LUMINISCENCNI metody

Petr Breinek



Luminiscence

= emise svétla (fotonu) atomy a molekulami
(luminofory), které se nachazeji v
excitovanem stavu (elektron se vraci z
excitovaného stavu nebo vyssi energeticke
hladiny na nizsi energetickou uroven - do
zakladniho stavu)




Bioluminiscence v prirode

Svetlusky, meduzy,
drevokazné
houby,hlubokomorske

Princip:
Luciferin + ATP — Luciferyl adenylat (Luciferaza)
Luciferyl adenylat — Oxyluciferin + AMP + CO2+ svétlo

Reakci jedné molekuly luciferinu je produkovan jeden foton o
vinove delce odpovidajici namodralemu svétlu. Pri reakci se
pouhe 4 % energie meni na energii tepelnou a zbytek, tedy 96 %
energie je vyzaren. Svetluska je tedy daleko ucinnejsi zariC nez
bézna vybojka, ktera ma tento pomer 9:1 (tedy jen 10 % energie
prechazi na svétlo). 3
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Rozdeéleni (podle pri¢iny):
* Fotoluminiscence (fluorimetricka stanovent)

- fluorescence Excitace vyzaduje zdroj
- fosforescence “svétla

e Chemiluminiscence
- bioluminiscenc

xcitace bez zdroje
svetla

 Elektroluminiscence

 Termoluminiscence, Radioluminiscence,
Katodoluminiscence, Triboluminiscence
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Pouziti luminiscence v KB

lmunoanalyticke metody
(s fluorescencnim markerem)

*Fotoluminiscencni metody

(fluorescencni metody)

Chromatograficke metody

(s fluorescencnim detektorem)



Stanovované analyty

Porfyriny Srdecni markery
Hormony Vitaminy
Tumorove markery Léky

Kostni markery Prokalcitonin,...

Vyhody: vysoka citlivost



Fotoluminiscence
Fluorimetrie
FPIA
MEIA
DELFIA



Fotoluminiscence

« Podle dosvitu sekundarniho zareni délime
fotoluminiscenci na:

fluorescenci (109-10°s)

fosforescenci  (102s az dny)

« Absorbce primarniho zareni v oblasti gama,
rentgenoveho,ultrafialoveho nebo viditelneho
spektra

Fluorimetrie - absorbce UV zareni



Fotoluminiscence

Zjednodusene: je to degj, pri kterem zareni o kratsi
vinove délce vyvolava v latce urciteho slozeni vznik
zareni o delsi vinove délce

Excitacni zareni

Fluorescence

Molekula v Molekula v Molekula v
zakladnim stavu excitovaném stavu zakladnim stavu
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Princip
1. Absorbce energie (excitace fotonem) - atomy

nebo molekuly prechazi do vyssi kvantove
hladiny

2. \Vyzareni (emise) energie formou
luminiscence pri navratu do zakladniho stavu

3. Luminiscencni zareni ma vetsi vinovou
délku nez zareni excitacni

(Cast absorbované energie je spotrebovana
prestavbami molekuly, fotochemickymi
reakcemi, tvorbou tepla, reakci molekuly s
okolim,...)
Rozdil od rozptylu svetla kdy nedochazi k absorbci
energie
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Princip

X+ hv 2 X* 2 X + hv

excitace emise
hv > hv' potom A <A
E = h.v=(h.c)/A

Stokesuv posun je rozdil mezi vinovou
delkou excitacniho (primarniho) a

emitovaného (sekundarniho) zareni
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E = h.v = (h.c)/A

energie fotonu)

E
h (Planckova konstanta = 6,6262.10-34 J.s)

(
(
v (frekvence)

c (rychlost svétla ve vakuu 3.107° m/s)

A (vinova délka)

13



VeliCiny fluorescence

Kvantovy vytezek

pomer poctu vyzarenych kvant fluorescence k
poctu pohlcenych fotonu

Doba zivota

doba mezi pohlcenim kvanta budiciho zareni a
vyzarenim kvanta fluorescence

Polarizace (anizotropie)

muze dat informaci o pohyblivosti molekuly
fluorescencni latky v daneém prostredi
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Pristrojova technika

» Zdroj exitacniho zareni (Hg vybojka,
halogenové vybojky, Xe vybojka, lasery).

* Filtr (Woodiv fitr skla s ptimési NiO, CuO, CoO).
» Merici prostor

* |nterferencni filtr propoustsjici fluorescenéni
signal.

e Detektor
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Schéma fluorimetru

8¢

excitacni zdroj

monochromator
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Schéma fluorimetru
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Fluorofory
= molekuly nebo jejich Casti, které fluoreskuji

* Prirozene
- Aromaticke aminokyseliny (v bilkovinach),

napr. tryptofan
- NADH, riboflavin, FAD, porfyriny,...

* Analytické
(fluorescencni znaCky nebo sondy)
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FPIA

Fluorescencni polarizacni imunoanalyza
Fluorescence Polarization Immunoassay

K excitaci pouziva polarizované svetlo

Homogenni kompetitivhi immunoanalyza (soutezi
stanovovany analyt a analyt znaceny fluoresceinem o
vazebna mista na specifické protilatce)

Vyuziva ruzné rychlosti rotace velkych a malych
molekul (imunokomplexu a antigenu), které vedou ke
zmene polarizace

Fluorescence vyvolana linearne polarizovanym
svetlem je take linearne polarizovana
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Nutna podminka:

* Vyznamny rozdil v rychlosti rotace malée

molekuly antigenu a velké molekuly
Imunokomplexu

* Pouziti pouze pro stanoveni koncentrace
malych antigenu (napf. Iéku,...)
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« Malé molekuly (stanovovany analyt a znaceny analyt) se
otaceji velkou rychlosti, po excitaci polarizovanym svetlem
znaceny analyt emituje fluorescencni zareni do mnoha
smeéru.Pri detekci polarizovaného svétla se naméri pouze
nizka intenzita tohoto zareni

» Je-li znaCeny analyt vazan na na protilatku,
(imunokomplex: znaceny antigen-protilatka), dojde ke
snizeni rychlosti rotace teto velké molekuly, emitovane
svetlo kmita ve stejné rovine jako excitujici — pri detekci se
nameri vysoka intenzita zareni

. Cim vy33i koncentrace stanovovaného analytu, tim vice
bude tohoto analytu navazano na protilatku a tedy tim
mene znaceneho analytu, takze namerene hodnoty
fluorescence budou nizké a naopak pri nizké koncentraci
namerime hodnoty vysoké. Plati neprima umera.
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AxSYM(Abbott)

- FPIA

- MEIA

- ION CAPTURE
- REA




Pouziti linearne polarizovaneho svetla
(A =485 nm - zdroj wolframova lampa +
polarizacni filtr)

Pri navratu molekuly fluoroforu do zakladni
stavu emise zeleného svetla pri 525-550
nm.

Pres polarizacni filtr detekce fotonasobicem.

Mereni ve dvou polarizacnich rovinach
vektikalni a horizontalni poskytne vyslednou
intenzitu polarizovaného svetla, ktera je
neprimo umerna koncentraci stanovovaného
antigenu
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Priklad kalibraCni krivky stanoveni amphetaminu

FitP Kalibrace AMP
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MEIA

Enzymova imunoanalyza na mikrocasticich
Microparticle Enzyme Immunoassay

* Heterogenni enzymova imunoanalyza na
mikrocasticich
* Imunokomplex znaceny enzymem ( ALP)

* Fluorogenni substrat
(MUP, 4-metylumbelliferylfosfat) reaguje s
enzymem (ALP)

» Defosforylace substratu (MUP = MU)
(4-metylumbelliferon), luminiscence ”



Defosforylace substratu

MUP — MU + P + luminiscence

4-metylumbelliferyl fosfat == 4-metylumbelliferon + fosfat
+ luminiscence

Svételny zdroj: Hg-vybojka (365 nm)

MU emituje fluorescencni zareni(448 nm)
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Inkubace vzorku a mikrocCastic s Cast reakéni smési je pfenesena na
navazanou protilatkou matrici se sklenenymi vlakny

Dale je pridana protilatka znacena Po promyti je pfidan substrat (MUP),
ALP po reakci se meri intenzita

fluorescence 32



DELFIA

Dissociation-enhanced Lanthanide

Fluoroimmunoassay

Protilatky nebo antigeny jsou znaceny chelaty
lanthanidu: Eu (europia), Sm (samaria) a Tb

(terbia)
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Chelaty lanthanoidu vykazuji po své pfeméné na
sloucCeninu se silnou fluorescenci velky Stokesuv
posun a delsi dobu fluorescence.

Nekompetitivni nebo kompetitivni sendvicova
technika chranena patentem.

Detekce zareni ( 620 nm)se zpozdenim
(odstraneni interferujiciho zareni)

Pulzni zdroj (340nm, frekvence tisice pulzu/s)
Opakované mereni (1000 a vicekrat)
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Vyuziti:

,Celoplosny laboratorni novorozenecky screening”

« Kongenitalni hypotyreoza (SKH)
Snizena funkce stitné zlazy vede ke zvySeni
koncentrace TSH

« Kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH)
Defekt steroidogeneze v kure nadledvin;
nejcastéji deficit enzymu P450c21 (21-hydroxylazy)
zvySeni koncentrace 17 OHP (17-0H-progesteronu)

* Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie 35
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Do not touch the

after the start command has been given

ATTENTION:

Ne pas toucher la plaque
apres avoir commande sa lecture.




Chemiluminiscence
CMIA
ECLIA
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e Chemiluminiscence - je vyvolana
energii chemické reakce.

* Termoluminiscence — je vyvolana teplem,
teploty az 500 °C
» Elektrochemiluminiscence

modifikace chemiluminiscence,
luminiscence je generovana chemickymi
reakcemi iniciovanych elektrochemicky
(oxidace na anode)
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Chemiluminiscence

Vznika vyzarenim fotonu z molekuly luminoforu po
jeho chemickeé oxidaci pusobenim oxidantu (H,O.,,
O,,...)

A+B > X*> P+ hy

Luminiscence
Chemicka reakce

Molekula v Molekula v Molekula v
zakladnim stavu excitovaném stavu zakladnim stavu
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Analyticke luminofory

e Luminol, isoluminol

* Fluorescein

* Methylumbelliferon (MU)

* Akridin a jeho estery

» Adamantyl dioxetan

 Chelaty lanthanidu (Europium)

NejCasteji jsou navazany jako znacka
(na protilatky nebo antigeny) nebo jsou
pouzity jako substrat.
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Luminol |

NH, O
2H,0, =2 H,0 + O, (Peroxidaza)

Luminol + 2H,0 +O, ->Aminoftalat +N, +3H,0+ svétlo
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Chemiflex™ (Abbott) oiatine

N'E':'
Patentovany ester akridinu O Z ‘

Akridinium(N-sulfonyl)karboxamid
. .. s _-S0,Ar
SloucCenina je velmi stala 0" "N
|
R
Reakce:
- oxidace v kyselém prostredi (pH=2; HNO, a H,0,)
- zmena prostredi na zasadité (NaOH)
- vznik nestabilni N-sulfonylpropylakridon v
excitovaném stavu
- pri prechodu do stabilni formy se uvolni CO, a
energie v podobe svéetla (430nm)
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Lumigen® (Siemens)

Fosfatovy ester adamantyl dioxetanu

Reakce:
- defosforylace substratu ucinkem ALP
- vznik nestabilniho meziproduktu v excitovanem

stavu
- pfi jeho tvorbé je emitovan tok fotonu/ luminiscence
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CMIA

Chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocasticich

* Heterogenni imunoanalyza - separace
pevnou fazi

» Paramagnetické mikrocCastice

* Emise svetla molekulou, ktera je
produktem chemicke reakce

* Systém neni ozarovan zdrojem svetla.
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. Vzorek se prida k paramagnetickym
mikroCasticim potazenymi specifickou
protilatkou. Analyt ze vzorku se navaze na
mikrocCastice
(Paramagnetické Gastice — krystaly kysliéniku Zeleza
- velky povrch a magnetické vlastnosti)

ll. Po promyti se prida konjugat protilatek proti
stanovovanému analytu s luminoforem

lll. Do reakcni smesi se pridaji roztoky H,0,
(Pre-Trigger) @ NaOH (Trigger)

V. Zmeri se vysledna luminiscence
(v RLU jednotkach)
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Paramagneticke
castice potazene

orotilatkou Vzorek/analyt  Konjugat

T
+ —. )'3,(_' * —

L

+ NaOH )(_"' PRI =
(Trigger) %7

CcO,




ECLIA
Elektrochemiluminiscence

modifikace chemiluminiscence, svetlo je
generovano chemickymi reakcemi iniciovanych
elektrochemlcky
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Na platinové elektrodé je chelat Ru2+ oxidovan na Ru3+

Chelaty ruthenia se pouzivaji jako luminiscencni znacka
vzniklych imunokomplexu
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Na platinové elektrodé je chelat Ru?* oxidovan
na Ru3*,

Zaroven je tripropylamin (TPA*) oxidovan na
radikal TPA* (ma redukcni vlastnosti), proto
snadno redukuje Ru3*komplex na Ru?*,

Elektron z TPA preskocCi do vyssi energeticke
hladiny Ru-kationtu, prechodem elektronu do
zakladniho stavu dojde k luminiscenci a
Ru-komplex je opet schopen dalsi oxidace
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