiferin molekiiliiniin aktiflesmesi gerekir. Bu tepkimede ATP
esliginde enzimatik tepkimeyle lusiferil adenilat olusur. Bu molekiilde O2 ve lusiferaz

varliginda, oksidatif dekarboksilasyonla oksilusiferine dontisiir. Bu esnada ortama 1s1k
yayilir.
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Aequorea Victoria tlru olan
denizanalari, karanlikta 1s1k sacan
bir savunma ozelligine
Basincla aktiflesen sahiptir. Osamu Shimomura isimli

mavi igiltilar milyonlarca "Dinoflagellate" adi  Japon bilim adami Green fluorescent

verilen tek hiicreli su fitoplanktonlarina ait proteini kesfederek 2008 yilinda
Nobel Kimya odulunt almistir.




Genellikle yanlis olarak
bilindigi gibi "Yakamoz"
ay 1s181n1n suya, denize
vuran yansimasi
degildir.

Yakamoz biyolojik
olarak 1s1ma
(biyoliiminesans) yapan
canlinin adidir.




Kemiliiminesans ve biyoliiminesansin saptama
sinirt attomol(108), zeptomol(10?') olmasi
nedeniyle immunolc¢iimler ve niikleik asit
olcimiinde kullanilmaktadar.
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Elektrokemiluminesans

Elektrokemiliminesans, elektrot yltizeyinde meydana
gelen kemiliiminesansdir.

e En diisiik saptama sinir1 200 femto (105) mol/L dir.
Elektrokemiliiminesans

e Niikleik asit yontemlerinde

¢ Homojen immun ol¢iimlerde kullanilir.
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Floresans yayan bir atom veya molekiile
florofor denir.

« Bir floroforun floresans siddeti, floroforun
konsantrasyonu, isik yolunun uzunluguna ve 1sik
kaynaginin siddetine baghdir(F=¢[I (2.3 abc)] ).

« Bu nedenle daha siddetli 1s1k kaynaklar1 kullanilarak,
floresans ol¢imleri absorbans 6l¢timlerine gore 100-
1000 kez daha duyarh hale getirilir.

®—-kuantum verimi
¢=(lliminesans yapan molekiil sayisi)/( toplam uyariimis molekiil sayisi)
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Floresans metotlarla; steroidler, lipidler, proteinler,
amino asitler, enzimler, ilaclar, vitaminler, klorofiller,
dogal ve sentetik pigmentler ve bircok baska
maddelerin analizleri yapilabilmektedir.

Metal iyonlarinin analizi, bunlarin olusturduklari bazi
floresan kompleksleri yardimiyla yapilabilir.

Bazi floresans ozelligi olmayan maddelerin
florometrik tayini, bunlarin bir florofor ile tepkimeye
sokulup yeni bir floresan tuiriin veya isaretlenmis tirtin
olusturulmasi ile yapilir



Floresans Olciimiinde Kullanilan Cihazlar

*Florometre

*Spektroflorometre




Spektroflorometrenin Temel Bilesenleri

I, : Uyarma kaynagi
ExM  :Uyarma(eksitasyon)monokromatori
C : Ornek hiicresi

EmM : Emisyon monokromatori
D : Dedektor



Uyarma kaynagi

e Ksenon lambalar
¢ Kuartz-halojen lambalar
¢ Civa lambalar

e Lazerler

e Argon iyon lazeri (6z. Alus sitometrisinde)
e He-Ne, He-Cd lazerleri (tercih edilir)



Eksitasyon ve emisyon monokromatori
Spektrumun dar bir boliimiinii izole etmek i¢in kullanilir.
- girisim/interferans filtreleri
- renkli cam filtreleri
- 1zgarali/kafesli monokromatorler
- prizmatik monokromatorler

Modern analitik cihazlarda:
Interferans filtreleri tek filtre paketi olusturmak icin
uygun keskin ayirimli cam filtre ile birlestirilmistir.



Ornek huicresi;Uyarma kaynagina ve detekti)}baﬁﬁ
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Gelen isik yontinde dogrusal geometri
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Dik- aci geometrisi

On-yizev geomeirisi

Ticari tercih edilir.

Heterojen kati faz floresans immun ol¢tim sistemi

 Ornek hiicresi kiivetide silica (cam), kuvars tercih edilir.
Plastik istenmez c¢iinkii istenmeyen arkaplan (background)
sinyallerini arttirir.
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Dedektor

En cok kullanilan detektor: Foton cogaltici
(photomultiplier-PM) tiiptiir.




Floresans Olcumiinde Kullanilan Cihazlar—
MOflorometre

e Oran referans spektroflorometresi
e Eszamanl tarayicili spektroflorometreler

Florometre

e Manuel florometreler
e Basit tek-151n florometresi
¢ Oran-referans florometresi

e Zaman ve faz ayirici florometreler

e Ozel uygulamalarda kullanilan florometreler
e Hematoflorometre
e Lazer indukla florometreler

e Floresans Mikroskobu
e Konfokal floresans mikroskobu
® Floresans kan gazi analizorleri



Oran Referans Spektroflorometresi

® Sabit uyarim ve dalga boylarinda bir bilesigin uyarim ve
yayim spektrumunu 6l¢gmede kullanilir.
Avantajlaru:

> Analiz boyunca cihazin kalibrasyon sikligini1 azaltir.

> Dalga boyuna bagli enerji dalgalanmalarini azaltarak,
diizeltilmis uyarim spektrumunu saglar.



Es zamanl tarayicili spektroflorometreler

*Uyarim ve yayim monokromatorlerinin her
ikisinide es zamanl tarar.

*Ozellikle adli kimyada ilaclar ve metabolitleri
gibi florofor karistimlarinin ol¢iilmesinde
kullanilir
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Manuel florometreler
Basit tek-1s1n florometresi

e Once ornek korti ile sifir ayari, sonra kalibrasyon cozeltisi

ile kalibrasyon ayar1 yapilir ve bilinmeyen ¢ozeltiler
okunur.

¢ Yiiksek konsantrasyonlarin 6l¢iimiinii gerceklestirir.

Oran-referans florometresi

e Spektroflorometreden farki kesikli uyarma ve yayilma
dalga boylar1 bulunur.

e Belirli uyarim ve yayim dalga boylarinda konsantrasyon
Olciimleri i¢cin en ¢ok yararlanilan cihazdir.



Zamanmve Faz ayiric1 florometreler s

Zaman ayirici florometreler

e Uzun omiirlii veya eser metal iyonlar1 seklindeki
floroforlarla niikleik asitler homojen olarak
saptanabilir.

e Saptama sinir1 yaklasik 103 mol/L'dir

Faz ayirici florometreler:

Flas lamba veya lazer kaynaklarla olusan floresans
yanitin siklig1 ve floresans bozunma siiresi
saptanmaktadir.

Ozellikle homojen floroimmun 6lciimlerinde
kullanilir.
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_ Ozeluygulamalarda kullamilan florometreler

Hematoflorometre
¢ Tek kanatli on ytizey fotolorometresidir.
e Tam kan protoporfirin Zn diizeyini olcer.

Lazer indiiklii florometreler
e Uyarma enerjisi argon iyon lazeri kullanir.

e Ayirici cogaltici ile arka zemin girisimini azaltmak icin
sinyal sayis1 ayarlanur.
e Akis yolundaki kiiciik molekiillerin saptanmasi teknigi:
e akis sitometrisi
e akis injeksiyon analizi
e yiiksek performansli sivi kromatografisi
o kapiller zon elektroforezinde kullanilir.



~_Alassitometresi

Lazer indtiklii florometre ile tanecik isik sa¢ilimi analizinin
kombinasyonudur. Genelde tek argon iyon lazeri
kullanirlar

Floresans isaretleyiciler kullanilarak molekiller, hiicreler ve
tanecikler; floresans, 1sik sacilim ozelliklerine gore
buiytikliik, bicim ve tiplerine gore siniflandirilabilir.
Akas sitometreleriyle olciilebilen parametreler:

e Hiicre buyukligi, granil derecesi

e DNA, RNA icerigi, DNA niikleotid oranlari, kromatin yapisi

e Antijenler,

e Total protein icerigi,

e Hiicre reseptorleri, membran potansiyeli

e pH'a bagli Ca iyon konsantrasyonu



/@15 Mikroskobu

e Hiicresel bilesenler ve ozellikleri goriilerek incelenir.
Antintiikleer antikor (ANA) ve idrar mikroskobisi
incelenmelerinde kullanilir.

Yiiksek ozgiilliige sahip floresans isaretli monoklonal
antikorlar varliginda viral izolatlarinin ayirimi saglar.

HIV antikorlarinin immunfloresans yontemi ile
dogrulanmasinda yararhidir.

Selliiler genetikteki Floresans Insitu Hibridizasyon
(FISH) tekniginde kullanilir.



/Konfokal floresans mikroskobu

e Bu mikroskopta dar slitler veya igne delikler kullanilarak
nokta kaynak ve nokta dedektor saglanmaktadir. Bu sekilde
daha keskin gortintiiler elde edilir.

e Floresans isaretli orneklerin ti¢ boyutlu ve yiiksek
cozunurlukli gortuntiistina saglar.

e Canli hiicrelerde redoks potansiyeli olculir ve optik
endoskoplarda kullanilabilir.



Floresans kan gazi analizorleri

e Arteryal kan pH, P, ve P, ol¢imiinde kullanilir.

e Arterden kii¢ciik miktarda alinan kan orneginin sensor kismina enjekte edilmesi ve
hastaya tekrar geri donmesi seklinde yapilir.



loresans Olciimlerini Kisitlayan Faktorler

Konsantrasyon

Arka plan etkileri
Cozgen ve kiivet etkileri
Ornek etkileri

Sicaklik etkileri

Ornegin fotodekompozisyonu




= onsantrasyon

ic filtre etkisi
® Floroforun uyari 1s181n1 sogururken (tutarken),
kiivet yolu boyunca uyar siddetinin azalmasidar.

® Seyreltik ¢ozeltilerin kullanilmasi veya on yuzey
floresans cihazlar1 bu etkiyi azaltir.

Konsantrasyon azaltilmasi (quenching)
® Bir makromolekiil florofor ile kuvvetli bicimde
isaretlendiginde 1s1tmasiz enerji transferi
gerceklesir.
® Bundan dolay1 sonuc¢ beklenenden daha diusiik
olciiliir.
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Arka plan etkileri

1. Rayleigh sac¢ilimu
2. Raman sac¢ilimi

® Her ikiside floresans ol¢iimlerini kisitlar.

® lyi tantmlanmis yayma ve uyarma interferans filtreleri
veya uygun monokromator yerlestirilmesi ve polarize
ediciler kullanilarak rayleigh sacilimi kontrol edilir.

® Raman sacilimi ise slit genisligi azaltilarak kontrol
edilir.



Coziici ve kiivet etkileri

® (oziicu konsantrasyonu azaldik¢a floroforun ¢oziici icindeki

¢oziinmiis maddelerle etkilesimi artar. Floresans kaybiyla
sonuclanir.

® Ticari olarak arka plan etkisini azaltan hazir coziiciiler
kullanilabilir.

® Ticari olarak arka plan etkisini azaltan ozel kiivetler de
kullanilabilir.
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Ornek Matriks (cevre, ortam) Etkileri
® Serum yada idrar ornegi floresans 1s1ma yapan bircok
bilesik ( 6z. proteinler, billuribinler 260-29o0 nm de)

icermektedir.

® Lipemik orneklerde istenmeyen 1s1k sagilimlari olur.
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Sicaklik Etkileri

® Reaksiyon sicakligi + 0,1 °C diizenlenmelidir.

® Genel olarak floresans siddeti her 1°C artisinda ~%i-5
oraninda azalir.

® Ornek ve ¢ozeltiler buzdolabinda ise oda 1sisina
geldikten sonra calisiilmalidir.



Ornegin Fotodekompozisyonu

® Zayif floresans veren seyreltik ¢ozeltiler kuvvetli 1s1k kaynaklariyla
uyarildiginda fotokimyasal bozulmaya neden olur (fotodekompozisyon).

® Fotodekompozisyonu azaltmak igin:
® Olabilecek en uzun dalga boyu ile uyarilir.
Uyarim stiresi kisaltilir.

®
® Kararsiz ¢ozeltiler koyu renk siselerde saklanur.
® (oziinmiis oksijen ¢ozeltiden uzaklastirilir.




