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ABSTRACT

Increasing exposition of people on the factors which negatively affect health
lead to the escalation in the incidence of many diseases. In the same time, this phe-
nomenon causes the intensification in research focusing on new therapeutics but,
on the other hand, the development of new diagnostic methods is also essential to
facilitate the detection of infections in a human organism. One of the promising
immunological diagnostic procedure is the chemiluminescent labeling. The high
sensitivity of the method and ease of labeling enables the detection of even trace
amounts (femtomole level (107" M)) of both extra- and intracorporeal macromole-
cules, among others, antibodies, antigens, enzymes, hormones, fragments of nucleic
acids, pesticides, or antibiotics.

The molecules which are capable of efficient chemiluminescence — chemilu-
minogens — are of crucial importance in the chemiluminescent labels enabling the
content determination for the tested biomolecules. These chemiluminogens are
subjected to the chemical reaction giving the electron-excited product, which sub-
sequently while returning to the ground state generates the electromagnetic radia-
tion. The chemiluminogens can be both organic and inorganic compounds. In case
of the first group, the chemiluminescence process occurs mostly in the liquid phase
(chemiluminescence of luminol or acridinium derivatives). However, in case of the
second group the chemiluminescence occurs in the gas phase (for example, oxida-
tion of the phosphorus vapour with the atomic oxygen). In the medical, chemical,
or environmental analytics the procedures for the determination of macromolecules
level, for example, a-fetoproteins, S-p-galactosidase, glucose-6-phosphate dehy-
drogenase, TSH, FT4, or anti-HIV antibodies, are utilised with chemiluminescent
labels mainly based on the acridinium ester derivatives.

The present article describes the photophysical aspects of the chemilumine-
scence phenomenon and one of the most rapidly developing tool for the immunolo-
gical diagnostics - chemiluminescent labeling. Additionally, the present publication
addresses the utilisation of the chemiluminometric methods and the perspectives to
expand applications for these methods in the biological and environmental systems
within the field of materials technology or biotechnology.

Keywords: chemiluminescence, chemiluminescent label, chemiluminogen, medical
diagnostic, acridinium derivatives

Stowa Kkluczowe: chemiluminescencja, znacznik chemiluminescencyjny, chemilu-
minogen, diagnostyka medyczna, pochodne akrydyniowe
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WPROWADZENIE

Narazenie organizmu ludzkiego na negatywnie wplywajace na zdrowie czyn-
niki, takie jak jako$¢ powietrza, zanieczyszczenia wod, halas czy pola elektromagne-
tyczne, skutkuje wzrostem liczby zachorowan. Z tego tez wzgledu naukowcy oraz
przemyst farmaceutyczny prowadza wzmozone badania nad nowymi terapeuty-
kami. Jednak oprocz leczenia organizmu istotne jest rowniez szybkie wykrywanie
jego zakazenia, w czym pomagaja nowoczesne i sprawne metody diagnostyczne.
Jedng z dobrze rokujacych procedur diagnostyki immunologicznej jest znakowanie
chemiluminescencyjne. Duza czuto$¢ metody oraz tatwos¢ oznaczenia pozwala na
wykrywanie nawet §ladowych iloéci (poziom femtomolowy (10™"° M) [1]) zewnatrz-
jak i wewnatrzustrojowych makromolekul miedzy innymi przeciwcial, antygenow,
enzymow, hormonow, fragmentéw kwaséw nukleinowych, pestycydow czy antybio-
tykow [2].

Zwigzki zdolne do wydajnej chemiluminescencji, czyli chemiluminogeny pel-
nig istotna role w znacznikach chemiluminescencyjnych, umozliwiajac oznacza-
nie miana badanych biomolekul. Ulegaja one reakeji chemicznej, w wyniku ktorej
powstaje elektronowo wzbudzony produkt, ktory powracajac do stanu podstawo-
wego generuje promieniowanie elektromagnetyczne. Chemiluminogenami moga
by¢ zaréwno zwigzki organiczne jak i nieorganiczne. W przypadku pierwszej grupy
proces chemiluminescencji zachodzi gléwnie w fazie cieklej (chemiluminescencja
luminolu czy pochodnych akrydyniowych), natomiast w drugiej - w fazie gazowej
(przyktadem moze by¢ utlenianie par fosforu atomowym tlenem) [3]. W analityce
medycznej, chemicznej czy srodowiskowej stosowane sg procedury oznaczania
poziomu makromolekul, na przyklad a-fetoprotein, 3-p-galaktozydazy, dehydroge-
nazy glukozo-6-fosforanowej, TSH, FT4 czy przeciwcial anty-HIV, z uzyciem znacz-
nikéw chemiluminescencyjnych opartych w duzej mierze na pochodnych estrow
akrydyniowych [4, 5].

W artykule oméwione zostang fotofizyczne aspekty zjawiska chemilumine-
scencji oraz jednego z najbardziej rozwijajacych sie narzedzi diagnostyki immu-
nologicznej — znakowania chemiluminescencyjnego. W niniejszej publikacji poru-
szony zostanie rowniez temat zastosowania metod chemiluminometrycznych oraz
perspektywy rozszerzenia ich zastosowan na uklady biologiczne i srodowiskowe,
w technologiach materiatowych czy biotechnologii.

1. CHEMILUMINESCENCJA

Kazdej reakcji chemicznej towarzyszy wymiana energii z otoczeniem. Gdy
energia dostarczana jest do ukladu méwimy o procesach endoenergetycznych, nato-
miast w przypadku uwalniana energii do otoczenia méwimy o reakcjach egzoener-
getycznych. Oddawanie energii moze zachodzi¢ na dwa sposoby: pozbywanie si¢
nadmiaru energii poprzez przekazanie jej w zderzeniach do otoczenia lub — w przy-
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padku reakgji silnie egzotermicznych - poprzez emisje promieniowania, czyli lumi-
nescencje. U podstaw ostatniego procesu lezy zjawisko relaksacji — przejscia ukladu
z energetycznego stanu wzbudzonego do stanu podstawowego. W stanie podstawo-
wym wszystkie elektrony zajmuja w atomach mozliwie najnizsze stany energetyczne,
a zewnetrzna powloka na ktorej znajduja si¢ elektrony tworzy tak zwane pasmo
walencyjne. Stan wzbudzony to taki, w ktérym elektrony w atomach materialu sg
przeniesione z pasma walencyjnego do wyzszych standéw energetycznych, czyli do
tak zwanego pasma przewodnictwa. Przeniesienie elektronu do pasma przewod-
nictwa nastepuje w wyniku dziatania zewnetrznego czynnika wzbudzajacego. Tym
czynnikiem moze by¢ promieniowanie, temperatura, reakcja chemiczna, oddzialy-
wanie mechaniczne, strumien elektrondéw, fala ultradzwickowa lub zewnetrzne pole
elektryczne.

Wszystko w naturze dazy do obnizenia swojego stanu energetycznego, wigc
réwniez i wzbudzone elektrony daza do pozbycia sie nadmiaru energii. Warunkiem,
by elektron mégt oddac energie jest istnienie pustego stanu dozwolonego na nizszym
poziomieenergetycznymorazprawdopodobienstwo przejsciawieckszeodzera. Innymi
stowywpasmiewalencyjnym musiznajdowacsi¢ pustemiejsce (dziura), ktoreelektron
moze obsadzi¢. Przejscie elektronu ze stanu wzbudzonego do stanu podstawowego,
w ktérym elektron zajmuje wolne miejsce nazywa si¢ rekombinacja (lub anihilacja)
pary elektron-dziura. Roznice energii sprzed rekombinacji i po rekombinacji elek-
tron moze wypromieniowaé w postaci fali elektromagnetycznej i wowczas méwimy
o rekombinacji promienistej. Swiatlo generowane jest wowczas, gdy roznica ener-
gii pomiedzy pasmem przewodnictwa a pasmem walencyjnym odpowiada energii
promieniowania z zakresu widzialnego. Jak wspomniano wyzej, istnieje wiele moz-
liwosci uzyskania produktéow w stanie elektronowo wzbudzonym w zaleznosci od
czynnika wzbudzajacego. Emisja promieniowania generowana procesem chemicz-
nym nazywana jest chemiluminescencja (CL) [6, 7].

1.1. NATURA ZJAWISKA CHEMILUMINESCENC]JI

Wspomniana wcze$niej chemiluminescencja jest definiowana jako emisja pro-
mieniowania elektromagnetycznego (ultrafioletowego, widzialnego lub podczerwo-
nego) w wyniku powstawania w czasie reakcji chemicznej wzbudzonych elektronowo
produktow posrednich badz produktow reakeji [8]. Molekuly w stanie wzbudzonym
powstale w ten sposdb moga same emitowaé promieniowanie lub przekazaé energie
innym czgsteczkom, ktére uwalniajg energie w formie emisji. Zgodnie z zatozeniami
diagramu Jablonskiego chemiluminescencja jest procesem dozwolonej spinowo
promienistej dezaktywacji najnizszego stanu wzbudzonego (zwykle singletowego
(S,)) molekuly. Istnieje réwniez mozliwo$¢ emisji promieniowania z najnizszego
wzbudzonego stanu o innej multipletowosci (zwykle trypletowego (T,)), zwana fos-
forescencja. Z racji stosunkowo dlugiego czasu zycia ostatniego stanu (proces spi-
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nowo wzbroniony) oraz jego zaawansowanej dezaktywacji w roztworach, §wiecenie
zwigzane z dezaktywacjg T >S jest stabe i obserwowane w niewielu ukfadach [9].

Warunkiem pojawienia si¢ chemiluminescencji jest wysoka egzotermicznos¢
reakcji chemicznej. Tylko wéwczas moze nastapi¢ wzbudzenie elektronowe mole-
kul. Dla przykiadu, aby spowodowa¢ emisje w zakresie widzialnym (400-750 nm)
niezbedna jest energia rzedu 150-300 kJ mol™ [9].

r 3 r 3

E E

a R (struktﬁra) b R (struktﬁra)

Rysunek 1. Diagram przedstawiajacy krzywe energii potencjalnej dla reakcji prowadzacej (a) wzglednie nie
prowadzacej (b) do wzbudzenia elektronowego. S - substrat, P - produkt w podstawowym stanie
elektronowym, P* — produkt w stanie elektronowo wzbudzonym

Figure 1. The diagram illustrating the curves of potential energy of the reaction leading (a) or not leading
(b) to the electronic excitation. S - substrate, P — ground state product, P * - excited state product

W takim wypadku istotny jest uklad poziomoéw energetycznych czasteczek
reagentow (Rys. 1). Powinien on sprzyja¢ tworzeniu stanu elektronowo wzbudzo-
nego produktu. Jest to mozliwe tylko wowczas, gdy entalpia aktywacji reakeji che-
micznej (AH,) jest mniejsza od energii aktywacji reakcji prowadzacej do powstania
produktu w stanie podstawowym (AH,) [8, 9]. W przypadkach niekorzystnych,
uwalniana energia pojawia si¢ w postaci ciepta, nie powodujgc emisji $wiatla.
W zwigzku z tym chemiluminescencja jest obserwowana jedynie wtedy, gdy procesy
bezpromieniste (Rys. 2) maja niewielki udziat w dezaktywacji stanéw wzbudzonych
[10].
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Rysunek 2. Drogi wygaszania wzbudzonego indywiduum: chemiluminescencja (1), reakcja chemiczna
z innym indywiduum (2), dysocjacja (3), wewnatrzczasteczkowe przekazanie energii (4), miedzy-
czgsteczkowe przekazanie energii do fluoroforu (F) - poérednia CL (5), izomeryzacja (6), wyga-
szanie termiczne (7) [10]

Figure 2. The degradation pathways of the excited entity: chemiluminescence (1), chemical reaction with
another molecule (2), dissociation (3), intramolecular energy transfer (4), intermolecular energy
transfer to fluorophore (F) - intermediate CL (5), isomerization (6) thermal quenching (7) [10]

1.1.1. Czynniki fotofizyczne warunkujace emisje promieniowania

Nastepstwem utworzenia elektronowo wzbudzonej molekuly zdolnej do che-
miluminescencji jest emisja promieniowania i jej powro6t do stanu podstawowego.
Proces ten moze zachodzi¢ na réznych drogach. Przyjeta przez czasteczki energia
powoduje ich wzbudzenie elektronowe oraz jednoczesne wzbudzenie wibracyjne.
Nadmiar energii wibracyjnej jest szybko (107°-107" s) dezaktywowany poprzez
niesprezyste zderzenia z czasteczkami otoczenia [9]. Proces ten nazywany jest
relaksacja wibracyjna. Inng mozliwg droga powrotu wzbudzonej molekuly do stanu
podstawowego jest konwersja wewnetrzna (IC). Polega ona na bezpromienistym
przeksztalceniu molekuly wzbudzonej elektronowo w czgsteczke w nizszym stanie
elektronowym (na przyklad S, S)), silnie wzbudzong wibracyjnie. W kolejnym
etapie elektronowo wzbudzone czasteczki moga powréci¢ do stanu podstawowego
na drodze promienistej z zachowaniem multipletowosci (fluorescencja) lub bez
zachowania multipletowosci (fosforescencja). We wzbudzonej molekule moga mie¢
miejsce réwniez przejscia bezpromieniste pomiedzy stanami o réznej multipleto-
wosci, nazywane przejsciami interkombinacyjnymi (miedzysystemowymi, ISC), na
przyklad S, > T, T > S,

Wszystkie opisane wyzej procesy konkuruja z promienistym przejsciem z naj-
nizszego wzbudzonego stanu singletowego (fluorescencja). Podstawowym parame-
trem charakteryzujacym fluorecencjg jest wydajnos¢ kwantowa procesu ()):

k.
O, =— (1)
f kf + kd
gdzie: k, - stata szybkosci fluorescencji, k, — stala szybkosci procesow dezaktywa-
cyjnych (konkurujacych z fluorescencja). Warto$¢ tego parametru przeklada si¢ na
intensywnos¢ §wiecenia.
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Drugim parametrem charakteryzujacym fluoryzujace molekuly jest rzeczywi-
sty czas Zycia najnizszego stanu wzbudzonego (7)), ktéry wynika z zaleznosci:

T, = <Df' T, (2)

gdzie: 7, jest radiacyjnym czasem zycia stanu wzbudzonego. 7, jest to czas, po uply-
wie ktérego obsadzenie stanu wzbudzonego zmniejsza si¢ do e™' wartoéci poczat-
kowej, przy zalozeniu, ze nie zachodza procesy bezpromieniste [7]. Rzeczywisty
czas zycia uwzglednia wszystkie procesy — promieniste i bezpromieniste - mogace
zachodzi¢ z udzialem wzbudzonej elektronowo czasteczki. Biorac pod uwage zalez-
nosci (1) i (2), rzeczywisty czas zycia najnizszego wzbudzonego stanu singletowego
mozna wyrazi¢ zaleznoscia (3):

TR o

1.1.2. Czynniki wplywajace na kinetyke i efektywnos¢ swiecenia

Intensywno$¢ oraz szybko$¢ procesu chemiluminescencji jest zalezna od wielu
parametrdw, takich jak [10]: chemiczna struktura prekursora zwigzku chemilumi-
nezujgcego, cechy i stezenie substratow, rodzaj uzytego katalizatora, temperatura,
pH i sifa jonowa roztworu, rodzaj i polarnoé¢ rozpuszczalnika, czy obecnos¢ sub-
stancji mogacych by¢ przekaznikami energii.

Najwiekszy wplyw na wydajno$¢ kwantowg oraz potozenie pasm fluorescencji
ma budowa czasteczki. Wysoce sprzezone uklady oraz organiczne molekuly aro-
matyczne o sztywnych pierScieniach wykazujg zwykle zdolnos¢ do fluorescencji.
W zwiazkach tego typu przerwy miedzy poziomami oscylacyjnymi sa relatywnie
duze, co skutkuje dominacjg fluorescencji nad procesami bezpromienistej dezak-
tywacji.

Wplyw na $wiecenie ma rodzaj i polozenie podstawnika w ukladzie aromatycz-
nym zwigzkéw. Zaobserwowano, ze obecnos¢ swobodnie rotujacych podstawnikow
przy sztywnym ukladzie aromatycznym zmniejsza intensywnos¢ emisji [9]. Stwier-
dzono dalej, Ze znaczne obnizenie temperatury usztywnia molekule oraz ogranicza
swobode ruchu, a tym samym powoduje wzrost wydajnosci kwantowej fluorescen-
cji. Korzystny wplyw na intensywnos¢ emisji ma wprowadzenie do ukladu aroma-
tycznego podstawnikéw wysoce reaktywnych takich jak -NH, czy ~-OH. Obecnos¢
w molekule cigzkich atoméw (na przyklad bromu czy jodu), szesciocztonowych
pierscieni aromatycznych (chinolina) lub podstawnikéw zawierajacych niewigzace
pary elektronowe (na przyktad -NO,, -CF,) znaczaco wptywa na prawdopodobien-
stwo przejs¢ miedzysystemowych (ISC) i wydajno$¢ kwantowy fluorescenciji [9].

Wplyw na intensywnos$¢ emisji ma $rodowisko reakeji, przede wszystkim
rodzaj i cechy rozpuszczalnika. Oddzialywanie otoczenia z czgsteczkami substancji
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rozpuszczonej ma glownie charakter elektrostatyczny i powoduje zmiany polarnosci
substancji oraz mocy wigzan calego ukladu (szczegdlnie wptywa na wigzania wodo-
rowe). Od rodzaju rozpuszczalnika zalezy elektrostatyczna energia stabilizacji stanu
elektronowo wzbudzonego i podstawowego powodujaca zmiany intensywnosci oraz
polozenia pasm fluorescencji.

Wplyw na wydajnos¢ chemiluminescencji ma wygaszanie $wiecenia. Wygasza-
nie nastepuje w wyniku oddzialywania substancji wzbudzonej elektronowo (M?*)
z innymi molekutami obecnymi w §rodowisku — wygaszaczami (Q) [11]. Wygasza-
nie - konkurencyjne do $wiecenia - jest bezpromienistg dezaktywacja czasteczki
wzbudzonej przez czasteczki wygaszacza. Rozréznia si¢ dwa rodzaje wygaszania
fluorescencji - statyczne oraz dynamiczne [9, 12]. Wygaszanie statyczne opisywane
jest modelem Perrina, ktory zaklada, ze w materiatach usztywnionych czasteczki
M oraz Q s3 rozmieszczone przypadkowo i nie przemieszczaja si¢ w czasie zycia
stanu wzbudzonego. Dowolna czasteczka wzbudzona (M*) oddzialywuje z otocze-
niem w strefie dzialania o promieniu r. Dezaktywacja bezpromienista nastepuje
w momencie, gdy czasteczka Q znajdzie si¢ w strefie dzialania. W przeciwnym
wypadku wigksze sa szanse dezaktywacji promieniste;.

Model wygaszania dynamicznego zaklada kontakt czasteczek M* i Q w strefie
dzialania w wyniku ruchéw dyfuzyjnych. Wydajnos¢ tego procesu zalezy od lep-
kosci $srodowiska i wyraza si¢ zalezno$cig Sterna-Volmer’a [13]:

<o _ 1 (4)
o 1+ kq 7,[Q]

gdzie: 7, jest czasem zycia molekuly w stanie wzbudzonym, k_jest czynnikiem
okreslajacym prawdopodobienstwo spotkania wygaszacza i potencjalnie fluory-
zujacej molekuty, natomiast @ i @ oznaczajg odpowiednio wydajno$¢ kwantowa
fluorescencji w obecnosci i nieobecnosci wygaszacza o stezeniu [Q]. Energia stanu
wzbudzonego moze by¢ przekazana innemu indywiduum. Zjawisko to ma miejsce,
gdy stan wzbudzony czasteczki wygaszacza (Q*) lezy nizej w skali energii niz stan
wzbudzony czasteczki M. Wzbudzone czgsteczki wygaszacza moga dezaktywowaé
na drodze promienistej lub bezpromienistej [12].

1.2. WYDAJNOSC KWANTOWA CHEMILUMINESCENC]JI

Wszystkie procesy prowadzace do chemiluminescencji mozna przedstawi¢
zgodnie ze schematem (Rys. 3).
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Rysunek 3. Etapy chemiluminescencji. S - substrat, [X] - produkt poéredni, P - produkt, P* — produkt
w stanie elektronowo wzbudzonym, P* — czasteczka wzbudzona elektronowo w wyniku prze-
niesienia energii; reakcja chemiczna (1) i (2), chemiluminescencja (3), fotosensybilizacja (4),
luminescencja (5)

Figure 3. The steps of chemiluminescence. S - substrate, [X] - intermediate product, P - product, P* -
the excited state product, P* - electronically excited molecule as a result of energy transfer; che-
mical reaction (1) and (2), chemiluminescence (3), photosensitization (4), luminescence (5)

Wielkoscig okreslajaca efektywnos$¢ przeksztalcania energii wydzielanej
w reakcji chemicznej w energie promieniowania, czyli reakcji prowadzacej
do chemiluminescencji, jest wydajno$¢ kwantowa chemiluminescencji (®,). Wiel-
kos¢ ta zwigzana jest z wielko$ciami przedstawionymi na Rysunku 3 zaleznoscig
[6-9, 14]:

O, =D . xD,xD.xD,, (5)

gdzie: @ jest wydajnoscig kwantowg reakcji (méwi jaka czes¢ czasteczek bioracych
udzial w procesie chemicznym reaguje na drodze prowadzgcej do chemilumine-
scencji), @, oznacza wydajno$¢ kwantowa elektronowego wzbudzenia czasteczek
bioracych udzial w reakeji (jest prawdopodobienstwem generowania elektronowo
wzbudzonych molekut podczas reakcji prowadzacej do chemiluminescencji), @,
oznacza wydajno$¢ kwantowa fluorescencji (opisuje prawdopodobienistwo przejscia
molekuly ze stanu wzbudzonego do stanu podstawowego na drodze fluorescencji),
za$ @, jest wydajnoscig kwantowa procesu sensybilizacji (przeniesienia energii do
innego indywiduum chemicznego i jego wzbudzenia) [9].

Wydajno$¢ kwantowa chemiluminescencji okresla prawdopodobienstwo emisji
fotonéw w nastepstwie reakeji chemicznej. Uwzgledniajac fakt, ze kazda zdolna do
chemiluminescencji czasteczka moze generowa¢ nie wiecej niz jeden foton, wydaj-
no$¢ kwantowa procesu moze osiggnaé wartos¢ 1. W rzeczywisto$ci wartosci sg
duzo nizsze - rzedu 10107 a nawet 10™". Jesli wartosci @, s3 kilkuprocentowe,
zjawisko okreslane jest mianem intensywnej chemiluminescencji [8].

1.3. UKLADY CHEMILUMINEZUJACE

Uktady chemiluminezujace zawieraja substancje, ktore w wyniku uczestnictwa
w reakcjach chemicznych przeksztalcane sa w elektronowo wzbudzone indywidua
emitujgce promieniowanie. Wiele zwigzkow chemicznych wykazuje cechy chemilu-
minogenne. Do grupy tej naleza zaréwno zwiazki organiczne (na przyklad luminol,
pochodne akrydyny, lucygenina, pochodne kwasu szczawiowego), jak i nieorga-
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niczne (na przyklad bialy fosfor, sole kwasu chlorowego(I)). Bazujac na podo-
bienstwach przebiegu reakeji chemicznych prowadzacych do chemiluminescencji
mozna dokona¢ podzialu na nizej opisane uklady [6, 7, 12, 14].

1.3.1. Uklady, w ktérych ma miejsce przeniesienie elektronu

Uktlady, w ktorych nastepuje przeniesienie elektronu miedzy dwiema czastecz-
kami naleza do najprostszych systeméw chemiluminezujacych [12]. Chemilumine-
scencja jest w tym przypadku generowana reakcjami anionorodnikéw (M™) weglo-
wodoréw aromatycznych lub heterocyklicznych z kationorodnikami zwigzkow
organicznych (M") [6, 7, 14, 15]. W wyniku procesu powstaja obojetne czasteczki
w stanie elektronowo wzbudzonym (M*) lub podstawowym (M). Schemat reakcji
mozna przedstawi¢ bazujac na teorii orbitali molekularnych (Rys. 4) [14]. Transfer
elektronu zwigzany jest z utlenianiem lub redukcja [14].

| |

v v
| 7 T 4 4 4|
v [ | v

M + MT — M* + M

Rysunek 4. Schemat chemiluminescencji inicjowanej przeniesieniem elektronu [14]
Figure 4. The scheme illustrating the chemiluminescence initiated by electron transfer [14]

1.3.2. Uklady, w ktorych ma miejsce konwersja spinu

W uktadach tego typu nastepuje zmiana spinu, czyli powstajg produkty o innym
spinie niz spin substratow. Przykladami sg nadtlenki arenéw (Rys. 5), alifatyczne
nadtlenki cykliczne oraz alifatyczne wielocentrowe uklady nadtlenkowe. Proces
rozpadu wyzej wymienionych polaczen prowadzi do powstania tlenu singletowego
lub jego dimeru. Ostatnie indywidua relaksuja do tlenu czasteczkowego w stanie
trypletowym emitujac swiatlo czerwone [7, 14, 16].

R

R

Rysunek 5. Rozpad nadtlenku arenu prowadzacy do tlenu singletowego [14]
Figure 5. The decomposition of the arene peroxide leading to singlet oxygen [14]



FOTOFIZYCZNE PODSTAWY ZNAKOWANIA CHEMILUMINESCENCYJNEGO 899

1.3.3. Uklady, w ktorych w wyniku reakcji chemicznej eliminowane sa male
czasteczki

Substancje chemiluminezujace nalezace do tej grupy uczestnicza w silnie
egzotermicznych reakcjach chemicznych, w efekcie ktérych powstaja malte mole-
kuty (najczesciej N, i CO,). Uwalniana w procesie chemicznym energia lokuje sie
w produktach wyzej czasteczkowych, ktdre moga by¢ wzbudzane elektronowo [14].
Ich relaksacja moze prowadzi¢, chod nie zawsze, do chemiluminescencji. Utlenianie
luminolu lub hydrazydéw alkilowych (Rys. 6) reprezentuje uklady nalezace do tej
grupy [6, 14, 17].

C NH O C NH  HOO
N T T W T R

i
~

O
uOH

|

RCO,” "+ N, + [BHJOH

Rysunek 6. Generowanie chemiluminescencji w drodze utleniania hydrazydéw alkilowych [14]
Figure 6. The chemiluminescence reaction as a result of oxidation of alkyl hydrazides [14]

1.3.4. Uklady, w ktérych zachodzi rozklad nadtlenkéw

Najbardziej wydajne posrdd proceséw chemicznych prowadzacych do chemi-
luminescencji sg te, w ktorych zachodzi rozklad nadtlenkéw. W uktadach nadtleno-
wych sg obecne wigzania O-O, ktére naleza do najstabszych wigzan kowalencyjnych.
W procesach termicznych ulegaja one z tatwoscig rozerwaniu. W konsekwencji
powstaja zwiazki karbonylowe w elektronowym stanie wzbudzonym. Przykladami
tego typu ukladéw sa dioksoetany (Rys. 7) [14, 18-21].
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Rysunek 7. Rozklad cyklicznego dioksoetanu prowadzacy do luminescencji [14]: droga (a) - prowadzaca do
stabej chemiluminescencji w podwyzszonej temperaturze, droga (b) — prowadzaca do silnej che-
miluminescencji w obecnoéci innych zwigzkéw zdolnych do $wiecenia (F), ktérym przekazywana
jest energia powodujaca wzbudzenie elektronowe (F*)

Figure 7. The decomposition of cyclic dioxetane leading to luminescence [14]: pathway (a) - leading to
poor chemiluminescence at increased temperature, pathway (b) - leading to strong chemilumi-
nescence in the presence of other compounds capable to luminescence (F), which are the result of
energy transfer (F¥)

1.4. ZASTOSOWANIA CHEMILUMINESCENC]JI

Zjawisko chemiluminescencji znalazto liczne zastosowania w badaniach kli-
nicznych [22, 23], farmaceutycznych [24], chemicznych oraz biochemicznych
[10, 25-27]. Chemiluminescencja jest wykorzystywana w analityce zywnosSci
[28, 29] oraz $rodowiska [30]. Efekt chemiluminescencji wykorzystywany jest
w produkcji specjalistycznych wyrobdéw oswietleniowych [14] — na przyktad latarek
typu Cyalume, wykorzystywanych w ratownictwie, policji i wojsku, czy w trakcie
imprez masowych w postaci tak zwanych ,,§wiecacych patykéw” (ang. LightStick).

Najbardziej znaczace sa analityczne zastosowania chemiluminescencji. Wiele
ukladéw chemiluminezujacych emituje §wiatlo w neutralnym lub zasadowym sro-
dowisku, na przyktad luminol lub lucygenina [31]. Efekt ten wykorzystywany jest
do okreslania punktu konicowego miareczkowania kwasowo-zasadowego w roztwo-
rach, w ktérych tradycyjne wskazniki sie nie sprawdzaja — na przyklad nie reaguja
zmiang barwy. Metoda stosowana jest do okreslania kwasowosci mleka lub czerwo-
nego wina oraz wlasciwosci ttuszczéw i olejow [31].

Zjawisko chemiluminescencji wigze si¢ z procesami utleniania i/lub redukgji,
co znalazlo zastosowania w miareczkowaniach red-ox. Stosujac mieszaning lucy-
genina-H,0, udalo si¢ oznaczy¢ w ten sposob jakosciowo: jony srebra, bizmutu,
kobaltu, olowiu, talu i wanadu [10, 31].

Chemiluminescencja pozwala na bardzo doktadne potwierdzenie obecnosci
zwigzkéw organicznych wystepujacych w czgsto skomplikowanych mieszaninach
biologicznych. Istnieje mozliwo$¢ oznaczenia chemiluminometrycznego amino-
kwasow, zwigzkow fosforoorganicznych, przeciwutleniaczy, fenoli, glukozy, alkoholi
i aldehydéw [31]. Chemiluminescencja znalazta zastosowania w sensorach optycz-
nych, ktore sg wykorzystywane w detektorach do analizy przeptywowej oraz chro-
matografii cieczowej (HPLC) [26, 27]. Wysokosprawna chromatografia cieczowa
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zdetekcja chemiluminometryczng (HPLC-CL) laczy wsobie prostote, niskikoszt oraz
wysoka czulo$¢ i selektywno$¢. Z ludzkiej surowicy istnieje mozliwo$¢ oznaczenia
katecholamin wykorzystujgc jako mieszanine chemiluminescencyjng luminol i hek-
sacyjanozelazian(III) potasu oraz kwaséw karboksylowych z zastosowaniem kom-
pleksu rutenu(II) - tris-(2,2’-bipirydylo)ruten(II) jako substancji chemiluminescen-
cyjnej. Zmoczumoznaokresli¢ poziomalkaloidéw opiatowych orazbiogennych amin
z uzyciem manganianu(VII) potasu jako czynnika chemiluminezujacego lub kwasu
5-hydroksyindolo-3-octowego z generowaniem chemiluminescencji dzigki miesza-
ninie nadtlenku wodoru i heksacyjanozelazianu(III) potasu.

Potrzeba prowadzenia kontroli zanieczyszczen atmosfery w znacznym stop-
niu wplynela na rozwoj technik chemiluminescencyjnych dla fazy gazowej [32].
Z powodzeniem udalo si¢ opracowa¢ metody chemiluminescencyjnego oznaczenia
zwiazkow azotu, siarki i chloru, a takze ozonu i weglowodoréw [10].

Chemiluminescencja jest rutynowa metoda w analizie medycznej [22], gléwnie
dzieki wprowadzeniu znakowania chemiluminescencyjnego. Skutecznie zastepuje
ona powszechnie wykorzystywane do niedawna znakowanie izotopowe - nukli-
dami "“C, *H i "I, ktére okazaly sie mie¢ wiele wad zwigzanych z radiolizg molekut,
wzrostem ryzyka powiklan oraz innymi efektami ubocznymi. Znakowanie izoto-
pami jest ponadto kosztowne, a znaczniki i powstate odpady wymagaja specjalnego
traktowania i sktadowania. To spowodowalo, ze chetnie zaczeto stosowaé znaczniki
nieizotopowe — chemiluminescencyjne i fluoroscencyjne.

2. ZNAKOWANIE CHEMILUMINESCENCYJNE

Znaczniki chemiluminescencyjne wykorzystywane sa do ilosciowego ozna-
czenia zewnatrz-, jak i wewnatrzustrojowych makromolekut takich jak pestycydy,
antybiotyki, antygeny, przeciwciata, enzymy czy hormony [33]. Podstawg oznacza-
nia w ukladach antygen-przeciwcialo jest wysoce specyficzna reakcja miedzy tymi
indywiduami. Znakowany antygen wspoizawodniczy z antygenem nieznakowanym
o przyltaczenie si¢ do przeciwciata. Po odseparowaniu antygenow niezwigzanych od
komplekséw antygen—przeciwcialo dokonuje sie oznaczenia aktywnos$ci poszcze-
golnych frakcji w drodze pomiaru natezenia emitowanego promieniowania. Na
podstawie pomiaréw mozna okresli¢ stezenie antygenu — wyznaczajac uprzednio
krzywa kalibracji dla znanych stezen antygenu i przeciwciala [33].

W czasteczkach znacznika chemiluminescecyjnego mozna wyrdznic trzy frag-
menty (schematyczna budowa znacznika przedstawiona zostala na Rysunku 8).
Pierwszym jest chemiluminogen (C), ktory posiada zdolnos¢ emisji $wiatla
w nastepstwie wzbudzenia reakcjg chemiczng. Drugi koniec znacznika stanowi
fragment wigzacy (A), ktéry — w drodze reakcji chemicznej - tworzy wigzanie kowa-
lencyjne z grupa funkcyjna oznaczanej makromolekuly. Pomiedzy wymienionymi
wyzej jednostkami znajduje si¢ facznik (S), ktéry eliminuje oddzialywania miedzy
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chemiluminogenem a znakowang makromolekula. Laczniki to najczesciej fancuchy
alifatyczne zawierajace od dwoch do pieciu atomow wegla.

S
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- P d
P ~

A C

Rysunek 8. Schemat budowy znacznika chemiluminescencyjnego; C — chemiluminogen, S - facznik (spacer),
A - fragment wigzacy, grupa aktywna

Figure 8. The scheme of chemiluminescence label; C - chemiluminogen, S - spacer, A - active group (bin-
ding fragment)

Znaczniki uczestniczg w wieloetapowym procesie (Rys. 9) - po wprowadzeniu
do uktadu biologicznego - kowalencyjnego wigzania si¢ z makromolekula, reakcji
chemicznej generujacej elektronowo wzbudzone indywidua oraz emisji promienio-
wania umozliwiajacej chemiluminometryczne okreslanie stezenia badanej substan-
Gji [34].

Lo 59—

Rysunek 9.  Etapy oznaczania stezenia makromolekut z zastosowaniem znacznika chemiluminescencyjnego

Figure 9. The steps of determining the concentration of macromolecules using a chemiluminescent label

Powszechnos¢ zastosowan analitycznych sprawia, ze znaczniki chemilumine-
scencyjne sg intensywnie badane pod katem budowy oraz posiadanych cech. Istotne
dla zastosowan jest, aby znaczniki mozna byto fatwo otrzymac¢. Powinny one wydaj-
nie przylacza¢ si¢ do biomolekul oraz by¢ trwate w trakcie oznaczen. Produkty
reakcji powinny wydajnie przeksztalca¢ sie w elektronowo wzbudzone czasteczki
emitujgce promieniowanie w roztworach wodnych. W oznaczeniach chemilumino-
metrycznych poziom tta powinien by¢ niski i nie powinien pojawiac si¢ efekt samo-
wygaszania [33]. Tylko niektore uklady spelniajg takie kryteria. Poczatkowo znacz-
nikami chemiluminescencyjnymi byly pochodne luminolu oraz izoluminolu. Stany
elektronowo wzbudzone w takich uktadach generowane sa w obecnoéci katalizatora,
co w znacznym stopniu obniza czuto$¢ metody. Ponadto, przytaczenie znacznika do
makromolekuty powoduje spadek wydajnosci luminescencji. Inne ukltady badane
pod tym katem to lucyferyna - lucyferaza [35]. Sa one malo trwale ale czule na
obecnos¢ wybranych molekul w rodowisku (szczegdlnie dwuwartosciowych jonow
metali np. Fe**, Cu* czy Ca™). Interesujacymi zwigzkami pod katem oznaczen che-
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miluminometrycznych okazaly sie estry akrydyniowe. Polaczenia te charakteryzuje
wysoka wydajno$¢ chemiluminescencji - siggajaca 7%. Nie wystepuje w przypadku
tych polaczen potrzeba stosowania katalizatora do inicjowania chemiluminescencji,
a poziom tla oznaczen jest niski [36]. Umozliwiaja one okreslanie stezen substancji
badanych na poziomie femtomoli (10~ M) [37].

Estryakrydyniowesajednaznajwazniejszych grup zwigzkéwwykorzystywanych
w oznaczeniach chemiluminometrycznych. Zastosowanie znalazly przede wszyst-
kim sole 9-fenoksykarbonylo-10-metyloakrydyniowe. Reaguja one z nadtlenkiem
wodoru w srodowisku alkalicznym w efekcie czego pojawia sie emisja $wiatla [38].
Znaczniki zawierajace estry akrydyniowe moga przylaczac si¢ w duzych ilosciach
do oznaczanych molekut nie pozbawiajac ich wlasciwosci biologicznych. Wazne jest
réwniez, ze zwiazki te mozna stosunkowo tatwo otrzymac.

W diagnostyce znalazly zastosowanie dwa rodzaje znacznikéw chemilumine-
scencyjnych bazujacych na estrach akrydyniowych (Rys. 10). Pierwszy posiada tacz-
nik we fragmencie usuwanym w procesie utlenienia znacznika (nie emitujacym pro-
mieniowania (Rys. 10, Schemata)), drugi - we fragmencie pozostajagcym po utlenieniu
znacznika (emitujgcym promieniowanie (Rys. 10, Schemat b)). Utlenianie kationow
9-fenoksykarbonylo-10-metyloakrydyniowych prowadzi do oderwania fragmentu
fenoksykarbonylowego oraz przeksztalcenia reszty molekuty w elektronowo wzbu-
dzony 10-metylo-9-akrydon [14, 39]. W zaleznoéci od umiejscowienia lacznika
uzyskuje sie znaczniki nalezace do jednej z wyzej wymienionych grup (Rys. 10).

0, (o} 0
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Rysunek 10. Rodzaje znacznikéw chemiluminescencyjnych opartych na estrach akrydyniowych a) posiadajacy
tacznik we fragmencie usuwanym podczas utleniania, b) posiadajacy facznik we fragmencie pozo-
stajacym po utlenieniu znacznika - rdzeniu akrydyny

Figure 10.  The types of chemiluminescent labels based on acridinium esters a) with a spacer in the fragment
of leaving group, b) with a spacer in the fragment remaining after the oxidation - the acridine
moiety

Podnoszenie wydajnosci kwantowej chemiluminescencji jest jednym z celéw
badan prowadzonych przez liczne o$rodki naukowe. Z wiedzy o mechanizmie che-
miluminescencji wynika, ze na efektywno$¢ §wiecenia moze mie¢ wplyw fragment
odchodzacy, ktory w przypadku kationéw 9-fenoksykarbonylo-10-metylo-akrydy-
niowych jest resztg fenylowg. Brak podstawnikow w reszcie fenylowej powoduje, ze
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chemiluminogen wykazuje niska trwalo$¢. Stad wazne s3 badania nad wpltywem
podstawnikéw we fragmencie fenoksykarbonylowym chemiluminogenéw na ich
stabilno$¢ oraz podatno$¢ na atak nukleofilowy czynnika utleniajacego — jak wynika
z mechanizmu generowania chemiluminescencji [14, 39]. Na podstawie tych
przestanek podjete zostaly badania nad pochodnymi estru fenolowego kwasu
9-karboksyloakrydynowego posiadajacymi rézne podstawniki w pierscieniu feny-
lowym (alkile, atomy fluorowcow, grupe metoksylows, grupe nitrowa), aby okre-
§li¢ wplyw budowy zwigzkéw na ich wlasciwosci fizykochemiczne oraz chemilu-
minescencyjne [4, 5, 40]. Na wlasciwosci chemiluminogenne wplyw mie¢ moze
réwniez grupa znajdujaca si¢ przy endocyklicznym atomie azotu (R) [41]. Badania
obejmujace pig¢ pochodnych (R = CH,, CH,, n-C,H , i-C,H., PhCH,) wykazaly, iz
najwyzsza efektywnos¢ chemiluminescencji osiggana jest w przypadku pochodnej
N-metylowej - srednio 0 20% wyzsza niz dla pozostatych polaczen [41].

Znaczniki akrydyniowe zostaly wprowadzone do diagnostyki medycznej
w poczatku lat osiemdziesigtych ubieglego stulecia. Ich znaczenie systematycznie
ro$nie. Byly one wykorzystane migdzy innymi do znakowania tyrotropiny, tyrok-
syny, estradiolu, progesteronu oraz immunoglobuliny G [36]. W ostatnich latach
firma Siemens Healthcare Diagnostics wprowadzila na rynek zautomatyzowane
testy immunologiczne oparte na pochodnych akrydyniowych. Tego typu systemy
immunodiagnostyczne moga by¢ uzywane do diagnostyki wielu chordb: alergii
(immunoglobulina E (IgE)), anemii i metabolizmu zelaza w organizmie (oznaczanie
poziomu ferrytyny, kwasu foliowego czy witaminy B12), osteoporozy (witamina D),
ukfadu sercowo-naczyniowego (peptyd natriuretyczny typu B, galektyna 3, mioglo-
bina czy troponina sercowa I), cukrzycy (C-peptyd i insulina), zapalenia watroby
typu A, B i C oraz oceny marskosci watroby, onkologicznych (markery raka piersi,
jajnikow, jader, prostaty), czy wenerycznych (kily) [42]. Istnieje rowniez mozliwos¢
monitorowania poziomu wielu lekow terapeutycznych, na przyklad karbamaze-
piny, digitoksyny, digotoksyny, gentamycyny, fenobarnitalu, teofiliny, tobramycyny,
kwasu walproinowego czy wankomycyny [42]. Niezwykle wazna jest zdolno$¢ ozna-
czenia przeciwcial IgG i IgM przeciw wirusowi cytomegalii oraz rézyczki, a takze
przeciwcial IgG swoistych dla antygenéw Toxoplasma gondii [42-44]. Mozliwosci
stosowania znacznikow akrydyniowych sa ogromne i wydaje si¢, ze wciaz nie do
konica poznane.

UWAGI KONCOWE

Analiza chemiczna oraz diagnostyka molekularna, w tym immunologiczna,
sg preznie rozwijajacymi sie dziedzinami nauki znajdujacymi coraz szersze zasto-
sowania. Poszukiwanie ukladéw chemiluminezujacych, charakteryzujacych sie
mozliwie wysoka wydajnoscig emisji §wiatfa, wysoka trwaloscia w roztworach oraz
umiarkowang szybkoscia zaniku $wiecenia ma priorytetowe znaczenie dla zastoso-
wan metod chemiluminescencyjnych w tych obszarach. Stosowanie metod chemi-
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luminometrycznych w diagnostyce immunologicznej umozliwia szybkie okreslanie
przyczyn chordb zakaznych i nowotworowych oraz wlasciwa kontrole ich leczenia.
Interesujace sg perspektywy rozszerzenia zastosowan metod chemiluminometrycz-
nych na uklady biologiczne i srodowiskowe. Mozna tez przewidywac rychte wyko-
rzystanie tych metod w technologiach materiatowych i biotechnologii.
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