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Luminiscence

Jev predstavujici vyzarovani prebytecne
energie ve forme fotonu - dochazi k nému pri
navratu excitovanych elekironu na zakladni
hladiny

Emise svetla vznika nasledne po excitaci
atomu pusobenim jineho zareni, elekironu
nebo pri chemické reakci apod. a PO jejich
navratu do zakladniho stavu
Dej, pri nemz zareni o kratsi vinove delce
(vetsi frekvenci) vyvolava v latce urciteho
slozeni vznik zareni o del3i vinové délce (nizsi
frekvenci)

Cast energie se vyzafi ve formé tepla
(nesvitiveé deexcitacni procesy)



http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Foton&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Elektron&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Z%C3%A1%C5%99en%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektron
http://cs.wikipedia.org/wiki/Z%C3%A1%C5%99en%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vlnov%C3%A1_d%C3%A9lka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Frekvence
http://cs.wikipedia.org/wiki/L%C3%A1tka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektromagnetick%C3%A9_z%C3%A1%C5%99en%C3%AD

Luminiscence

Jev, pri kterém vznika svétlo (fotony) po predchozim dodani
energie (excitaci) materialu (luminoforu)

tepelné
zareni neni luminiscence!
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Druhy luminiscence

Luminiscence vznika po dodani energie v rizné podobé

Fotoluminiscence — luminiscence je vyvolana elektromagnetickym
zarenim (zarivky) - do této kategorie patfi fluorescence a
fosforescence

Chemiluminiscence — luminiscence je vyvolana chemickou reakcii
(sem patfi také bioluminiscence, kdy je emise svételného zareni
vytvorena zivymi organizmy — svetlusky, meduzy)

Elektroluminiscence — luminiscence je vyvolana elektrickym polem
(reklamni panely, nouzové osvétleni)

Katodoluminiscence — luminiscence je vyvolana dopadajicimi
elektrony (stinitko televizni obrazovky).

Termoluminiscence — luminiscence je vyvolana vzrustem teploty
po predchozim dodani energie

Radioluminiscence — luminiscence je vyvolana pusobenim
radioaktivniho zareni

Triboluminiscence — luminiscence je vyvolana pusobenim tlaku
(pfi deformaci télesa)

Sonoluminiscence - vyvolana dopadem ultrazvuku



Bioluminiscence v prirode

Svetlusky, meduzy,
drevokazne houby,
hlubokomorske ryby,




Fotoluminiscence

Podle délky trvani » fluorescence (102-10°s)
» fosforescence (10¢s az dny)

Dochazi k ni vlivem absorpce energie
dopadajiciho svetelného zareni

Pokud po odstraneni zdroje ozarovani rychle
vymizi » fluorescence

Pokud pretrvava (dozniva) i po odstraneni zdroje
ozarovani » fosforescence



Fotoluminiscence

X+ hv ---- ) X*+ hv’
X a X* je zakladni a excitovany stav molekuly

hv a hv’ dopadajici a emitovana svetelna
energie

Emitovana energie zareni je nizsi nez energie
dopadajiciho (primarniho) zareni

Emitované (sekundarni) zareni ma nizsi
frekvenci a delSi vinovou délku nez svetelne
zareni primarni

Rozdil mezi vinovou deélkou excitacniho a
emitujiciho zareni - Stokesuv posun



Fluorescence

* Prechod mezi tzv. povolenymi stavy atomu

« K vyzareni fotonu dojde jiz za par
nanosekund (kratkodobé svetélkovani -
1083 az 10> s).

* Predstavuje sekundarni zareni po
absorpci elektromagnetickeho zareni



Absorpcni a fluorescencni spektrum
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* Posunuto k delSim vinovym délkam nez puvodni
absorpcni spektrum (Stokestiv posun)

« Zaujima zrcadlovou pozici
Stokestv posun je rozdil mezi vinovou délkou excitacniho (primarniho)
a emitovaného (sekundarniho) zareni



Fluorimetr

Zdroj svételného zareni (xenonova, xenonova-rtut'ova
obloukova vybojka, laser)

Monochromator pro vybeér excitaéniho zareni
Kyveta (kfemenné)/vzorek

Monochromator pro sekundarni (emisni) zareni
Detektor (fotonasobic)
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Pristrojova technika

Zdroje: xenonova obloukova vybojka
xenonova-rtutova obloukova vybojka
laser
Kyvety: kremenneé sklo
Kfemen
Detektor: fotonasobic
kolmo ke smeru dopadajiciho
primarniho zareni
Monochromatory
U imunoanal. metod se stejnym fluorofem je nahrazuije:

Interferencni filtr propoustéjici fluorescencni signal — fixni
vinova delka



Fluorescence
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Méreni fluorescence

Fluorimetry
Spektrofluorimetry
Fluorescencni skenery
Fluorescencni mikroskopy
Prutokové cytometry



Fosforescence

* Prechod tzv. zakazany.

* Pri fosforescenci se fotony vyzari, ale trva to
az nekolik minut (dlouhodobeé sveétéelkovani
102 s az nékolik dni)

 Nema v klinické laboratori praktickeé vyuziti



Chemiluminiscence

Je luminiscence vyvolana energii chemicke
reakce

Vznika vyzarenim fotonu z molekuly luminoforu
po jeho chemické oxidaci pusobenim oxidantu
(H,0,, O,,...)

Dochazi k produkci svetelného zareni

exitovanymi molekulami v prubéhu chemické
reakce

Chemiluminiscence v zivych organismech -
bioluminiscence

A+B> X*>P+hv

A a B jsou reaktanty, X* je excitovany
meziprodukt, P je produkt v zakladnim stavu a
hv je energie emitovaneho svetelneho zareni

Elektrochemiluminiscence - modifikace chemiluminiscence, luminiscence je
generovana chemickymi reakcemi iniciovanymi elektrochemicky



Luminometr

« Sklada se z mérné komurky a detektoru
(fotonasobice)

« Mérna komurka (cela) se vzorkem a
ostatnimi reaktanty obsahuje system
zrcadel — soustreduji svetelne zareni na
detektor

» VVznik zablesku svétla - fotony
» PocCet fotonu zachycuije citlivy fotonasobic



Fluorofory, luminofory

Fluoreskuijici latky obsahuji konjugované
dvojné vazby

Spontanne fluoreskuje malo biologickych
molekul - tryptofan a porfyriny

Luminofory produkuji zareni pri chemickych
reakcich

V imunoanalyze jsou fluorofory a luminofory
navazany jako znacka na protilatky Ci
antigeny nebo tvori substrat, eventuelne
vznikaji az po jeho rozstepeni



Fluorofory, luminofory
— Casto jako znacka v imunoanalyze

Priklady:
Akridin a jeho estery
Adamantyl dioxetan
Methylumbelliferon (MU)
Chelaty platinovych kovu (ruténium)
Chelaty lanthanidu (europium)
Luminol, isoluminol
Fluorescein



Luminol (5-aminoftalhydrazid)

2H,0, =2 H,0 + O, (peroxidasa)
Luminol + 2H,0 +O, —» aminoftalat + N, +3H,0+ svétlo
(1928) — oxidace v bazickem prostredi

NH, O NH, O
NH Oxidation, OH- 0
NH Catalyst, inhibitor, ')
enhancer. cofactor
O o)
Luminol

3-ammophthalate
excited state
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3-aminophthalate

ground state

light
(425 nm)




Ester akridinu — Akridin + svétlo

Akridin phenyl ester



Chemiflex™ (Abbott)

Patentovany ester akridinu

akridinium(N-sulfonyl)karboxamid
SloucCenina je velmi stala

Reakce:

- oxidace v kyselém prostredi (pH=2; HNO, a H,0,)

- zmena prostredi na zasadité (NaOH)

- vznik nestabilni N-sulfonylpropylakridon v
excitovanéem stavu

- pri prechodu do stabilni formy se uvolni CO, a
energie v podobe svéetla (430nm)



Vyuziti luminiscence: Automaticke
imunochemické analyzatory

Spojeni luminiscencnich technik a imunoanalyzy
predstavuji automatické imunochemicke analyzatory

Na nich vetsina imunoanalytickych metod v laboratorni
mediciné

Uplatneni biochemie, serologie, transfuzni stanice
Automatizace koncem 80. let

Uplatneni pro analyty s nizkou koncentraci (nmol/l,
pmol/l)

Vyuziti reakce antigen — protilatka
Znacena protilatka (pripadnée antigen)

Veétsinou heterogenni imunoanalyza (pevny povrch —
paramagnetické Castice, kuliCka)

Doba analyzy 15 — 60 min

Detekce s vysokou citlivosti (chemiluminiscence,
elektrochemiluminiscence, fluorescence..)



Jaka je vyhoda pri pouziti luminiscence?

Vysoka citlivost metod

v' Imunoanalytické metody

Napr.

Kardialni markery (cTnl, cTnT, BNP, NT-proBNP)
Hormony (TSH, FT4, hCG, testosteron, prolaktin, ...)
Léky (digoxin, gentamicin, ...)

Tumorove markery (PSA, CEA, CA 125, AFP, ...)

v' Chromatografie - detektor



Luminiscencni

Lumino Immuno Assay (LIA)

Chemiluminescent Magnetic Immuno
Assay (CMIA)

Immuno Lumino Metric Assay (ILMA)
ElectroChemiLuminiscence (ECL)



Fluorescencni

* Fluorescence Immuno Assay (FIA)

* Fluorescence Polarization Immuno Assay
(FPIA)

 Dissociation Enhanced Lanthanide
Fluoro Immuno Assay (DELFIA)

* Time Resolved Aplified Cryptate Emission
(TRACE)



Citlivosti metod

Metoda (9)
EMIT 106
FIA, FPIA, EIA 10-9

RIA, REA, IRMA 10-12

LIA, ILMA 10-1°
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cO:
Luciferin + ATP — Luciferyl adenylat (enzym luciferaza)
Luciferyl adenylat — Oxyluciferin + AMP + CO,+ svetlo

Reakci jedné molekuly luciferinu je produkovan jeden foton o vinové délce
odpovidajici namodralému svétlu. Pfi reakci se pouhé 4 % energie méni
na energii tepelnou a zbytek, tedy 96 % energie je vyzaren. Svétluska je
tedy daleko ucCinngjsi zaric nez bezna vybojka, ktera ma tento pomer 9:1
(tedy jen 10 % energie prechazi na svétlo).



Nositelé Nobelovy ceny 2008 za chemii

Osamu Shimomura jako prvni izoloval zeleny fluoreskujici
protein z meduzy Aequorea victoria (GFP)

Martin Chalfie prvni prakticky vyuzil fluorescencniho proteinu
(znadeni neuronu pro hmatové receptory)

Roger Y. Tsien objasnil fluorescencni mechanizmus GFP a
ruznymi modifikacemi rozsSifil paletu barev emitovaného
zareni



Pouziti GFP v chemii a biologil

Lze pripravit protein, ktery obsahuje
sekvenci (napr. Ser-Tyr-Gly)

Sekvenci z DNA medusy, ktera je
zodpovedna za tvorbu GFP Ize vpravit do

DNA jineho organismu, napr. | savce...
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FISH

* Fluorescence In Situ Hybridization je
cytogeneticka metoda, ktera umoznuje
detekci a lokalizaci konkrétnich sekvenci
DNA v chromosomech

* Metoda je urCena k mapovani genu a
sledovani chromosomalnich abnomailit,

* Pro detekci se vyuziva quorescencnl
mikroskopie o :

,Neni Fish jako FISH" § |




FISH - princip

» Kratky jednovlaknovy (single stranded) usek
DNA, ktery je komplementarni k hledane
sekvenci, je oznacen fluorescencni
znackou

* V rozpletenych usecich DNA dochazi k
navazani na komplementarni ¢asti

 Dochazi k nalezeni a oznaceni casti
sekvence, ktera koduje zkoumany usek



