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Editoriale

Questo volume dedicato alla chemiluminescenza continua ideal-
mente il discorso aperto con i primi volumi della nostra collana
dedicati al dosaggio radioimmunologico (v. Caleidoscopio 9, 10, 11,
12, 16, 31) e quindi alle sue alternative quali il dosaggio enzimoim-
munologico e fluoroimmunologico (v. Caleidoscopio 24) e i biosensori
(v. Caleidoscopio 24).

La chemiluminescenza, per quanto di introduzione relativamente
recente nella routine di laboratorio, ha delle radici antiche.

Risale infatti al primo dopo-guerra la prima descrizione dell’uso
analitico della reazione prodotta dalla luciferasi della lucciola.

Tuttavia la mancata soluzione di tanti problemi ha lasciato il
campo libero negli anni sessanta e successivi al dosaggio radioim-
munologico e solo alcuni dei limiti che questo poneva quali la stabilità
del tracciante radioattivo o i problemi di sicurezza, ha fatto da sprone
per lo studio e lo sviluppo di differenti tecniche e tra queste anche la
luminescenza ha raggiunto ormai dei livelli che la pongono come
valida alternativa.

Dotata infatti di una stabilità del tracciante e di una sensibilità
uguale se non maggiore al RIA sta estendendo il suo campo di
applicazione in Medicina dalla endocrinologia al monitoraggio di
farmaci, dal dosaggio dei marcatori tumorali al dosaggio di antigeni
virali e batterici.

Il volume si presenta ben equilibrato perché dopo aver sviscerato
le basi teoriche della chemiluminescenza ne sviluppa le applicazioni
alla Medicina in modo aggiornato e completo. E non poteva essere
altrimenti.

Gli Autori infatti non si sono “convertiti” recentemente a questa
tecnologia, ma ne hanno seguito passo passo lo sviluppo contribuen-
do con intuizioni anche personali. Sono testimone della convinzione
e della lungimiranza del Prof. Pazzagli che in tempi di boom del
dosaggio radioimmunologico, strada quindi anche più semplice, si
gettava con entusiasmo in un sentiero che allora sembrava ben più
irto di difficoltà ed ingrato di soddisfazioni immediate.
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La Dott.ssa Pamela Pinzani, laureata in Scienze Biologiche,
specializzata in Biochimica Analitica, si é occupata dello sviluppo di
dosaggi immunologici con rivelazione chemiluminescente lavorando
nel gruppo del Prof. Mario Pazzagli. Si é inoltre dedicata ad altre
applicazioni delle tecniche luminescenti nei vari settori del laboratorio
di Biochimica Clinica quali l’uso di luciferasi come reporter genes  e
il test di chemiosensibilità in bioluminescenza.

Il Dott. Gianni Messeri é Direttore Chimico del Laboratorio di
Endocrinologia dell’Ospedale di Careggi (Firenze). Si é interessato
di luminescenza ed in particolare della chimica dei derivati
dell’isoluminolo e delle sue applicazioni in immunometria sin dai primi
anni ’80.

Il Prof. Pazzagli, infine, è Professore Associato di Biochimica
Clinica dell’Università di Firenze. E’ stato inoltre segretario scientifico
del V° Congresso Internazionale di Bio- e Chemiluminescenza
(Settembre 1988) e del 2nd European Seminars on Low Light
Imaging (Settembre 1993).

In sintesi i tre autori ed anche altri loro colleghi hanno da molti anni
collaborato strettamente nel settore delle tecniche luminescenti
formando un gruppo di competenze chimiche, biologiche e strumen-
tali che ha raggiunto livelli di professionalità riconosciuta internazio-
nalmente nel campo della Bio- e Chemiluminescenza e anche per
questa ragione li ringraziamo per aver reso disponibile questa
monografia tanto chiara e didattica a tutti i lettori della nostra collana.

Sergio Rassu
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Introduzione

1. Classificazione dei fenomeni di lumi-
nescenza

La luminescenza consiste fondamentalmente nell’emissione di
radiazioni luminose nel visibile o nel vicino-visibile (200-1500 nm)
quando gli elettroni eccitati mediante una qualche forma di energia
ritornano dallo stato eccitato a quello fondamentale. L’energia po-
tenziale delle transizioni elettroniche all’interno degli atomi o delle
molecole viene così liberata sotto forma di luce.

Sono stati identificati molti tipi di luminescenza designati da
prefissi che identificano la fonte energetica responsabile della produ-
zione o dell’emissione luminosa (Tabella 1).

Nella chemiluminescenza lo stato elettronicamente eccitato è gene-
rato da una reazione chimica secondo lo schema illustrato in Fig.1.
Anche in questo caso un modesto aumento della temperatura puo’
dare origine all’emissione luminosa come accade nella degradazione
termica dei diossetani (intermedi chimici di molte reazioni organiche
chemiluminescenti) e la degradazione di certi perossidi aromatici
come il rubrene. Nel caso di reazioni chemiluminescenti che hanno
luogo in organismi viventi il fenomeno prende il nome di
bioluminescenza.

Si conoscono due tipi fondamentali di reazioni chemiluminescenti,
diretta ed indiretta, definite anche di TipoI e TipoII. Nelle reazioni di
TipoI la reazione genera la molecola primaria eccitata che è poi la
responsabile dell’emissione luminosa. Nelle reazioni chemilumine-
scenti indirette il prodotto di reazione eccitato non è il reale emettitore
di luce, ma trasferisce l’energia di attivazione ad un accettore che
successivamente emette luce.

Reazioni chemiluminescenti efficienti richiedono fino a 5 compo-
nenti:

1. Il substrato o i substrati chemiluminescenti, che reagiscono o si
dissociano per formare la molecola nello stato elettronicamente
eccitato, responsabile dell’emissione luminosa nelle reazoni di TipoI
o del trasferimento di energia in quelle di TipoII.
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Figura 1. Schema del meccanismo di emissione luminosa in lumine-
scenza. A, B: reagenti; C*: prodotto di reazione in uno stato elettroni-
camente eccitato; C: prodotto di reazione allo stato fondamentale.

A + B fotone

C*

C*

2. Un accettore di elettroni, come l’ossigeno, se si tratta di una
reazione di ossidazione come nel caso della maggior parte delle
reazioni bio- e chemi-luminescenti.

3. Un catalizzatore, come un enzima o uno ione metallico che
riduce l’energia di attivazione e aumenta quindi la velocità di reazio-
ne.

4. Cofattori, necessari per convertire uno o più substrati in una
forma capace di reagire o di interagire con il catalizzatore o necessari
per la rottura del legame che darà origine alla specie molecolare
emittente.

5. Un accettore di energia o di elettroni, se si tratta di una reazione
di TipoII.

I parametri caratteristici di ambedue i tipi di reazioni chemilu-
minescenti sono l’intensità, il colore, velocità di inizio e di decadimento
dell’intensità di luce ed infine la polarizzazione, se presente.

 Il segnale analitico prodotto dalle reazioni luminescenti ha un
andamento che è funzione del tempo e che può essere genericamente
rappresentato dal modello riportato in Fig. 2.

Il sistema luminescente adottato (luciferasi della lucciola, H
2
O

2
-

microperossidasi-luminolo, esteri di acridinio, adamantil diossetano-
fosfatasi alcalina ecc.) e i parametri operativi prescelti (concentrazio-
ne dei reagenti, pH, temperatura, ecc.) agiscono sul segnale analitico
dando luogo a cinetiche caratteristiche. Nel caso ad esempio della
reazione bioluminescente fra ATP e luciferasi della lucciola condotta
in condizioni ottimali, il segnale prodotto raggiunge rapidamente il
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massimo, mostrando quindi nel tempo un lievissimo decremento
che ai fini  analitici puo’ essere trascurato (Fig. 2, reazione A). In tutti
gli altri casi relativi a sistemi bio- e chemi-luminescenti, la durata
dell’emissione luminosa è normalmente molto minore, almeno quan-
do la reazione viene condotta nelle condizioni che garantiscono la
massima sensibilità (Fig. 2, reazione B).

Figura 2. Andamento dell’emissione luminosa in funzione del tempo.

mV Reaz. A

Reaz. B

tempo0

AREA DI IN-
TEGRAZIONE

2. L’efficienza delle reazioni chemilumine-
scenti

Nelle reazioni dirette l’efficienza della reazione chemiluminescente
è determinata dalla reazione chimica primaria, dalla natura chimica
dei reagenti e dall’ambiente in cui si viene a trovare il prodotto
elettronicamente eccitato. Perchè si realizzi produzione di luce per
via chimica è richiesto che la reazione fornisca : a) una sufficiente
energia di eccitazione (per una emissione nel visibile è necessaria
un’energia che va da 40 Kcal/mol , rosso, a 70 Kcal/mol, violetto); b)
almeno una specie capace di passare allo stato eccitato; c) un’elevata
velocità di reazione tale da produrre nell’unità di tempo un numero
di fotoni sufficienti per essere rivelati; d) un sistema di reazione che
favorisca la produzione di stati eccitati rispetto allo stato fondamen-
tale.

L’efficienza quantica di una reazione chemiluminescente, ossia il
rapporto fra il numero di fotoni prodotti e le molecole che hanno
reagito ( ΦCL) è determinato dal rapporto di vari fattori:
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                                                      numero di fotoni emessi
Efficienza quantica = CL=    –––––––––––––––––––––––– = Ch SE Em

               numero molecole reagenti

 ΦCh = frazione di molecole che seguono la corretta via chimica.
 ΦSE= frazione di molecole che dopo aver percorso la corretta via

chimica passano allo stato eccitato
 ΦEm= frazione di molecole che trasforma in fotoni l’energia chimica

assorbita

L’energia delle molecole in uno stato elettronicamente eccitato
può essere dissipata mediante tre meccanismi fondamentali: una
reazione chimica (dissociazione molecolare, reazione con altre mole-
cole o riarrangiamenti interni), un processo fisico (produzione di
calore o trasferimento di energia intra- o inter-molecolare) e la
luminescenza.

Da un punto di vista teorico una molecola di reagente può
formare una molecola allo stato eccitato in grado di emettere un
fotone, ma in realtà l’efficienza di emissione varia da 0.1 a 0.9 nel caso
di reazioni bioluminescenti e normalmente non supera 0.01 nel caso
della chemiluminescenza.

Se da un punto di vista generale il principio mediante il quale una
reazione chimica porta alla produzione di fotoni è abbastanza comu-
ne per i vari sistemi (cioè reazioni di ossidazione), le caratteristiche
dell’emissione luminosa (lunghezza d’onda, substrati e cofattori,
cinetica di emissione, ecc.)  sono estremamente differenziate a secon-
da del sistema impiegato.

Anche se in teoria ogni sostanza organica ossidabile può determi-
nare una produzione fotonica, in pratica solo sostanze che possiedo-
no un elevato ΦCL sono definite chemiluminescenti. Fra queste il
luminolo e i suoi derivati, gli esteri di acridinio e i diossetani sono le
più note.

3. Il segnale analitico

Una caratteristica importante della chemiluminescenza, in parte
già emersa nei paragrafi precedenti, è costituita dal tipo di segnale
prodotto. Di norma, sia in fluorescenza che in radioluminescenza, il
segnale da misurare si mantiene relativamente costante nel tempo.
L’intensità di emissione luminosa è invece, in questo caso, una
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funzione della cinetica di reazione; di conseguenza, una emissione
fotonica costante può aver luogo solo nel caso di una reazione a
velocità costante (reazione di ordine zero). Questo si verifica solo in
particolari condizioni (alcune reazioni bioluminescenti, nella
chemiluminescenza potenziata e nel sistema 1, 2 diossetani-fosfatasi
alcalina). In generale la cinetica delle reazioni chemiluminescenti
può essere rappresentata dal modello in Fig. 3. In ascisse è riportato
il tempo di reazione che può variare da pochi secondi ad alcune ore;
in ordinate è rappresentata l’intensità della emissione luminosa
espressa in unità arbitrarie.

In pratica, il segnale  analogico è correlato in ogni istante al
numero di fotoni prodotti in quell’istante; di conseguenza la curva di
emissione è un’immagine dell’andamento della velocità di reazione
in funzione del tempo.

Il massimo dell’emissione luminosa PLI (o della velocità di rea-
zione) è raggiunto al tmax, valore questo che può variare da alcuni
decimi di secondo a varie decine di secondi, dipendentemente dal
tipo di reazione chemiluminescente e/o dei parametri analitici della
reazione CL prescelti (pH, temperatura, ecc.).

Figura 3. Modello generale dell’andamento dell’emissione luminosa
prodotta da una reazione chemiluminescente in funzione del tempo.
to: inizio emissione; tmax: tempo richiesto per raggiungere il massi-
mo di emissione; tf: tempo necessario per l’esaurimento dell’emis-
sione; ti: inizio integrazione parziale; ti+k: fine integrazione parzia-
le; PLI: Peak Light Intensity; DPI: Decay Portion Integration; TLP:
Total Light Production.

TLP

Iniezione automatica
di  H

2
O

2

t
O
      t

max
     t

i

tempo

PLI

DPI

t
i+k

                                     t
f
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L’emissione luminosa, una volta raggiunto il massimo, decade
generalmente secondo una funzione di tipo esponenziale.

Un altro dato utile a descrivere il tipo di reazione chemilumine-
scente è il tempo necessario affinchè l’emissione fotonica ritorni ai
valori del bianco (tf), ossia il tempo necessario perchè venga esaurita
la totale attività fotogena della sostanza luminescente. Anche questo
parametro può variare enormemente da pochi secondi a molte ore.

4. Metodi di misura quantitativi per reazioni
chemiluminescenti

I metodi per la quantizzazione del segnale prodotto da una
reazione chemiluminescente possono essere diversi. Un primo me-
todo consiste nella misura della cosiddetta Total Light Production
(TLP) ossia nella integrazione del segnale totale prodotto nel corso
della reazione. Questo valore rappresenta l’integrale totale fra to
(inizio dell’emissione fotonica) e tf (ritorno al valore del bianco) della
funzione rappresentata in Fig. 3. Questo metodo presenta l’inconve-
niente di richiedere un tempo di conteggio piuttosto lungo, ma è il
parametro che meno risente delle variazioni della cinetica di reazio-
ne e della velocità di miscelazione dei reagenti; la misura della TLP
è inoltre correlata con l’efficienza quantica della reazione in maniera
più fedele di tutti gli altri metodi.

Alcuni autori impiegano il valore del Peak Light Intensity (PLI),
ossia il massimo valore di intensità luminosa raggiunto nel corso
della reazione, come indice della concentrazione della specie emit-
tente. Questo parametro può essere misurato rapidamente, ma risen-
te di molti fattori e quindi il suo valore è largamente influenzato
anche da piccole variazioni della cinetica della reazione.

Un utile compromesso tra i due metodi precedenti è rappresenta-
to dalla misura della Decay Portion Integration (DPI) ossia dall’inte-
grale parziale tra ti e ti+k relativo ad una porzione della parte
discendente della curva di emissione. Con k si intende il tempo di
integrazione prefissato che di solito varia tra 10 e 30 secondi. Questo
parametro può essere misurato rapidamente, risente in misura mini-
ma del mixing ed è ben correlato al TLP.
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Figura 4. Effetti interferenti di diverse quantità di urina sulla reazio-
ne di emissione luminosa di un tracciante chemiluminescente e su
alcuni parametri utilizzati per la valutazione dell’emissione lumi-
nosa.

mV

2000

1200

400

0      2      4      6      8     10    12    14    16

sec

4.1 Analisi della cinetica delle reazioni chemiluminescenti
Nessuno dei parametri precedentemente descritti per la valuta-

zione dell’emissione luminosa considera la forma della cinetica della
reazione chemiluminescente, mentre eventuali sostanze interferenti
modificano di solito non solo l’efficienza luminosa, ma anche lo
svolgimento della cinetica stessa. In Fig. 4 è riportato un esempio
degli effetti di interferenti biologici sulla cinetica della reazione
chemiluminescente. Risulta quindi evidente che per ogni reazione
chemiluminescente dovrebbero essere considerati due parametri,
uno che tiene conto dell’emissione luminosa e l’altro come indice di
forma della cinetica, in modo da evidenziare modificazioni nell’an-
damento della cinetica e conseguentemente possibili interferenze
all’efficienza della produzione luminosa della reazione chemilumi-
nescente.

DPI tmax
2-12 sec

A (Tracciante CL) 117473 1.8
B (Tracciante CL + 10 µl urina) 72416 3.5
C (Tracciante CL + 20 µl urina) 38668 6.8
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%
CV

20

10

0
                           Unità di luce arbitraria
NS      STAND. E CAMPIONI      TOT

Figura 5. Coefficienti di variazione (media±SD; n=20) dei parametri
di emissione luminosa in corrispondenza di diversi livelli di concen-
trazione del tracciante chemiluminescente: NS (legame aspecifico)
rappresenta i valori del background; Standard & campioni e l’atti-
vità totale (TOT) sono valori che rientrano nel range di misura di
metodi chemiluminescenti per steroidi.

Lo studio di riproducibilità della misura dell’emissione luminosa
è stato eseguito valutando la variabilità di tre parametri PLI, DPI (0-
10) e DPI (2-10) nel range della curva dose-risposta di vari metodi
chemiluminescenti. I risultati sono illustrati in Fig. 5 e dimostrano
come il DPI (2-10) sia il valore che mostra minore variabilità.

Lo studio delle interferenze dovute al campione biologico hanno
dimostrato che sia plasma che urine interferiscono con la reazione
chemiluminescente, sia sulla misura del bianco che in quella del
tracciante chemiluminescente, ma con effetti opposti. Infatti l’emis-
sione luminosa del bianco aumenta all’aumentare degli interferenti,
simulando un effetto chemiluminescente come già descritto da Kohen
ed al. (1), mentre la misura del tracciante luminescente risulta inter-
ferita. Queste interferenze non possono essere eliminate cambiando
le condizioni di ossidazione della reazione chemiluminescente, ma
solo dall’uso di appropriati sistemi di separazione quali quelli in fase
solida. L’affidabilità del metodo di dosaggio chemiluminescente
aumenta notevolmente se oltre all’emissione luminosa si valuta
anche un parametro relativo alla forma della cinetica della reazione
chemiluminescente. E’ infatti dimostrato che la forma della cinetica

PLI

DPI (0-10)
DPI (2-12)
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della reazione chemiluminescente riflette l’efficienza della reazione
chemiluminescente.

Un parametro che si è rivelato particolarmente efficace a questo
scopo è il rapporto tra l’integrale eseguito tra 0 e 5 secondi (DPI 0-5)
e quello calcolato tra i tempi 5 e 10 (DPI 5-10). Questo argomento è
stato trattato in dettaglio in Clin. Chem. (2). Un metodo alternativo
allo studio della forma della cinetica della reazione chemiluminescente
è stato descritto da Wamper ed al. (3) con il calcolo dei momenti
ridotti e della media, asimmetria e curtosi delle cinetiche chemilumi-
nescenti.

5. Il luminometro

Gli strumenti impiegati per la misure di luminescenza sono
essenzialmente strumenti capaci di misurare l’intensità di una fonte
di emissione luminosa. Lo strumento in apparenza più semplice, e
sicuramente il più antico, è l’occhio umano. Sfortunatamente, mal-
grado le indubbie doti di facile reperibilità nonchè talvolta di grade-
vole aspetto, tale strumento non è dotato di sufficiente sensibilità e
riproducibilità. In pratica il tubo fotomoltiplicatore è il più sensibile
rivelatore di fotoni dall’ultravioletto fino al vicino infrarosso, inten-
dendo come sensibilità quel segnale luminoso amplificato che sia
equivalente al rumore di fondo totale dello strumento. Oltre a
consentire la conversione di un segnale luminoso in corrente elettri-
ca, il fotomoltiplicatore amplifica anche questa corrente e richiede
quindi successivamente una minor amplificazione.

Un singolo fotone al catodo produce una corrente anodica dell’or-
dine di 106 elettroni. Il fotomoltiplicatore è quindi un generatore di
corrente ed il suo segnale può essere amplificato da un amplificatore
di corrente. Sono oggi disponibili in commercio fotomoltiplicatori
dotati di una efficienza di circa il 20%, dove per efficienza si intende
il rapporto tra il numero di fotoni incidenti e il numero di elettroni
prodotti al catodo. La soglia di rilevamento della luce viene in questo
modo abbassata a livelli dove anche le reazioni chemiluminescenti
dotate di bassa efficienza quantica possono essere rivelate.

Il fotomoltiplicatore viene impiegato come rivelatore in vari
apparecchi destinati a misure di luce emessa. Le caratteristiche però
dei fotomoltiplicatori possono variare a seconda del tipo di lumine-
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scenza che è oggetto della misura (della lunghezza d’onda delle varie
emissioni luminose).

Esistono essenzialmente tre modi di esprimere l’entità della luce
emessa da parte di una reazione chemiluminescente: emissione
totale in tutte le direzioni, luce emessa da una sorgente, luce inciden-
te su una superficie ad una certa distanza dalla fonte di luce. Que-
st’ultima modalità costituisce in pratica  la base di un chemilumino-
metro ed è legata allo svolgimento della reazione nel tempo, allo
spettro ed alla polarizzazione. Come abbiamo già visto, una tipica
reazione chemiluminescente si manifesta con un aumento dell’inten-
sità luminosa che raggiunge un picco per poi decadere. Il decadimento
è spesso, anche se non sempre, di tipo esponenziale. In spettrofoto-
metria o in fluorimetria l’accumulo del prodotto o la scomparsa del
substrato, può essere facilmente misurato in ogni momento fino al
completamento della reazione (Fig. 6B). La tipica rappresentazione
grafica dell’emissione luminosa da parte di una reazione chemilumi-
nescente è limitata nel tempo e, al contrario di substrati fluorescenti
o di quelli capaci di assorbire una certa lunghezza d’onda, la luce non
si accumula nella provetta di reazione (Fig. 6A).

La luce totale emessa nel tempo t può essere quindi valutata solo
mediante la somma di tutti i fotoni emessi fino a quel momento (Fig.
6C). Se un substrato di una reazione luminescente aumenta nel
tempo (ad es. in un dosaggio enzimatico) assistiamo ad un aumento
della luce nel tempo con un conseguente plateau dovuto alla costante
velocità di reazione.

Flash

Tempo TempoA TempoCB

Chemiluminescenza

Luminescenza

I =tempo
al picco

Fluorescenza
(o assorbanza)

Ritardo

Figura 6. Tipi di registrazioni luminose: A. Chemiluminescenza
convenzionale e chemiluminescenza potenziata; B. Fluorescenza e
chemiluminescenza; C. Integrazione di un segnale chemiluminescente
(da A. K. Campbell “Chemiluminescence: Principles and Applications
in Biology and Medicine. Ellis Horwood, 1988).
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Come già riportato, nel caso di una reazione chemiluminescente
vari parametri possono essere valutati in relazione al tipo di cinetica,
alla sua efficienza e alla sua durata nel tempo. Un chemiluminometro
sufficientemente versatile deve essere capace di quantificare nella
maniera più efficiente possibile l’emissione luminosa in modo line-
are, per intervalli di tempo variabili da pochi millisecondi a qualche
minuto o addirittura ore. Lo strumento deve inoltre essere capace di
rivelare lunghezze d’onda variabili nel range del visibile 380-750 nm
od eventualmente un range più ampio per le reazioni chemilumine-
scenti che emettono nell’UV o nell’IR.

La sensibilità e la flessibilità di un chemiluminometro dipendono
dalle caratteristiche delle 5 unità principali che lo compongono (Fig.
7):

1. la camera di reazione con il sistema di iniezione
2. il monocromatore (quando presente)
3. un rivelatore in grado di trasformare un segnale luminoso in

          corrente elettrica
4. un amplificatore del segnale
5. un registratore e un processore dei dati (o integratore).

Figura 7. Schema a blocchi di un luminometro: A) camera di reazione;
B) rivelatore; C) amplificatore; D) registratore od oscilloscopio; E)
integratore.

DIGITALE

ANALOGICO
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5.1 La camera di reazione
La camera di reazione deve essere impenetrabile alla luce, in

quanto una tenuta imperfetta provoca un innalzamento del rumore
di fondo e quindi una perdita di sensibilità. La costruzione di una
camera completamente impenetrabile alla luce non è però semplice
come potrebbe sembrare e richiede soluzioni tecniche adeguate per
poter mantenere ai limiti minimi il background dello strumento. E’
inoltre necessario disporre di un sistema di iniezione che permetta
l’introduzione di uno o più reagenti dall’esterno con una rapida ed
efficiente miscelazione dei reagenti direttamente in camera di reazio-
ne. Un ago sottile posizionato sopra il campione costituisce uno dei
sistemi di iniezione più utilizzati senza determinare un significativo
aumento del background.

Per quanto riguarda le dimensioni della camera di reazione,
normalmente le misure di emissione luminosa su campioni in solu-
zione vengono eseguite su volumi variabili da pochi microlitri a 2 ml.
L’inserimento del campione nella camera di rivelazione deve inoltre
avvenire senza che il rivelatore sia investito da elevati livelli di luce
che lo danneggerebbero irrimediabilmente. Alcuni strumenti infine
sono dotati di alloggiamenti particolari per la lettura di micropiastre
o di celle particolari per cellule o organi interi o addirittura animali.
I luminometri convenzionali che permettono la lettura su tubi posso-
no essere dotati di catene che permettono la lettura automatica da 100
a 1000 campioni. I lettori di micropiastre permettono anch’essi la
lettura rapida di 96 campioni grazie a speciali motori controllati dal
computer.

L’alloggiamento della cella deve essere a temperatura e, almeno
teoricamente, a pressione controllata. La maggior parte degli esperi-
menti viene eseguita a temperature variabili da +4oC a 45oC, anche se
può essere utile in alcuni casi lo studio della reazione chemilumine-
scente in un range più ampio di temperatura (da -20 a +100oC). In
questi casi si rende necessaria una camera di alloggiamento partico-
lare, studiata in modo da assicurare la massima protezione del
rivelatore dagli effetti di temperature così estreme.

Nel design del luminometro è essenziale che una porzione elevata
della luce prodotta raggiunga effettivamente il rivelatore. Questo è
legato fondamentalmente a sei fattori: 1) la geometria del campione;
2) la geometria dell’alloggiamento; 3) la capacità dell’alloggiamento
di riflettere la luce; 4) la presenza nel campione o nell’alloggiamento
stesso di molecole capaci di assorbire la luce; 5) la distanza del
campione dal rivelatore e 6) la superficie del rivelatore. La luce può
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essere rilevata in seguito a riflessioni e rifrazioni interne. Contenitori
sferici sono teoricamente i migliori in quanto permettono la diffusio-
ne di tutta la luce generata, nonostante buoni risultati siano ottenuti
anche con l’uso dei tubi. Specchi, superfici argentate o dipinte di
bianco intorno al campione favoriscono la riflessione della luce fuori
dal campione stesso, verso il rivelatore.  Solitamente la fonte di luce
viene posizionata il più vicino possibile al fotorivelatore (di solito
pochi mm); distanze maggiori necessiterebbero di lenti o di guide per
la luce con possibilità di forti perdite dovute a rilessioni e diffrazioni.
In pratica la percentuale di luce che dal campione raggiunge il
rivelatore e di solito 10-50% di quella prodotta.

5.2 Il monocromatore
La maggior  parte  dei luminometri non è dotata di un mono-

cromatore ed è quindi incapace di scomporre la luce emessa nelle
diverse lunghezze d’onda. Anche usando prismi o griglie di
diffrazione risulta comunque impossibile selezionare una singola
lunghezza d’onda. La selezione di una banda dello spettro può essere
ottenuta usando un filtro ad assorbimento o un filtro ad interferenza.
I prismi hanno lo svantaggio di una dispersione non lineare con
perdita di luce dovuta a riflessione e scattering. La presenza del
monocromatore riduce la rivelazione del segnale luminoso di circa
l’1%.

5.3 I rivelatori
Il rivelatore è la parte fondamentale e più delicata di un

luminometro; deve essere capace di rilevare il segnale luminoso da
pochi fotoni per secondo a 10 milioni di fotoni per secondo almeno
nello spettro 400-600 nm, teoricamente nell’intero spettro del visibile
(380-750 nm) e persino nell’UV e nell’IR. La sensibilità varia di solito
al variare della lunghezza d’onda ed è possibile correggere i dati con
opportuni fattori (Fig. 8).

Il segnale rilevato dal rivelatore dovrebbe essere direttamente
correlato all’intensità luminosa che l’ha generato, teoricamente in
modo lineare nell’intero range di sensibilità richiesto. Il segnale deve
essere prodotto in una forma tale da poter essere evidenziato su un
display, registrato e facilmente analizzato.

La velocità di risposta del rivelatore deve essere maggiore della
velocità della reazione chemiluminescente stessa in modo da evitare
che il segnale registrato sia una versione distorta di quello reale.
Come vedremo i rivelatori più frequentemente utilizzati sono pelli-
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Figura 8.  Andamento dell’efficienza quantica di un fotomoltiplicatore
in funzione della lunghezza d’onda dei fotoni emessi.
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cole fotografiche, fotodiodi o tubi fotomoltiplicatori. Ognuno mostra
delle caratteristiche peculiari che lo rendono particolarmente adatto
a certe misure di emissione luminosa e non ad altre. I fotomoltiplicatori,
ad esempio, sono ottimi nel rilevare emissioni luminose nella zona
blue dello spettro, mentre i fotodiodi in quella rossa; alcuni sono
capaci di rilevare pochi fotoni, altri richiedono segnali visibili e molto
intensi.

La capacità di un rivelatore di visualizzare il segnale è divenuta
negli ultimi anni un requisito utile, a volte indispensabile, nel caso di
molte applicazioni della luminescenza in campo biologico. La pro-
duzione di anticorpi monoclonali, dosaggi immunologici, analisi di
singole cellule, la tecnologia del DNA ricombinante possono richie-
dere l’immagine della micropiastra, del foglio di nitrocellulosa o del
gel per la quantificazione rapida dell’emissione luminosa. In questo
caso sono richiesti dei rivelatori speciali come pellicole fotografiche,
TV camera o intensificatori di immagine.

Il rivelatore ideale dovrebbe avere certe caratteristiche: 1) alta
sensibilità (fino ad 1 fotone s-1) con basso rumore di fondo; 2) ampio
range di linearità (almeno 6 ordini di grandezza); 3) risposta su di un
ampio spettro; 4) preciso e riproducibile e 5) poco costoso e facilmen-
te reperibile.
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Quattro sono i tipi principali di rivelatore utilizzati per la
quantizzazione dell’intensità di luce derivante da fenomeni fisici e
chimici, tra cui la chemiluminescenza. I rivelatori si possono quindi
distinguere in biologici (l’occhio umano, fotorecettori di alcuni orga-
nismi, pigmenti fotosintetici e fotosensibili), chimici (emulsioni foto-
grafiche, sostanze fotosensibili in soluzione), termici ed elettrici
(fotodiodi, fotomoltiplicatori e TV camera).

5.4 L’amplificatore del segnale
Lo scopo di questo componente è l’amplificazione del segnale in

uscita dal rivelatore e la sua trasmissione al registratore. Il segnale
luminoso originale che colpisce il rivelatore è in forma digitale
(fotoni) e puo essere valutato come tale o sotto forma di segnale
analogico. Molti luminometri attualmente in commercio, basati sulla
valutazione del segnale in forma analogica, forniscono anche una
uscita digitale della luce accumulata durante un periodo prefissato
(10 o 30 secondi) che deriva dall’integrale di una porzione del segnale
analogico. Il segnale digitale viene utilizzato per generare un grafico.
E’ di solito conveniente l’uso di un convertitore analogico-digitale e
di un registratore a carta o di un oscilloscopio che fornisce la rappre-
sentazione grafica del segnale.

La capacità di uno strumento di rilevare un segnale dipende dalla
possibilità di distinguerlo dal rumore di fondo del rivelatore e del
processore. Un modo molto semplice di valutare la sensibilità di uno
strumento consiste nella misura del rumore, del background dello
strumento e del segnale prodotto da uno standard.  Il detection limit
dello strumento è legato al rapporto segnale2/rumore per cui la
sensibilità dello strumento può essere ottimizzata minimizzando il
rumore di fondo e producendo il massimo rapporto segnale:fondo.
Un modo di valutare statisticamente il minimo segnale rilevabile dal
chemiluminometro è quello di calcolare il segnale corrispondente al
background medio più due deviazioni standard.

5.5 Il registratore e processore dei dati
Lo scopo principale dell’uso di un chemiluminometro è di ottene-

re alla fine un dato permanente, quantitativo che possa essere analiz-
zato e rapportato alle cinetiche, alla chimica o alla biologia della
reazione studiata. E’ adesso abbastanza semplice interfacciare il
chemiluminometro con un microcomputer. Un software appropiato
è in grado di valutare il t

1/2
, l’integrale di tutto o di parte dell’espe-

rimento, di eseguire il confronto con una curva standard memoriz-
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zata e generare un grafico. Alcuni software sono studiati in modo da
permettere l’ottimizzazione dello strumento, la misura del
background, la sottrazione del background dal segnale e la durata
della misura su di un determinato campione.

Molti laboratori hanno strumenti capaci di misurare la luce, come
spettrofotometri, fluorimetri e contatori a scintillazione. I primi non
sono dotati di sensibilità sufficiente per la misura di reazioni
chemiluminescenti. I fluorimetri sono migliori da questo punto di
vista, ma non riescono a rivelare chemiluminescenza debole, non
visibile ad occhio nudo. Gli scintillatori possono facilmente rilevare
anche bassi livelli di luce, ma non essendo stati creati a questo scopo
presentano vari inconvenienti. Ad es. non è possibile iniettare nessun
reagente nel campione quando questo si trova di fronte al fotomol-
tiplicatore. Quindi la scelta di un chemiluminometro è indispensabi-
le per chiunque lavori con reazioni chimiche che emettono luce.

6. “Low Light Imaging”

Per molte applicazioni della luminescenza si è resa necessaria la
visualizzazione dell’immagine della luce emessa e la sua memoriz-
zazione.

Un dispositivo di imaging per luminescenza deve rispondere a
dei precisi requisiti. In primo luogo deve essere sensibile, in modo da
amplificare immagini originali di sorgenti che emettono anche pochi
fotoni al secondo per unità di area. Deve inoltre avere dei tempi di
risposta molto brevi (dell’ordine dei millisecondi) per lo studio di
fenomeni biologici anche molto veloci  e permettere la quantificazione
dell’intensità di luce per unità di tempo e di area mediante la
costruzione di una pseudo-immagine in cui colori diversi o varie
tonalità di grigio rappresentino le diverse intensità luminose e la loro
localizzazione (mappa temporale delle intensità di emissione). Deve
possedere una alta risoluzione spaziale e rispondere a tutte le lun-
ghezze d’onda del visibile.

In linea del tutto teorica un dispositivo di immagine prima
converte fotoni in elettroni, poi amplifica il segnale elettronico con
minima amplificazione del segnale di fondo (in assenza di luce) ed
infine converte il segnale elettrico amplificato in immagine.
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Questi strumenti uniscono all’elevata sensibilità ed alla risoluzio-
ne spaziale la capacità  di accumulare il segnale luminoso di una
sorgente anche per molte ore, riuscendo così ad evedenziare segnali
altrimenti troppo deboli o  non ben risolti  (Fig. 9).

I sistemi più sensibili e flessibili per imaging in biologia sono una
combinazione di rivelatori di segnali luminosi e moltiplicatori di
elettroni; in altre parole utilizzano una TV camera o una CCD
(charged-coupled device) camera per registrare e quantificare l’im-
magine da un intensificatore. Le camere CCD hanno il grande
vantaggio di generare un segnale che può facilmente essere proces-
sato sotto forma digitale da un computer. La loro risoluzione spaziale
è quindi limitata dal numero di pixels per unità di area.

L’intensificazione di immagine di indicatori luminescenti in cel-
lule viventi è una delle applicazioni più interessanti della low light
imaging in biologia. In Fig. 10 è riportato lo schema di un dispositivo
di imaging connesso ad un microscopio. Il segnale proveniente dal
campione biologico giunge al “contatore di fotoni” che lo trasmette
all’analizzatore spaziale e all’analizzatore dei dati, che forniscono
così un’immagine del segnale luminoso sullo schermo. L’operatore
può quindi disporre contemporaneamente dell’immagine trasmessa
del microscopio (Fig. 11.1) e dell’immagine del segnale luminescente
(Fig. 11.2)

Figura 9. Esempio di acquisizione del segnale in funzione del tempo.
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Figura 11. Rivelazione dell’espressione genica mediante l’uso dell’en-
zima luciferasi. 1) Immagine trasmessa; 2) Immagine luminescente.

Campione

Contatore di
fotoni

Applicazione al microscopio ottico

Camera di
Raffreddamento

Microscopio
ottico

Figura 10. Schema di un dispositivo di imaging connesso ad un
microscopio.
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Data Processor
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Principali reazioni chemilumine-
scenti

1. Luminolo e derivati

Il luminolo ed i suoi derivati sono fra i composti chemiluminescenti
che hanno trovato maggior utilizzazione in campo analitico. La
struttura base della molecola del luminolo (5 ammino,2-3 diidro-
ftalazina, 1-4 dione) è costituita da due anelli adiacenti: uno aroma-
tico, che non subisce alcuna variazione durante la reazione chemilumi-
nescente, e l’altro eterociclico non aromatico che invece viene ossida-
to durante tale reazione dando origine allo ione ftalato che, trovan-
dosi durante la reazione in uno stato di eccitazione elettronica
(tripletto), ritornando allo stato fondamentale (singoletto), restitui-
sce l’energia di eccitazione sotto forma di fotone, dando così origine
all’emissione luminosa (Fig. 12). Gli spettri di emissione luminosa
registrati nel corso della reazione chemiluminescente sono infatti
esattamente sovrapponibili agli spettri di fluorescenza relativi alla
miscela finale di reazione e ad una soluzione pura di ione ftalato (Fig.
13). Questo risultato illustra bene anche i rapporti che esistono fra
chemiluminescenza e fluorescenza, fenomeni che si differenziano
solamente sulla base della forma di energia che provoca l’eccitazione
della specie emittente (chimica per la chemiluminescenza, luminosa
per la fluorescenza).

La molecola del luminolo, per poter essere utilizzata come trac-
ciante nel corso di reazioni immunologiche, deve essere modificata
in modo da poter essere coniugata, con legame chimico covalente, al
substrato che si intende studiare.

Per questa funzionalizzazione si utilizza il gruppo amminico
legato all’anello aromatico del luminolo, sul quale possono essere
inserite catene alifatiche, ponti di coniugazione più o meno lunghi;
queste catene generalmente hanno alla loro estremità di nuovo un
gruppo amminico primario o un gruppo carbossilico. Nella maggior
parte di studi condotti sull’argomento sono stati però utilizzati
composti derivati dalla molecola base dell’isoluminolo (6 ammino,
2-3 diidroftalazina, 1-4 dione) in quanto quest’ultimo, pur avendo
una efficienza luminosa (ΦCL ) minore, la mantiene e talvolta la
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Figura 13. Spettri di emissione di fluorescenza e di chemiluminescenza:
chemiluminescenza del luminolo (linea continua), fluorescenza del-
lo ione ftalato (linea punteggiata) e fluorescenza della miscela di
reazione totale (linea tratteggiata).

Figura 12. Reazione di ossidazione del luminolo.
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incrementa quando viene funzionalizzato sull’azoto dell’anello
benzenico, mentre il luminolo, nelle stesse condizioni, subisce una
drastica diminuzione dell’efficienza. Qualsiasi sostituzione sull’anello
eterociclico porta invece ad una perdita totale della capacità fotogena
in entrambi i casi. In Fig. 14 sono rappresentate le formule chimiche
dell’isoluminolo e dei suoi derivati utilizzati quali marcatori chemi-
luminescenti per antigeni e apteni.

_

_

_
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R1 R2 COMPOSTI "CL"

H- H- Isoluminolo
NH2(CH2)2- CH3CH2- AminoEtilEtil Isoluminolo (A E E  I)
NH2(CH2)2- H- AminoEtil Isoluminolo (A E I)
NH2(CH2)4- CH3- AminoButil Metil Isoluminolo (A B M I)
NH2(CH2)4- H- AminoButil Isoluminolo (A B I)
NH2(CH2)4- CH3CH2- AminoButil Etil Isoluminolo (A B E I)
NH2(CH2)6- CH3CH2- AminoEsil Etil Isoluminolo (A H E I)

R2

R1  = PONTE

R2   =  BRACCIO SEC.

N

O

O

NH

NH
R1

2. I diossetani

Gli 1-2 diossetani sono molecole chemiluminescenti che subisco-
no una scissione in due frammenti carbonilici, uno dei quali si trova
allo stato eccitato. L’eccitazione del frammento carbonilico può
essere rappresentata da un singoletto (S1) o da un tripletto (T1) e
dipende dalla natura dell’1-2 diossetano.

Per quanto riguarda il meccanismo che provoca la scissione degli
1-2 diossetani, sono stati proposti due diversi modelli interpretativi.
Il primo, proposto da Richardson e O’Neal (4), detto a due radicali,
è basato sul calcolo termodinamico riportato in Fig. 15A.

La prima fase della reazione è un processo reversibile che porta
alla formazione di un composto diradicalico che procede spontane-
amente verso la formazione di due frammenti carbonilici. Le costanti
di reazione calcolate dimostrano che il valore di K

2
 è molto maggiore

di K
-1

 e che quindi il processo tende alla formazione di due composti
carbonilici piuttosto che alla riconversione verso il prodotto origina-
le. Il secondo meccanismo, proposto da Koo e Schuster (5), prevede

Figura 14. Struttura chimica dell’isoluminolo e di alcuni suoi deri-
vati.
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una simultanea rottura dei due legami con conseguente formazione
dei due prodotti carbonilici (Fig. 15B).

Figura 15. Modelli interpretativi per la scissione degli 1,2 diossetani
in due frammenti carbonilici (vedi testo).

Riguardo i meccanismi che provocano l’emissione chemilumine-
scente degli 1-2 diossetani, sono stati sostanzialmente descritti due
modelli.

Il primo, descritto da Hummelen et al. nel 1987 (6), prevede
l’attivazione termica dell’adamantilideneadamantane 1,2 diossetano
che, una volta scaldato a 176o C, si decompone in due molecole di
adamantanone: questo processo è accompagnato dall’emissione
chemiluminescente.

Il secondo tipo di decomposizione degli 1-2 diossetani, prevede la
rimozione di un sostituente che provoca una ridistribuzione a livello
degli elettroni. La conseguente frammentazione che si verifica è
accompagnata dall’emissione chemiluminescente. Questo è il caso
del sale disodico del 4-metossi-4-(3-fosfatofenil)-spiro-(1,2-
diossetano-3,2'-adamantano) (AMPPD, o PPD) (*). Il sistema chemilu-
minescente fosfatasi alcalina-AMPPD offre particolari vantaggi in
termini di stabilità del segnale, sensibilità e praticabilità. Schaap et al.
(7) hanno inoltre evidenziato la possibilità di aumentare la luce
emessa da questo tipo di reazioni chemiluminescenti mediante l’uso
di un sistema di enhancement. L’impiego dell’AMPPD in presenza di

(*) LUMIGEN® PPD: 4-metossi-4-(3-fosfatofenil)-spiro-(1,2-diossetano-3,2'-adamantano).
LUMIGEN® PPD  è un marchio registrato di LUMIGEN, Inc. Southfield, MI-USA.
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micelle fluorescenti determina un aumento dell’emissione luminosa
di circa 400 volte grazie all’azione di sequestro esercitata sul substrato
defosforilato da parte delle micelle ed il succesivo trasferimento di
energia dal frammento carbonilico dell’anione AMPP-D alla moleco-
la fluorescente presente nelle micelle. La presenza del surfactante
fluorescente non modifica le caratteristiche dell’attività enzimatica
ed inoltre contribuisce ad aumentare la stabilità dell’AMPPD in
soluzione. Le caratteristiche della reazione chemiluminescente del-
l’AMPPD verranno trattate nella sezione 4.2 del presente capitolo.

3. Esteri di acridinio

Gli esteri di acridinio, analogamente al luminolo ed ai suoi
derivati, emettono luce bleu e bleu-verde. La lucigenina (Fig. 16, bis-
N-metil-acridinio nitrato noto anche con il nome di 10,10'-dimetil-
9,9'-bisacridinio nitrato) è il primo composto del gruppo ad essere
stato sintetizzato da Gleu e Petsch nel 1935 (8). Come per il luminolo,
l’ossidazione in soluzione alcalina avviene con il perossido di idro-
geno ed altri metaboliti dell’ossigeno e l’emissione luminosa dura
per alcuni minuti ed è blue-verde (λmax 500nm). Il riscaldamento
della soluzione converte la luce in blue. Il prodotto eccitato della
reazione chemiluminescente è comunque l’N-metilacridone e la luce
blue che si ottiene dopo riscaldamento corrisponde allo spettro di
emissione fluorescente di quest’ultimo composto.

Al contrario del luminolo, gli esteri di acridinio non necessitano
di un catalizzatore per l’emissione luminosa. Negli anni sessanta
McCapra e Rauhut (9, 10) hanno sintetizzato un gruppo di esteri di
acridinio la cui struttura chimica si basa su metà della molecola della
lucigenina. Anch’essi producono luce blue se ossidati in soluzione
alcalina di H

2
O

2
, dovuta al prodotto N-metil acridone. L’efficienza

luminosa di questi composti è generalmente alta (>10%) e la reazione
molto veloce, con una emissione luminosa che avviene in tempi
molto ristretti (1-10s). Una chemiluminescenza così intensa richiede
il corretto e coordinato svolgimento dei processi chimici. Per il
raggiungimento di questo scopo le reazioni laterali devono essere
minime, la produzione del prodotto specifico chemiluminescente
sufficientemente elevata e le transizioni elettroniche possibili per
spin e simmetria degli orbitali.

Le leggi di conservazione dell’energia degli orbitali secondo la
teoria di Woodward-Hoffmann sulle reazioni elettrocicliche preve-
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de la formazione di 1,2-diossetani come intermedi fondamentali in
queste reazioni. Il meccanismo della reazione chemiluminescente
degli esteri di acridinio (Fig. 17) sembra realizzarsi attraverso la
rottura coordinata di più legami chimici che coinvolgono la forma-
zione di un diossetanone come intremedio chimico metastabile dalla
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Figura 16. Reazione di ossidazione della lucigenina.

Figura 17. Meccanismo della reazione chemiluminescente degli este-
ri di acridinio.
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Figura 18. L’equilibrio acridinio/carbinolo.
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cui decomposizione viene prodotto N-metil acridone in uno stato
eccitato singoletto che, tornando allo stato fondamentale, emette
fotoni ad una lunghezza d’onda di circa 430 nm. Un’importante
proprietà dei sali di acridinio è la formazione in soluzione acquosa
del carbinolo corrispondente e la dipendenza dal pH di questo
equilibrio (Fig. 18).

Il carbinolo (o pseudo-base) non intraprende la via della reazione
chemiluminescente, sebbene per alti valori di pH si assista ugual-
mente alla lenta formazione di N-metil acridone attraverso una
reazione oscura.

Certi esteri di acridinio sono le molecole sintetiche più attivamen-
te chemiluminescenti tra quelle conosciute. La quantità di fotoni
emessi dalla reazione chemiluminescente degli esteri di acridinio
dipende da vari fattori tra cui la concentrazione dei reagenti e il pH.
La scelta delle condizioni di reazione consente il controllo della
reazione chemiluminescente e dell’emissione luminosa che può
variare da pochi millisecondi a ore. Se la finalità è lo sviluppo di un
dosaggio immunologico, una reazione rapida è preferibile dal mo-
mento che un contatore di fotoni digitale ha una risoluzione dell’or-
dine dei nanosecondi. Naturalmente una reazione così rapida deve
necessariamente avvenire di fronte al fotomoltiplicatore previa inie-
zione di un ossidante (generalmente H

2
O

2
).
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4. Enzimi catalizzanti reazioni chemilumine-
scenti

4.1 Sistema luminolo + perossidasi nella chemiluminescenza
potenziata

Come abbiamo visto nel caso dei diossetani e dell’isoluminolo,
molte reazioni chemiluminescenti sono catalizzate da enzimi quali la
perossidasi e la fosfatasi alcalina.

Sebbene l’esatto meccanismo e la precisa natura delle specie
emittenti debba essere ancora completamente chiarita, l’ossidazione
chemiluminescente del luminolo catalizzata dalla perossidasi è stata
oggetto di numerosi studi. Uno schema di reazione generalmente
accettato prevede l’ossidazione del luminolo mediante la formazio-
ne di un complesso tra ossidante e perossidasi per produrre un
radicale del luminolo. I radicali del luminolo intervengono poi in
ulteriori reazioni che danno origine ad un endoperossido che succes-
sivamente si decompone in un dianione 3-aminoftalato in uno stato
elettronicamente eccitato che emette luce nel suo ritorno allo stato
fondamentale (Fig.19A). La natura multistep della reazione del
luminolo catalizzata dall’enzima perossidasi, con numerosi fattori
limitanti e molte reazioni laterali che competono con quella pricipale
producente luce, determina una efficienza quantica complessiva
piuttosto bassa. Sono stati effettuati numerosi tentativi di aumentare
l’efficienza luminosa di questa reazione. Molecole quali i derivati del
6-benzotiazolo o fenoli sostituiti si sono dimostrati particolarmente
efficienti nell’enhancement dell’emissione luminosa. Il maggior van-
taggio dell’enhanced chemiluminescence è che l’intensità dell’emissio-
ne luminosa può raggiungere livelli anche 1000 volte superiori
rispetto alla luminescenza convenzionale ed inoltre, in particolari
condizioni di reazione, l’emissione luminosa è prolungata e decade
molto lentamente. La luce emessa è così facilmente misurabile e
misure sensibili dell’attività enzimatica possono essere ottenute in
pochi secondi senza bisogno di iniziare la reazione chemiluminescente
di fronte al fotomoltiplicatore. Altri vantaggi dell’enhanced
chemiluminescence sono i relativamente bassi livelli di background,
l’inutilità di lunghe preincubazioni, l’ampia applicabilità, la stabilità
e il basso costo.

L’entità del potenziamento della luce emessa dipende, oltre che
dalla natura chimica della molecola, dalla sua concentrazione e dal
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momento dell'aggiunta dell'enhancer. Tra i derivati del 6-
benzotiazolo, il 6-idrossibenzotiazolo e la deidroluciferina si sono
dimostrati tra gli enhancers più efficaci per il sistema perossidasi-
luminolo non solo per l’aumento di luce prodotto, ma anche per la
loro capacità di diminuire il background di oltre il 90%.Tale azione
dipende direttamente dalle caratteristiche chimiche di questo grup-
po di molecole, in particolare dalla presenza di un gruppo idrossile
in posizione 6. Infatti gli idrossibenzotiazoli con un gruppo aminico
o un ossidrile in posizione 2 non possiedono attività enhancer e la
sostituzione del gruppo ossidrile in 6 (ad es. derivati 6-metil etere o
6 etil etere) o la sua rimozione (benzotiazolo) elimina la capacità di
potenziamento dell’emissione luminosa.

I fenoli sostituiti ed i naftoli producono un aumento dell’emissio-
ne luminosa in reazioni chemiluminescenti molto maggiore di quello
riportato per i 6-idrossibenzotiazoli. Nonostante alcune molecole di
questo gruppo non determinino nessun effetto di enhancement,
composti quali il p-iodofenolo, p-fenilfenolo, 1,6-dibromonaft-2-olo
e l’acido p-idrossi cinnamico agiscono tutti come potenti enhancers.
L’entità dell’azione di potenziamento dipende dalla concentrazione
dell’enhancer e dal tipo di sostituente alogeno (p-iodofenolo>p-
bromofenolo>p-clorofenolo). Analogamente ai derivati del 6-idros-
sibenzotiazolo, sostituzione dell’ossidrile, come nel p-clorometos-
sifenolo, annulla l’effetto enhancement.

Il potenziamento dell’emissione luminosa nel sistema luminolo-
perossido di idrogeno-perossidasi è fortemente dipendente dal pH e
dalla concentrazione degli enhancers. L’emissione luminosa mostra
un massimo di emissione a 425 nm, analogamente a quanto accade
per le reazioni non potenziate.

Il meccanismo mediante il quale i 6-idrossi benzotiazoli e i fenoli
agiscono nel potenziamento dell’ossidazione delle idrazidi cicliche
catalizzato dalla perossidasi non è completamente conosciuto. La
coincidenza degli spettri di emissione luminosa di reazioni potenzia-
te e non potenziate suggerisce che le molecole enhancers non agisco-
no come emettitori e che nessuna altra specie emittente viene prodot-
ta tra l’acil idrazide e l’enhancer. Molto probabilmente l’enhancer
accelera, direttamente o indirettamente, una o più fasi della comples-
sa serie di reazioni catalizzate dall’enzima prima dell’emissione
luminosa (Fig. 19B).
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Figura 19. Due modi d’uso del luminolo come composto chemiluminescente per metodi
immunologici: Chemiluminescenza convenzionale (in alto) e Chemiluminescenza po-
tenziata (in basso).
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4.2 Fosfatasi alcalina e β-galattosidasi e diossetani
L’AMPPD (o PPD) (*) [4-metossi-4-(3-fosfatofenil)-spiro-(1,2-

diossetano-3-2'-adamantano)] in seguito a defosforilazione enzimatica
da parte della fosfatasi alcalina, diventa un composto instabile che
procede spontaneamente verso la decomposizione. La quantità di
fotoni emessi dipende dalla concentrazione dell’enzima. L’anione
AMP-D ha un tempo di dimezzamento compreso tra 2 e 30 minuti in
base alle condizioni chimico-fisiche della reazione, e si decompone in
due molecole, l’adamantanone e l’anione metil-meta ossibenzoato.
E’ quest’ultimo che, trovandosi in uno stato elettronicamente eccita-
to, darà luogo all’emissione fotonica. Uno schema di tale reazione è
riportato in Fig. 20.

(*) LUMIGEN® PPD: 4-metossi-4-(3-fosfatofenil)-spiro-(1,2-diossetano-3,2'-adamantano).
LUMIGEN® PPD  è un marchio registrato di LUMIGEN, Inc. Southfield, MI-USA.
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 La decomposizione non-enzimatica dell’AMPPD porta alla for-
mazione di frammenti che non danno luogo ad emissioni fotoniche,
quindi non possono aumentare il segnale non specifico.

Il pH influenza la velocità di reazione interferendo con lo stato di
ionizzazione dei gruppi funzionali a livello dei siti attivi dell’enzima.
Nel caso della fosfatasi alcalina, il massimo dell’emissione di luce
chemiluminescente avviene in condizioni di pH alcalino. Per valori
di pH molto basici (pH compreso tra 11 e 12)  la reazione enzimatica
ha un’andamento tipo flash. Per questo è preferibile lavorare in
condizioni di pH meno estreme, cioè con un valore di pH del buffer
di reazione compreso tra 9.0 e 9.5 (Fig. 21). L’idrolisi non enzimatica
dell’AMPPD, ossia il background, è estremamente bassa per alti
valori di pH.

La forma della cinetica di emissione luminosa è caratteristica di
un processo a due fasi. Nella prima fase, in presenza di eccesso di
substrato, la defosforilazione enzimatica procede con velocità co-
stante proporzionale alla concentrazione dell’enzima. Nella seconda
fase l’anione AMP-D prodotto si decompone con un definito tempo
di dimezzamento; la produzione costante dell’anione AMP-D che si
decompone lentamente determina un ritardo che precede il raggiun-
gimento della fase costante di emissione fotonica. Questo permette
una certa stabilità del segnale che rimane pressochè costante anche
per ore.

Figura 20. Schema della reazione chemiluminescente della fosfatasi
alcalina con l’AMPPD (I. Bronstein et al. J Biolum Chemilum 4
(1):99; 1989).
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Figura 21. Effetto del pH sull’intensità del segnale luminescente
dell’AMPPD (I. Bronstein et al. J Biolum Chemilum 4 (1):99; 1989).
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La sensibilità del sistema chemiluminescente AMPPD-fosfatasi
alcalina é estremamente elevata tanto da rilevare meno di 10-20 moli
di enzima in soluzione o immobilizzato su membrana (11). Grazie a
questa eccezionale sensibilità, l’AMPPD ha trovato ampia applica-
zione nella diagnostica clinica nel campo dei dosaggi immunologici
non-competitivi e in biologia molecolare nei saggi di ibridazione del
DNA.

Il tipo di cinetica dell’emissione luminosa unitamente all’elevata
efficienza luminosa consente l’uso di strumenti relativamente sem-
plici, incluso sistemi fotografici, per la rivelazione del segnale anali-
tico. L’eccezionale stabilità del segnale emesso dalla reazione
chemiluminescente degli 1,2 diossetani offre inoltre il vantaggio di
permettere di eseguire più letture dello stesso campione e di non
iniziare la reazione di fronte al fotomoltiplicatore con un notevole
aumento della praticabilità in confronto ai traccianti chemilumine-
scenti convenzionali che emettono fotoni seguendo una cinetica di
tipo flash.
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La sensibilità del sistema fosfatasi alcalina-AMPPD può essere
ulteriormente aumentata mediante l’uso di opportuni enhacers. L’emis-
sione luminosa può essere potenziata mediante aggiunta di
macromolecole idrosolubili, quali l’albumina serica bovina, che au-
mentano l’idrofobicità del microambiente circostante la specie emit-
tente. L’esclusione dell’acqua dalle immediate vicinanze dell’anione
AMP-D determina un aumento della stabilità dell’anione ed impedi-
sce l’azione di quenching dovuta al fenomeno di trasferimento
protonico con un aumento dell’emissione luminosa di circa 10 volte.
Come già riportato nel paragrafo 1.2, l’aggiunta di un surfactante
fluorescente nel tampone di reazione determina un potenziamento
dell’emissione luminosa della reazione chemiluminescente AMPPD-
fosfatasi alcalina di 400 volte rispetto alla reazione non catalizzata.

In conclusione, l’uso di opportuni enhancers  e di tamponi di
reazione moderatamente alcalini consente di di rivelare l’enzima a
livelli di concentrazione estremamente bassi (<10-20 moli) e di ottene-
re un segnale analitico stabile per alcune ore che, oltre a permettere
la ripetuta lettura del campione, elimina la necessità di sistemi di
iniezione per l’attivazione della reazione chemiluminescente di fron-
te al fotomotiplicatore.

5. Luciferasi della lucciola (firefly)

La bioluminescenza è un fenomeno molto diffuso nel mondo
animale e vegetale. L’emissione di luce avviene nella maggior parte
dei casi per intervento di un enzima, luciferasi, che catalizza l’ossida-
zione di un substrato da parte dell’ O

2
 o dell’H

2
O

2
. Il più noto

organismo bioluminescente è la lucciola (Photinus Pyralis) benchè la
maggior parte degli esempi di tale fenomeno si trovi in forme di vita
marine  quali batteri, plankton e varie specie di pesci.

La reazione prodotta dalla luciferasi estratta dalla lanterna della
lucciola è stata utilizzata per scopi analitici fin dal 1947 quando
McElroy (12) scoprì che tale reazione consumava ATP. Nella Fig. 22
è riportato schematicamente il meccanismo della reazione. La prima
tappa consiste nella rapida formazione del complesso luciferina-
adenilato-luciferasi in presenza di Mg2+ con liberazione di pirofosfato.
In presenza quindi di ossigeno la luciferina viene ossidata determi-
nando nel complesso uno stato elettronicamente eccitato. Nel ritorno
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Figura 22. Schema della reazione bioluminescente catalizzata dalla
luciferasi della lucciola. E: luciferasi; Loss: ossiluciferina; LH2:
luciferasi ridotta; PP: pirofosfato.
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allo stato fondamentale viene emesso un fotone (λmax=562 nm) con
una resa quantica di 0,88, intendendo con questo che per 100 mole-
cole di ATP impiegate si ottiene la produzione di 88 fotoni. Una volta
emesso il fotone il complesso si dissocia liberando enzima,
ossiluciferina e AMP.

La reazione viene influenzata da vari fattori quali la temperatura
il pH, la presenza di ioni, l’accumulo di prodotti di reazione, la
qualità dei reagenti. La massima attività enzimatica, e quindi la
massima emissione luminosa, si verifica a 25°C e ad un pH ottimale
di 7.75 (range 6-8). La scelta del tampone di reazione è molto
importante per evitare la presenza di ioni che inibiscono la reazione,
forse provocando cambiamenti conformazionali a livello del sito
attivo della luciferasi. I prodotti di reazione quali il complesso
enzima-ossiluciferina-AMP, AMP e ossiluciferina in alte concentra-
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zioni agiscono inibendo la reazione con un meccanismo competitivo.
Per limitare questo fenomeno la concentrazione dell’ATP non deve
superare 10-6 mol/l. Anche il grado di purezza dei reagenti, soprat-
tutto della luciferasi, influenza l’andamento della reazione. Infatti in
preparati impuri di luciferasi si possono trovare enzimi degradanti
l’ATP, quali l’adenilato chinasi, la nucleoside difosfato chinasi e la
creatin chinasi che interferiscono nella cinetica della reazione.

La reazione luminosa prodotta dal sistema luciferina-luciferasi
può essere utilizzata per misurare il contenuto, la produzione o il
consumo di ATP in un campione biologico.  Ogni enzima o metabolita
legato alla degradazione o alla formazione di ATP può essere deter-
minato mediante questo sistema (Tabella 2).

A. Dosaggio diretto dell’ATP

1. Biomassa e vitalità cellulare Batteriuria, crescita cellulare in coltura, vita-
lità degli spermatozoi

2. Attivazione cellulare Cambiamenti nell’attivazione di linfociti e
neutrofili, cambiamenti durante il ciclo vita- le e la crescita cellulare

3. Determinazione degli effetti di anti- Vitamine necessarie per la crescita cellulare
biotici e vitamine sulla crescita batterica (acido folico, B12), test di sensibilità agli
antibiotici

4. Produzione diretta di ATP da ADP e Pi Fosforilazione ossidativa e fotosintesi

5. Marcatore non isotopico nell’immunoassay

B. Metaboliti accoppiati alla produzione o ADP, AMP, AMPciclico, GTP, GDP, GMP,
alla perdita di ATP PPi, glicerolo, trigliceridi, creatinfosfato,
1,3 difosfoglicerato, glucosio,coenzima A

C. Enzimi accoppiati alla produzione o alla ATP-asi, adenilatochinasi, creatinchinasi,
perdita di ATP esochinasi, piruvatochinasi, AMPciclico-
fosfodiesterasi, GMPciclico-fosfodiesterasi

D. Luciferasi in fase solida

E. Applicazioni non analitiche Probe in ingegneria genetica

Tabella 2. Applicazioni del sistema firefly luciferasi.



P. Pinzani, G. Messeri, M. Pazzagli Chemiluminescenza

39

6. Luciferasi batterica

Il fenomeno della bioluminescenza in natura è presente in molti
batteri marini. Le luciferasi batteriche più studiate sono estratte dal
Photobacterium Fisheri e dal Vibrio Fischeri. La luciferasi batterica
catalizza l’ossidazione del FMNH

2
 e di una aldeide alifatica a catena

lunga da parte di ossigeno molecolare secondo lo schema riportato
in Fig. 23.

La luce totale emessa dalla reazione è proporzionale alla concen-
trazione di ognuno dei substrati, cioè FMNH

2
, aldeide e O

2
, quando

questi sono in concentrazioni limitanti. Lo stesso però si può dire
della luciferasi, perchè l’FMNH2 in eccesso si autoossida molto più
rapidamente rispetto al tempo che la luciferasi impiega a finire il suo
ciclo catalitico. In vitro, infatti, l’enzima compie un unico ciclo di
reazione, perchè al momento in cui è nuovamente libero dai substrati
l’FMNH

2
 è totalmente ossidato. L’efficienza dell’emissione lumino-

sa per ogni molecola che reagisce in condizioni ottimali è di circa 0.1.
Nella reazione accoppiata con FMN-reduttasi, il substrato può essere
il NADH o il NADPH. La reazione con il NADPH è molto più lenta
di quella con il NADH e la massima intensità luminosa è circa un
terzo di quella con il NADH.

La reazione enzimatica è influenzata da vari fattori come la
temperatura, il pH, la qualità dei reagenti, la presenza di inibitori e
di particolari ioni.

La temperatura ottimale è intorno ai 25°C; l’aumento della tempe-
ratura comporta una diminuzione dell’efficienza della reazione lu-
minosa per denaturazione sia della luciferasi che dell’FMN-reduttasi.
L’optimum di pH per le due reazioni accoppiate è di 6.8. Viene usato
solitamente tampone fosfato a bassa molarità, perchè gli anioni
fosfato svolgono un’azione protettiva sulla stabilità dell’enzima.

La luciferasi è particolarmente inibita da alcuni reagenti tiolici e
da sostanze che reagiscono con i residui di lisina, cisteina ed istidina.
Anche anestetici volatili, riboflavina, rame, ferro ed altri metalli
pesanti inibiscono la luciferasi. Il ruolo che l’aldeide svolge nella
reazione è stato a lungo studiato ed è ormai chiaro che la reazione
subisce variazioni secondo il tipo di aldeide usato. Solo aldeidi
alifatiche con un numero di atomi di carbonio superiore ad 8 sono
attive. La lunghezza della catena dell’aldeide agisce soprattutto sulla
cinetica della reazione e molto meno sull’efficienza dell’emissione
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luminosa. Comunque l’interrelazione tra la lunghezza della catena
dell’aldeide e la cinetica enzimatica varia secondo il tipo di luciferasi
usata.

Il maggior impiego della reazione bioluminescente catalizzata
dalla luciferasi batterica è il dosaggio diretto o indiretto di NAD(P)H.
Quest’ultima utilizzazione trova un ampio campo di applicazione in
quanto un gran numero di reazioni di interesse chimico-clinico
possono essere accoppiate a reazioni NAD(P) dipendenti.

Figura 23. Schema della reazione bioluminescente catalizzata dalla luciferasi
batterica. E’ anche riportata l’ossidazione del NAD(P)H ad opera della FMN-
NAD(P)H ossidoreduttasi e le vie non enzimatiche e non bioluminescenti.
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Applicazioni delle reazioni chemi-
luminescenti in Biologia e Medicina

1. Immunometria

L’impiego della radioimmunologia (RIA) per la misura di mole-
cole biologiche importanti con elevata  sensibilità e specificità ha
contribuito in maniera rilevante allo sviluppo della medicina in
campo diagnostico e terapeutico  in  questi ultimi 20 anni. Queste
procedure analitiche hanno praticamente sostituito, per esempio in
endocrinologia, altre tecniche più complesse e spesso non sufficien-
temente sensibili, come i dosaggi biologici, e sono state estese alla
misura di un elevato numero di specie molecolari . Lo sviluppo di
tecniche immunoradiometriche (IRMA) che impiegano anticorpi
marcati ha ulteriormente migliorato in rapidità, sensibilità e specifi-
cità i dosaggi radioimmunologici in particolare nella misura di
polipeptidi dove possono essere applicati metodi IRMA a due siti.
Tali miglioramenti dipendono principalmente dall’impiego di rea-
genti in eccesso, per cui l’analita viene rapidamente convertito ad un
composto marcato che può essere misurato con elevata sensibilità,
sempre che si impieghi un marcante ad alta attività specifica.

Fino ad oggi i traccianti  più usati sono stati il trizio e lo 125I. La
marcatura di molecole piccole come gli apteni viene generalmente
effettuata  con trizio, le proteine invece non sono facilmente marcabili
con trizio, che in ogni caso fornirebbe una attività specifica inadegua-
ta per la misura di molte proteine nei fluidi biologici. Per tali
molecole si usa quasi esclusivamente lo 125I come tracciante. Questo
isotopo è un  γ-emittente  ad alta energia con un tempo di
dimezzamento di 60 giorni. Comunque pur possedendo una elevata
sensibilità di misura (circa 10-18 moli) ed una relativa facilità di
incorporazione, esso ha lo svantaggio di un breve periodo di utiliz-
zazione. Inoltre le proprietà biologiche ed immunologiche delle
proteine risultano modificate in seguito all’incorporazione di 125I.
Questo può essere il risultato delle reazioni chimiche necessarie per
effettuare l’incorporazione di iodio, sebbene anche i conseguenti
danni da radiolisi alla proteina contribuiscono a ridurre il tempo di
utilizzo e le caratteristiche biochimiche del reagente marcato.
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Inoltre, mentre è stato possibile produrre anticorpi marcati con
soddisfacenti caratteristiche di stabilità per periodi di 8 settimane e
più, l’incorporazione di radioiodio a livelli superiori di un atomo per
molecola determina una progressiva riduzione della loro stabilità ed
immunoreattività. Questa mancanza di stabilità nel tempo dei rea-
genti radiomarcati, ed i relativi problemi sul controllo di qualità,
forniscono i più validi argomenti per sviluppare tecniche immuno-
logiche non isotopiche. In questi ultimi anni si è assistito allo svilup-
po di molte procedure basate sull’impiego di traccianti enzimatici o
fluorescenti, particolarmente nel campo della monitorizzazione dei
farmaci. La scoperta che le proprietà di tali traccianti possono risul-
tare modificate in seguito al legame con l’anticorpo, ha portato allo
sviluppo di un certo numero di dosaggi in fase omogenea, che non
richiedono cioè la fase di separazione della frazione libera da quella
legata all’anticorpo prima della misura.

In generale, le metodiche in fase omogenea e quelle in fase
eterogenea che impiegano traccianti enzimatici o fluorescenti non
sempre posseggono una sensibilità sufficiente per la misura di
polipeptidi e steroidi nel sangue periferico.

Fra i vari labels non isotopici utilizzati per sintetizzare traccianti,
alcune molecole chemiluminescenti  posseggono caratteristiche di
elevata sensibilità.

Nel valutare le caratteristiche di labels luminescenti in confronto
ai radioisotopi, è sempre opportuno considerare che per la lumine-
scenza:

i) è necessaria una fase di attivazione del tracciante perchè questo
possa essere misurato  e ciò comporta  l’aggiunta di una fase ulteriore
nella procedura di dosaggio, ossia una reazione di ossidazione.
Questa reazione può essere ulteriore fonte di variabilità (Fig. 24, B e
C), mentre i radioisotopi emettono spontaneamente radiazioni β o γ
(Fig. 24, A);

ii) il segnale della reazione chemiluminescente non è facilmente
definibile in termini assoluti di emissione luminosa e il luminometro
di solito esprime i valori in unità arbitrarie di luce (Fig. 24, B e C),
mentre i contatori β o γ possono valutare automaticamente l’efficien-
za e convertire i valori da cpm in dpm;

iii) il segnale chemiluminescente varia nel tempo (Fig. 24, B e C)
mentre i traccianti radioisotopici danno un segnale effettivamente
costante che risulta più facilmente  quantificabile (Fig. 24, A).

Conseguentemente la misura del tracciante chemiluminescente
costituisce una fase molto più critica rispetto  alla misura della
radioattività nel RIA. Inoltre la maggior parte dei luminometri in
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Figura 24. Confronto del segnale analitico di diversi traccianti.
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commercio  sono dotati di dispositivi di iniezione e di sistemi per la
misura della luce non sempre adeguati. Questo aspetto non è rilevan-
te nel caso della chemiluminescenza potenziata del sistema luminolo-
enhancer-perossidasi e nel caso della reazione fosfatasi alcalina-
AMPPD, perchè l’emissione luminosa ottenuta è prolungata nel
tempo e relativamente costante (Fig. 24, C). Queste caratteristiche
semplificano l’apparecchiatura di misura in quanto non sono più
necessari dispositivi di iniezione rapidi e riproducibili per l’attiva-
zione della reazione di ossidazione eseguiti nel tubo di reazione di
fronte al fotomoltiplicatore.

Esistono tuttora in commercio dosaggi immunologici a rivelazio-
ne chemiluminescente per più di 50 apteni e polipeptidi, inclusi
ormoni, farmaci, proteine embrionali ed antigeni batterici e virali.
Tra i kits disponibili in commercio la perossidasi è forse il marcatore
più comune a causa dei vantaggi analitici illustrati precedentemente
ed anche grazie al suo possibile impiego con substrati diversi da
quelli chemiluminescenti, sebbene negli ultimi anni luminolo ed
esteri di acridinio abbiano trovato ampia applicazione in Biochimica
Clinica. Recentemente sono stati sviluppati metodi con rivelazione
chemiluminescente che utilizzano traccianti marcati con fosfatasi
alcalina e l’AMPPD come substrato. Questi metodi stanno trovando
ampia applicazione nella diagnostica clinica grazie alle caratteristi-
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che di elevata sensibilità, praticabilità e ampio range dinamico già
discusse nei paragrafi precedenti.

Kits a rivelazione chemiluminescente sono distribuiti dalle mag-
giori ditte di diagnostici; alcuni sono l’equivalente chemiluminescente
dei metodi radioimmunologici classicamente intesi e quindi a com-
petizione di legame (CIA), altri sono dosaggi non competitivi e
prevedono l’uso di due anticorpi, uno dei quali marcato con la
molecola chemiluminescente (ICMA).

Mentre queste due strategie di dosaggio sono concettualmente
equivalenti alla controparte radioisotopica, due sono i requisiti
fondamentali da osservare per la rivelazione in chemiluminescenza:

1) uso della fase solida come fase di separazione
2) variazione di pH tra l’ambiente della reazione immunologica e

l’inizio della reazione chemiluminescente.
I marcatori chemiluminescenti rappresentano una reale alterna-

tiva ai radioisotopi in metodi di dosaggio competitivi e non compe-
titivi. Sono almeno altrettanto sensibili dei metodi radioisotopici
(potenzialmente hanno sensibilità maggiore) e generano segnali
luminosi di durata variabile da pochi secondi a ore. I tempi necessari
alla rivelazione sono molto brevi e risultano estremamente stabili, al
contrario dei radioisotopi. Sono quindi stabili, sicuri (non sono stati
dimostrati rischi per gli operatori)  ed offrono inoltre la possibilità di
sviluppo di metodi omogenei.

1.1 Traccianti marcati con molecole chemiluminescenti
Un molecola chemiluminescente per essere utilizzata come label

deve soddisfare quattro requisiti fondamentali: i) deve partecipare
alla reazione chemiluminescente; ii) deve consentire la sua coniuga-
zione ad antigeni ed apteni; iii) deve mantenere una efficienza
elevata anche dopo la coniugazione  e la cinetica di reazione non deve
variare; iv) non deve alterare significativamente le caratteristiche
fisico chimiche dell’analita  ed in particolare la sua immunoreattività.

3 gruppi di composti sono stati studiati nel tentativo di soddisfare
questi requisiti e di individuare il marcatore chimico non-isotopico
ideale:

1)  Composti organici sintetici : ftalazine dioni ed esteri di acridinio;
2) Cofattori di reazioni bioluminescenti : NAD e ATP;
3) Enzimi: perossidasi, fosfatasi alcalina, β-galattosidasi, chinasi
     e luciferasi.
Queste molecole sono state coniugate con antigeni ed apteni con

risultati soddisfacenti mediante 3 tipi di procedure:
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1) Modificazione chimica della molecola chemiluminescente
(diazotizazione, isotiocianato, N-idrossisuccinimide, emisuccinato ,
imidoestere)

2)  Modificazione chimica dell’antigene o dell’anticorpo
(emisuccinato, glutaraldeide)

3) Coniugazione mediante agenti bifunzionali (anidridi miste,
carbodiimidi, bis-N-idrossi succinimidi, azidosuccinimidi).

I gruppi isotiocianato, N-idrossi succinimide e imidoestere reagi-
scono rapidamente con gruppi aminici primari in un range di pH
variabile da 7 a 10, mentre le carbodiimidi e il metodo di coniugazio-
ne delle anidridi miste permettono la formazione del legame amidico
tra un gruppo NH

2 e un COOH.
Le reazioni di coniugazione vengono solitamente eseguite in

solventi organici, se la sostanza è solubile, o alternativamente in am-
biente acquoso.

1.1.1 Traccianti chemiluminescenti per apteni
Dal punto di vista chimico la reazione di coniugazione tra il

derivato dell’isoluminolo e la molecola steroidea  è concettualmente
del tutto simile alla sintesi di traccianti di steroidi da sottoporre a
marcatura con 125I per il RIA (13). Essa infatti consiste nella formazio-
ne di un legame ammidico tra un gruppo carbossilico, generalmente
presente sullo steroide, e il gruppo amminico primario del derivato
chemiluminescente secondo le reazioni di coniugazione precedente-
mente descritte.

Dopo aver verificato la purezza del composto sintetizzato per
mezzo di TLC bidimensionali in vari solventi, rilevando sempre
un’unica macchia, la formula di struttura del composto è confermata
per mezzo di misure di spettri U.V. e spettrometria di massa. Per
quanto riguarda l’U.V. è stato evidenziato come gli spettri dei
composti di sintesi siano perfettamente sovrapponibili a quelli di
miscele equimolecolari dei singoli prodotti di partenza (Fig. 25).
Infatti la formazione del legame ammidico non modifica sensibil-
mente nessuno dei gruppi funzionali caratteristici dei singoli pro-
dotti.

1.1.2 Traccianti chemiluminescenti di natura proteica
I derivati dell’isoluminolo si sono rivelati idonei per la coniuga-

zione con molecole di natura proteica. A questo scopo si è resa
necessaria la sintesi di un derivato carbossilico dell’isoluminolo
capace quindi di legarsi covalentemente ai gruppi amminici dispo-
nibili sulla superficie proteica. La procedura per la coniugazione
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Figura 25. Spettro U.V. del Progesterone-11 emisuccinato-ABEI e
di una miscela equimolecolare di Progesterone-11 emisuccinato e
ABEI.

lunghezza d'onda; nm

P-11αHs-ABEI (2.5 x 10-5M)

P-11αHs+ABEI (2.5 x 10-5M)

segue le stesse vie chimiche seguite per i traccianti di tipo steroideo
con la conversione del tracciante in un estere attivo N-idrossisuc-
cinimmide che reagisce con i residui lisinici degli ormoni polipeptidici
a pH 8.0. Il tracciante chemiluminescente così ottenuto viene poi
purificato su Sephadex G-25 e successivamente in cromatografia a
scambio ionico su cellulosa DEAE-52.

1.1.3 Valutazione dei traccianti chemiluminescenti
I composti chemiluminescenti possono essere considerati dei

marcanti pressochè universali, purchè il coniugato così ottenuto
mantenga immutate alcune caratteristiche fondamentali, e cioè:

- alta efficienza luminosa, con conseguente grande sensibilità ed
ampio campo di linearità di risposta dell’emissione luminosa;

- una immunoreattività analoga a quella dello steroide o della
proteina non coniugata.
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braccio sec.: con Alchilaz.braccio sec.: senza Alchilaz.

luminolo

AEI

ABI

isolum. luminolo

AEEI

ABEI

ABMI

AHEI

Figura 26. Effetto del pH sull’emissione luminosa del luminolo e di alcuni
suoi derivati (100 fmoli/tubo).

E’ evidente come la resa luminosa della reazione chemilumine-
scente sia uno dei fattori più importanti tra quelli che influenzano la
sensibilità del dosaggio immunologico; essa dipende essenzialmen-
te dalle condizioni di reazione e dalla struttura del coniugato
chemiluminescente.

I risultati (14) sugli studi condotti sulla valutazione di questi due
fattori dimostrano che l’efficienza luminosa dei derivati
dell’isoluminolo è dipendente dal pH e che il gruppo amminico
legato all’anello aromatico gioca un ruolo molto importante. Infatti
l’introduzione di un gruppo alchilico aumenta l’efficienza luminosa,
nonostante tale aumento sia limitato in un intervallo di pH piuttosto
ristretto, intorno a pH=11 (Fig. 26A).

L’introduzione di un secondo gruppo alchilico non solo produce
un ulteriore aumento dell’efficienza luminosa, ma l’intervallo di pH
in cui questo si verifica diviene notevolmente più ampio (per pH>10)
(Fig. 26B).

A B
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braccio sec.: con Alchilazionebraccio sec.: senza Alchilaz.
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AEI P-11αHs-AEI
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P-11αHs-ABI

C-21Hs-ABEI

P-11αHs-ABEI

T-17αHs-ABEI

E
2
-17 Hs-ABEI

E
2
-6 COM-ABEI

ABEI

Figura 27. Effetto del pH sull’emissione luminosa di coniugati
chemiluminescenti (100 fmoli/tubo).

Inoltre la coniugazione di derivati dell’isoluminolo, sia mono che
dialchilati sull’azoto benzenico, con derivati steroidei, non influenza
in modo significativo né la resa luminosa, né la dipendenza dal pH
(Fig. 27).

In ogni caso rimane invariato anche dopo la coniugazione il
campo di linearità della risposta luminosa e si mantiene una
elevatissima sensibilità, pari ad un limite di rivelazione dell’ordine
di 0.1 - 0.5x10-15 moli/tubo (Fig. 28).

Riguardo alle caratteristiche immunologiche dei traccianti
chemiluminescenti di steroidi (15), sembra essere trascurabile l’in-
fluenza della struttura del derivato chemiluminescente, mentre rive-
ste fondamentale importanza la posizione e la struttura chimica del
ponte usato per funzionalizzare lo steroide relativamente al modo in
cui è stato stimolato l’antisiero. Esiste cioè la possibilità di avere dei
traccianti chemiluminescenti che di volta in volta abbiano una speci-
ficità verso l’antisiero maggiore, analoga o minore dello steroide
nativo. E’ evidente che in ciascuna di queste situazioni si dovranno
ricercare quelle condizioni ottimali di lavoro che permettano di
ottenere una sensibilità e un intervallo di misura della curva standard
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Traccianti chemiluminescenti del Progesterone
(f moli/tubo)

limite di rilevazione

fondo

P-ABEI P-AEEI
P-AHEI

P-ABI
P-AEI

Figura 28. Effetto della concentrazione sull’emissione luminosa e
limite di rivelazione in condizioni ottimizzate di coniugati chemilu-
minescenti del Progesterone.

compatibili con i fini del dosaggio. Si propone così nella sua consi-
stenza una problematica generale relativa alla standardizzazione di
tutti i dosaggi immunologici.

Per quanto concerne i traccianti proteina-composti chemilumine-
scenti, questi offrono il vantaggio che più molecole chemiluminescenti
possono essere coniugate alla molecola proteica senza diminuire la
stabilità del tracciante. Al fine di selezionare il tracciante migliore da
impiegare nei dosaggi immunologici, sono stati sintetizzati vari tipi
di traccianti utilizzando differenti composti chemiluminescenti e
variando le condizioni di reazione in modo da ottenere traccianti
caratterizzati da diversi rapporti di incorporazione. Uno studio
dettagliato della sensibilità e dell’immunoreattività del coniugato
transferrina-ABENH per l’anticorpo omologo (Fig.29) (16) ha con-
dotto alle seguenti conclusioni:

1. l’attività specifica del tracciante chemiluminescente (limite di
sensibilità) aumenta con il rapporto di incorporazione della molecola
chemiluminescente;
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Figura 29. Limite di sensibilità di misura (   ) e immunoreattività (   )
dei traccianti chemiluminescenti della transferrina in funzione del
rapporto di incorporazione molare ABENH/transferrina.

Rapporto di incorporazione (spettro)

2. d’altra parte rapporti di incorporazione particolarmente elevati
(>5 nel nostro caso) portano ad una drastica riduzione dell’immuno-
reattività.

Abbiamo inoltre studiato l’influenza di due diverse vie sintetiche
(la via degli esteri imidati e quella degli esteri di succinimmide) sulle
caratteristiche del tracciante immunologico prodotto coniugando la
somatomedina-C a due diversi composti chemiluminescenti (ABENH
e ABEI) (17). Coniugando il gruppo carbossilico terminale dell’AEEI
alla somatomedina-C con un legame succinimmidico ottenevamo la
sensibilità più elevata ed il coniugato con migliore immunoreattività.

1.1.4 Traccianti con esteri di acridinio
I problemi relativi all’efficienza dei traccianti che impiegano il

luminolo e l’isoluminolo come label hanno stimolato lo studio di
altre molecole chemiluminescenti da utilizzare come marcatori.
McCapra (16) si è dedicato allo studio dei sali di acridinio che, data
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la loro struttura chimica, forniscono un buon gruppo uscente e
quindi una reazione di emissione luminosa rapida, con elevata
efficienza dovuta alla produzione di N-metilacridone allo stato
eccitato. Il rilascio di N-metilacridone in seguito alla reazione
chemiluminescente è un elemento di indubbio vantaggio sia riguar-
do alle possibili interferenze che gli analiti (apteni e proteine) posso-
no esercitare sulla molecola chemiluminescente, che per le condizio-
ni di reazione che richiedono solo H

2
O

2
.

Il numero di fotoni emessi per mole è simile per il luminolo e per
gli esteri di acridinio anche se quest’ultimi  determinano valori di
bianco 10-100 volte inferiori rispetto alle ftalazine. Il detection limit
è per questo molto basso (dell’ordine di 10-17-10-18 moli). Gli esteri di
acridinio possono essere facilmente coniugati al gruppo aminico di
molecole proteiche utilizzando i derivati dell’ N-idrossi succinimide
senza che questo diminuisca l’emissione luminosa. Più problematica
risulta invece la marcatura di apteni. Sebbene siano stati sintetizzati
vari traccianti steroide-esteri di acridinio, il legame estere risulta
facilmente idrolizzabile e il tracciante si decompone con produzione
di N-metilacridilato, che è scarsamente chemiluminescente. Questo
stesso problema influisce anche sulla stabilità di alcuni traccianti
proteici marcati con i sali di acridinio che può comunque essere
aumentata mediante opportune modificazioni chimiche del gruppo
uscente.

In conclusione, tra i marcatori sintetici e i cofattori, l’ABEI e gli
esteri di acridinio sono quelli che possiedono proprietà chimiche e
luminescenti tali da permettere la sintesi di una vasta gamma di
traccianti per apteni, antigeni proteici e anticorpi. Questi sono rilevabili
nel range delle femto/attomoli (10-15 - 10-18 moli). Inoltre, è possibile
introdurre fino a 4/8 molecole chemiluminescenti per proteina con
attività specifica maggiore di quella ottenibile con lo iodio radioatti-
vo e con il mantenimento della attività biologica. I derivati
chemiluminescenti possono essere misurati in pochi secondi e hanno
una stabilità di anni.

1.1.5 Traccianti con diossetani in termochemiluminescenza
Un altro interessante approccio al problema dell’attivazione della

reazione luminescente è quello sviluppato da Hummelen e colleghi
(6). Essi hanno sintetizzato dei composti stabili degli 1,2 diossetani
legati all’adamantilideneadamantane che possono essere coniugati
ad antigeni ed anticorpi. A 25°C questi diossetani hanno una emivita
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lunghissima (circa 10000 anni), ma l’aumento di temperatura al di
sopra di 200°C provoca la loro scissione in tempi brevissimi (0.1 - 1
sec.) e l’emissione di luce a 425nm con un Φ

CL
 di circa 10-4. Sono stati

sviluppati dosaggi in termoluminescenza che sfruttano appunto
questa peculiare caratteristica dei diossetani per analiti quali le IgG,
ma la loro validità in campo analitico è ancora da stabilire.

I diossetani trovano invece una importante applicazione in im-
munochimica come substrati chemiluminescenti di traccianti
enzimatici marcati con fosfatasi alcalina o β-galattosidasi come illu-
strato nel prossimo paragrafo.

1.2 Traccianti marcati con enzimi catalizzanti reazioni chemilu-
minescenti

1.2.1 Sistema luminolo-perossidasi-enhancers
L’enzima perossidasi ha trovato ampia applicazione in campo

analitico quale marcatore chemiluminescente in quanto capace di
catalizzare la reazione di ossidazione del luminolo o dell’isoluminolo.
Può essere utilizzato in un ampio range di pH (5-13), nonostante il
miglior rapporto segnale fondo si raggiunga a pH alcalini. Dato che
si lavora in eccesso di substrato (10-1000 mmol di luminolo), la
cinetica risulta diversa da quella ottenuta con gli altri marcatori
organici, con un tempo di decadimento molto più lento. Il limite di
rivelazione difficilmente supera 10-14 - 10-15 moli di perossidasi a

causa degli alti valori di emissione della sola miscela H
2
O

2
-luminolo.

Come già visto nei capitoli precedenti, l’aggiunta di luciferasi o di
una qualsiasi altra molecola con azione di enhancer non solo aumen-
ta l’emissione luminosa, ma determina anche una forte riduzione del
bianco della reazione chemiluminescente. Inoltre la cinetica è molto
lenta e il segnale luminoso rimane relativamente costante per molti
minuti. Per questi motivi l’enhaced chemiluminescence ha trovato
ampia applicazione nella diagnostica clinica.

1.2.2 Sistema diossetani-fosfatasi alcalina
Traccianti marcati con l’enzima fosfatasi alcalina possono essere

impiegati per lo sviluppo di dosaggi immunometrici utilizzando gli
1,2 diossetani (AMPPD o PPD) come substrato e micelle fluorescenti
o altre molecole idrosolubili come enhancers. Questi sistemi
luminescenti consentono il raggiungimento degli stessi vantaggi
caratteristici della chemiluminescenza potenziata del luminolo (bas-
si livelli di background, segnale luminoso stabile per alcune ore, alta
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efficienza dell’emissione luminosa) uniti al raggiungimento di livelli
di sensibilità ancor più elevati.

 A riprova dell’elevata sensibilità di rivelazione ottenibile con il
sistema diossetani-fosfatasi alcalina sono stati recentemente descritti
metodi per analiti come il TSH plasmatico capaci di raggiungere
sensibilità di misura inferiori a 0.005 mIU/ml (Tabella 3). Questi
metodi cosiddetti di “terza generazione” mostrano caratteristiche
analitiche migliori di quelle ottenibili con metodi IRMA a riprova che
l’uso dei traccianti non-isotopici in generale e luminescenti in parti-
colare conferisce al dosaggio immunologico prestazioni superiori a
quelle dei traccianti isotopici (P. Bodlaender, Evolution of TSH
Assays: a Third Generation Viewpoint. In: DPC Technical Bulletin.
IMMULITE®  ZB 114-B. 25 Agosto 1993).

E’ probabile che l’uso di sistemi di rivelazione quali quello
diossetani-fosfatasi alcalina rappresenti il futuro sviluppo dell’im-
munometria sia per la mancanza dei tipici problemi di instabilità del
tracciante e di gestione dei radioisotopi nel laboratorio, che per il
miglioramento delle prestazioni analitiche ottenibili con queste tec-
niche (A.L. Babson et al.The IMMULITE® assay tube: a new approch
to heterogeneous ligand assay. Clin. Chem. 37-9, 1521. 1991; P.
Bodlaender. Assay Technology. Designing a Third Generation TSH
Assay. In: News & Views. Newsletter from Diagnostic Products
Corporation. Ed. Primavera 1993).

Campione Diluizione Trovato Atteso
IU/ml IU/ml

1 in 2 0.043 0.039
1 1 in 4 0.019 0.020

1 in 8 0.009 0.010
  1 in 16 0.005 0.005

1 in 2 0.055 0.052
2 1 in 4 0.023 0.026

1 in 8 0.012 0.013

1 in 2 0.060 0.040
3 1 in 4 0.028 0.020

1 in 8 0.013 0.010
  1 in 16 0.006 0.005

Tabella 3. Test di diluizione del TSH ottenuto con il metodo DPC
IMMULITE® basato sul sistema fosfatasi alcalina-PPD (da N.B.
Person et al. Clin Chem  38 (6): 1094, 1992).
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2. Applicazione della luminescenza alla tec-
nologia del DNA ricombinante

La tecnologia del DNA ricombinante sta avendo un forte impatto
nella medicina clinica e forense ed rappresenta ormai uno strumento
formidabile nella ricerca di laboratorio.

Le procedure correntemente utilizzate si basano sull’uso, anche
in questo caso, di isotopi radioattivi quali il 32P. Si ripropongono
quindi tutti i problemi legati all’emivita del marcatore, alla radiolisi
del tracciante e al rischio cui è sottoposto l’operatore del settore. In
questo caso inoltre la rivelazione del segnale deve essere eseguita
mediante autoradiografia che richiede tempi di esposizione molto
lunghi (anche di giorni) ed è difficilmente quantificabile.

Metodi con rivelazione chemiluminescente riescono a superare in
parte questi problemi. Finora tre sono i sistemi chemiluminescenti
utilizzati per la marcatura di sonde di DNA: i derivati dell’isoluminolo,
gli esteri di acridinio ed enzimi quali la perossidasi e la fosfatasi
alcalina.

La perossidasi può essere legata alla sonda direttamente o indiret-
tamente sfruttando il sistema avidina-biotina. Infatti una sonda di
DNA o di RNA marcata con biotina può essere quantificata mediante
l’uso di un coniugato avidina- o streptavidina-perossidasi o esteri di
acridinio.

L.J. Kricka (19) ha sviluppato un metodo chemiluminescente per
la rivelazione della perossidasi mediante la reazione potenziata del
luminolo per la rivelazione di sonde di DNA mediante l’uso di
pellicole fotografiche. La sensibilità del metodo valutata sul plasmide
pBR322 è di circa 1 pg DNA.

A. K. Campbell (20) ha studiato la possibilità di applicazione di
derivati isotiocianato di molecole chemiluminescenti come l’ABEI
per la marcatura diretta di molecole di DNA. In alternativa è possi-
bile utilizzare derivati N-idrossisuccinimide degli esteri di acridinio
per la marcatura dell’avidina o di un anticorpo diretto contro un
aptene coniugato alla sonda di DNA.

Queste ed altre applicazioni della luminescenza nel campo della
tecnologia del DNA ricombinante offrono una valida alternativa
all’uso del 32P, rendendo il metodo più veloce, più facile da quantificare
e più preciso.
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3. ATP e cofattori

Se da un lato le misure in chemiluminescenza raggiungono
sensibilità dell’ordine di quelle in RIA, le misure bioluminescenti di
ATP e NAD(P)H abbassano di qualche ordine di grandezza i limiti
di rivelabilità delle tecniche tradizionali. La specificità delle reazioni
bioluminescenti è elevata in quanto la sostanza in esame è ricono-
sciuta dall’enzima luciferasi; la tecnica dello standard interno con-
sente inoltre di eliminare gli effetti della matrice biologica sulla
misura dell’ATP e del NAD(P)H.

Le applicazioni cliniche di questi dosaggi sono già state illustrate
(Tab.2) e spaziano dalla valutazione della fertilità maschile a quella
della biomassa in batteriologia, da test di chemiosensibilità in vitro
per la valutazione della sensibilità cellulare agli antineoplastici a
valutazione delle caratteristiche più strettamente biochimiche di
alcuni tipi cellulari.

4. Reporter genes

Il gene codificante l’enzima luciferasi è stato utilizzato nelle
recenti tecnologie di biologia molecolare come sistema di monitoriz-
zazione della trascrizione cellulare. La transfezione di cellule con un
plasmide contenente anche il reporter gene costituisce un sistema di
rivelazione della avvenuta trascrizione del DNA estraneo. Attual-
mente il gene codificante la cloramfenicolo-acetil-transferasi (CAT)
è il reporter gene più utilizzato per le cellule eucariote. Recentemente
comunque sono stati proposti altri geni da utilizzarsi come reporter
genes con caratteristiche di sensibilità superiori alla CAT; fra questi
la luciferasi della lucciola e quella batterica (21).

Le luciferasi consentono la monitorizzazione della trascrizione
genica anche in vivo, dato che la loro attività bioluminescente è
compatibile con la sopravvivenza cellulare e l’enzima non viene
fisiologicamente prodotto nelle cellule non transfettate.

L’enzima luciferasi è inoltre stabile anche in condizioni variabili
di pH, temperatura e forza ionica. La misura della sua attività
enzimatica è facilmente eseguibile e dotata di una elevata sensibilità.
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5. Fagocitosi

Un aspetto particolare della chemiluminescenza è rappresentato
dalla chemiluminescenza biologica. Una debole emissione fotonica
accompagna il processo di fagocitosi quando leucociti polimorfonu-
cleati sono posti a contatto con particelle attivate o batteri.

Il fenomeno che accompagna tale emissione fotonica spontanea
sembra mediato dal rilascio, durante la fagocitosi, di ossigeno allo
stato nascente e di perossidasi. La reazione chemiluminescente può
essere intensificata mediante aggiunta di luminolo alla miscela di
reazione. L’uso di questa tecnica può fornire indicazioni sulla capa-
cità totale di fagocitosi, su sostanze farmacologiche che interagiscono
con questo processo e su alcune condizioni patologiche in cui si
assiste alla riduzione della capacità battericida delle cellule fagocitarie
quale la granulomatosi cronica. La debole emissione fotonica pro-
dotta dal metabolismo ossidativo di tessuti (tessuto epatico, polmo-
nare, ecc.) o di componenti subcellulari quali microsomi, mitocondri
e particelle submitocondriali, può essere studiata mediante l’aggiun-
ta di composti chemiluminescenti al sistema.

6. Calcio intracellulare

Il calcio è uno dei più importanti segnali intracellulari. Alcune
fotoproteine attivate dal calcio rappresentano un metodo vitale e
molto sensibile per la quantificazione del calcio intracellulare in
cellule viventi. La proteina maggiormente utilizzata a questo scopo,
l’aequorina, emette  luce in seguito al legame con questo ione.
L’energia necessaria per l’emissione luminosa deriva dalla reazione
ossidativa chemiluminescente del gruppo prostetico covalentemente
legato alla proteina (Fig. 30).

L’uso delle fotoproteine permette così la misura del calcio
intracellulare, l’identificazione di regolatori cellulari primari e se-
condari che agiscono mediante il Ca2+, la localizzazione del calcio
all’interno della cellula e la valutazione delle sue variazioni. Conse-
guentemente le fotoproteine risultano particolarmente utili nello
studio dei danni cellulari in seguito a stimoli di diversa natura
(farmacologici, elettrici, ecc..). La capacità di alcune cellule di pro-
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Figura 30. Reazione delle fotoproteine con Ca2+.

durre le proprie fotoproteine, la possibilità di indurne sperimental-
mente la sintesi mediante l’introduzione nella cellule di cDNA o di
mRNA e l’uso di cellule transgeniche aumenta considerevolmente
l’applicabilità di questo approccio alla valutazione del Ca2+

intracellulare. In particolare si apre così la strada all’imaging del
Ca2+- libero in un gran numero di cellule in vari stadi fisiologici.
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