LUMINISCENCNI metody

Luminiscence _ 2013




Rozdeleni optickych metod

 Absorpcni spektralni metody

Spektrofotometrie — AAS - vertikalni
spektrofotometrie - denzitometrie

 Emisni spektralni metody
FAES — nefelometrie — turbidimetrie

* Luminiscencni metody



Luminiscence
je jev, pri kterém vznika svetlo (fotony) po
predchozim dodani energie (excitaci)
materialu (luminoforu)

Luminiscence je charakteristicka svoji dobou trvani, ktera o nékolik fadu
prevysSuje doby Zivota termalnich kmita (zareni ¢erného télesa), t.j.

tepelné zareni neni luminiscence!
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Stanovované analyty

Porfyriny Srdecni markery
Hormony Vitaminy
Tumorové markery Leky

Kostni markery Prokalcitonin,...

Vyhody: vysoka citlivost



Bioluminiscence v prirode

Svetlusky, meduzy,
drevokazne houby,
hlubokomorske ryby,




Svetluska
prlnc:lp oxidace Iuc:lferlnu

-:‘3*“ hciferase

o 52 o ¢
=Ry

CO;

Luciferin + ATP — Luciferyl adenylat (enzym luciferaza)
Luciferyl adenylat — Oxyluciferin + AMP + CO,+ svétlo

Reakci jedné molekuly luciferinu je produkovan jeden foton o vinové délce
odpovidajici namodralému svetlu. Pfi reakci se pouhé 4 % energie méni
na energii tepelnou a zbytek, tedy 96 % energie je vyzaren. Svétluska je
tedy daleko ucCinngjSi zariC nez bézna vybojka, ktera ma tento pomeér 9:1
(tedy jen 10 % energie prechazi na svetlo).



Rozdeéleni luminiscence podle
zdroje excitace

v' Fotoluminiscence - absorpce energie
ve forme svétla

v Chemiluminiscence a bioluminiscence -
zdrojem energie je chemicka reakce

v Elektroluminiscence — zdrojem je el. proud; Katodoluminiscence —

zdrojem je proud elektront ; Thermoluminiscence; Radioluminiscence —
zdrojem je radioaktivni zareni; Mechanoluminiscence — zdrojem je
mechanicka energie; Krystaloluminiscence — krystalizace je doprovazena
luminiscenci; dalsi zdroje 7



Luminofory/fluorofory

Jjsou molekuly nebo jejich casti, ktere
vyzaruji luminiscencni zareni (fluoreskuji)

v Prirozené

v Analytické
(fluorescencni znacky nebo
sondy)



Prirozene luminofory/fluorofory

* Polyaromatické uhlovodiky

 Vitamin A, E

 FAD, FMN (450/525 nm) x FADH, FMNH
* NADH (340/460 nm) x NAD*

« Karoteny

e Chinin

« Steroidy

« Aromatické aminokyseliny

* Nukleotidy

* Fluoreskujici proteiny - GFP (green fluorescent
protein )



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
(znaceni neuronu pro hmatové receptory)

Roger Y. Tsien objasnil fluorescencni mechanizmus GFP a
ruznymi modifikacemi rozSifil 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 lze vpravit do
DNA jiného organismu, napr. | savce...



Pouziti GFP v chemii a biologil

Nejde o bioluminiscenci (chemiluminiscenci), ale o
fotoluminiscenci (excitace lampou, nebo laserem)

obecné lepsi rozliseni pri sledovani mikroskopem

sledovani genoveé exprese
medicina a biologie: sledovani metastaze tumoru




Analytické luminofory/fluorofory

* Luminol, isoluminol

* Fluorescein

* Methylumbelliferon (MU)

* Akridin a jeho estery
 Adamantyl dioxetan

» Chelaty lanthanoidu (Europium)

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




Luminol (5-aminoftalhydrazid)
2H,0, =2 H,0 + O, (peroxidasa)

Luminol + 2H,0 +O, — aminoftalat + N,

(1928) — oxidace v bazickém prostredi

+3H,0+ svétlo

priklad pouziti: intenzivni reakce s hematinem detekce krevnich skvrn)

NH, O NH, O
NH Oxidation, OH o
| —- o+ NE —
NH Catalyst, inhibitor, ')
enhancer, cofactor
O o)
Lummol

3-ammophthalate
excited state

3-aminophthalate
ground state




Fluorescein

fluorescein



Methylumbelliferon (MU)

MUP — MU + P + luminiscence

4-metylumbelliferyl fosfat = 4-metylumbelliferon + fosfat
CHj

+ l[uminiscence
m
O O~ ™0

|
HO-P—CH
@)
(defosforylace substratu)



Akridin a estery akridinu

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
excitovaném stavu

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



Lumigen® (Siemens, DPC)

Fosfatovy ester adamantyl dioxetanu

Reakce:

defosforylace substratu ucinkem ALP
vznik nestabilniho meziproduktu v excitovanéem

stavu
pri jeho tvorbé je emitovan tok fotonu



Luminiscence lanthanoidu

Nektere komplexy Ln(lll) maji velmi
neobvykle spektralni viastnosti:

v dlouhy ¢éas vyhasinani luminiscence

v Stokesuv posun muze byt i vice nez
100 nm

v" emisni spektrum obsahuje ostré piky
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Fotoluminiscence

« Podle dosvitu sekundarniho zareni délime
fotoluminiscenci na:

Fluorescenci  (10°-10°s)
Fosforescenci (102s az dny)

« Absorpce primarniho zareni v oblasti gama,

rentgenoveho, ultrafialoveho nebo viditelného
spektra

Fluorimetrie — absorpce UV zafeni



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




Fluorescence

Light
Source
490nm 520nm
_> Detector
of 520nm
ﬁ light
High Energy Low Energy
4 Long
Wavelength \/ Wavelength
Light Source Cuvette Containing Photodetector

a Fluorophore
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Méreni fluorescence

Fluorimetry

Spektrofluorimetry

Fluorescencni skenery

Fluorescencni mikroskopy

Prutokové cytometry
emisni

monochromator

detektor

Cteci zarizeni




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



Excitacni a emisni spektra
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Chemiluminiscence

je vyvolana energii chemicke reakce
(vetsinou oxidace)

« Jednoduché pristrojove vybaveni bez zdroje
primarniho zareni, nizsi vliv matrice, stanoveni
nizsich koncentraci

e Elektrochemiluminiscence

je modifikace chemiluminiscence, kdy
luminiscence je generovana chemickymi
reakcemi iniciovanych elektrochemicky




Fluorescencni
imunoanalyticke metody (FIA)

CMIA (chemiluminiscencni imunoanalyza na

mikrocCasticich) CHEMILUMINISCENT MICROPARTICLE
IMMUNOASSAY

ECLIA (elektrochemiluminiscence)

FPIA (fluorescencni polarizacni imunoanalyza)
FLUORESCENCE POLARIZATION IMMUNOASSAY

MEIA (enzymova imunoanalyza na mikrocCasticich)
MICROPARTICLE ENZYME IMMUNOASSAY



FIA

Fluoroimunoanalyza

= kombinace fluorometrie s imunoanalytickymi
metodami, kde znackovacim Cinidlem je
fluorescencni latka

« Kompetitivni FIA

Nameérena fluorescence je nepfimo umeérna koncentraci
stanovovaného analytu

* Nekompetitivni FIA (sendviCova technika)

Nameérena fluorescence je primo umerna koncentraci
stanovovaného analytu




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.



Paramagneticke castice
Krystaly kysliCniku zeleza

*» velky povrch
** magnetické vlastnositi



FPIA

Fluorescencni polarizacni imunoanalyza
Fluorescence Polarization Immunoassay

Homogenni kompetitivhi immunoanalyza,
mereni se provadi ve dvou polarizacnich rovinach

Vyuziva ruzné rychlosti rotace velkych a malych
molekul, ktere vedou ke zmene polarizace
(pouziti pouze pro malé molekuly, napfr. leky)
Vysledna polarizace je neprimo umerna
koncentraci analytu ve vzorku.

Fluorescence vyvolana linearne polarizovanym
svetlem je take linearne polarizovana




AxSYM(Abbott)

- FPIA

- MEIA

- ION CAPTURE
- REA




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



ECLIA

Elektrochemiluminiscencni imunoanalyza

modifikace chemiluminiscence, svétlo je
generovano chemickymi reakcemi
iniciovanych elektrochemicky

Elecsys 2010
(Roche)




@ Elektrody 2 V.

Chelaty ruthenia se pouzivaji jako luminiscencni znacCka vzniklych
imunokomplexu

Na platinové elektrodé je chelat Ru?* oxidovan na Ru3*, zaroven je
tripropylamin (TPA*) oxidovan na radikal TPA*(ma redukcni vlastnosti),
snadno redukuje Ru3*komplex na Ru?*, Ru kation prochazi reakci
cyklicky, nespotrebovava se, chova se jako enzym

elektron z TPA preskocCi do vysSsSi energetické hladiny Ru kationtu,
pfechodem do zakladniho stavu dojde k luminiscenci a Ru komplex je
opét schopen dalSi oxidace

TPA se rozpada na dipropylamin, je v reakci spotfebovavan, slouzi jako
substrat

Magnet



