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Mehr Licht

Lumineszenz-Technik bietet hohe Empfindlichkeit fiir neue Anwendungsgebiete

Bettina Felletschin

Die vielfdltigen Anwendungen der
Chemi- und Biolumineszenz in For-
schung, Klinik und der pharmazeuti-
schen Industrie zeigen, dass die Lumi-
neszenz-Technologie bereits in vielen
Bereichen dominiert und zu einer
schell wachsenden analytischen
Technologie gehort. Dariiber hinaus
bietet Lumineszenz eine sehr hohe
Sensitivitdt, Selektivitit und Um-
weltfreundlichkeit, um nur einige
Vorteile zu nennen.

Autorin: B. Felletschin, Applikationsspezialistin
Bioanalytische Instrumente, Berthold Technolo-
gies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad

14  siotec1-2/2006

Lumineszenz ist im Tierreich in den unter-
schiedlichsten Organismen anzutreffen,
aber vor allem Tiefsee-Organismen setzen
auf diese Lichtquelle. Zu den Tieren mit
Leuchtorganen gehdéren beispielsweise die
Leuchtkéfer (Glithwiirmchen; Lampyridae),
verschiedene Kopffiifier wie der Vampirtin-
tenfisch (Vampyroteuthis infernalis), die
Leuchtqualle (Pelagia noctiluca) und viele
Tiefseefische.

Unter Lumineszenz versteht man die
Emission von Licht im sichtbaren Wellen-
langenbereich zwischen 400 und 700 nm
durch Atome oder Molekiile in elektronisch
angeregten Zustidnden als direkte Folge ei-
ner chemischen Reaktion. Bei Chemilumi-
neszenz erfolgt die Anregung des Systems
durch eine chemische Reaktion (meistens
Oxidation, z. B. Luminol zum Nachweis von
Blut), bei Biolumineszenz erfolgt die Anre-
gung des Systems durch eine chemische
Reaktion in lebenden Organismen, kataly-
siert durch ein Enzym (Oxidation von Luci-
ferin im Leuchtkiifer).

Die Methode

In Luminometern wird normalerweise ein
Photomultiplier als Detektor eingesetzt.
Das Licht aus der Lumineszenz-Reaktion
erreicht dabei die licht-sensitive Kathode
des Photomultipliers. Man unterscheidet
dabei zwischen zwei Verfahren, der Strom-
messung und dem so genannten ,Photon-
Counting”. Bei der Strommessung werden

die Elektronen an der Anode gemessen und
verstirkt. Ein Faktor definiert die Umrech-
nung der Stromsignale in ,relative light
units” (RLUs), die das Geriit als Messwert
ausgibt.

Beim so genannten ,Photon-counting”
werden die Impulse in drei Kategorien ein-
geteilt. Nur Signale, deren Amplituden zwi-
schen A und B liegen (vgl. Diagramm), wer-
den in RLUs umgewandelt und ausgegeben.
Kleinere Signale, also das Rauschen des
Photomultipliers, und grofiere Signale, also
eventuelle Radioaktivitdt des Materials oder
kosmische Strahlung, werden nicht beriick-
sichtigt. Somit ist das Signal beim ,Photon-
counting” stabiler und temperaturunab-
héngiger als bei der Strommessung. Der
Dunkelstrom ist wesentlich geringer und
fithrt dabei zu einer hoheren Sensitivitét.
Hiufige Kalibrierungen, wie bei der Strom-
messung sind beim ,Photon-counting”
nicht notwendig.

Die Injektion von Startreagenzien erlaubt
die Messung der Lichtemission gleich vom
Beginn der Reaktion an. Ein Injektor in
Messposition ist besonders bei den so ge-
nannten ,Flash-type“-Reaktionen, wie mit
Acridiniumester, Luminol oder Aequorin
erforderlich, in denen das meiste Licht in
den ersten beiden Sekunden ausgestrahlt
wird. Die ,JET“-Technologie steht fiir Prizi-
sion und Exaktheit von 98 %, um ein defi-
niertes Volumen in die Probe zu injizieren
und die Partikel komplett zu durchmischen.
Reagenzinjektoren erlauben auflerdem die
komplette Befiillung von allen bendétigten
Reagenzien in die Mikroplatte bzw. das
Rohrchen. Bei hohem Durchsatz ist da-
durch eine enorme Arbeitserleichterung
gegeben.

Auf dem Markt

Luminometer gibt es in vielen Gréfien und
Ausfithrungen auf dem Markt. Es gibt iibli-
cherweise zwei Probenformate, die Proben-
rohrchen und die Mikroplatten. Es ist klar,
dass die Handhabung der Probenréhrchen
aufwindiger ist als die der Mikroplatte, in
der bis zu 1536 Proben auf einmal im Gerit
gemessen werden konnen. Bei einigen An-
wendungen jedoch, wie z. B. bei zelluldre-
rer Lumineszenz oder Toxizitdtstests von
Umweltproben, werden grofie Test-Volumi-
na bevorzugt, die nur im Réhrchenformat
erreichbar sind.

Es gibt tragbare Réhrchenluminometer,
nicht schwerer als 2 kg, die im Geldnde ein-
fach zu transportieren und zu handhaben
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sind. Viele Rohrchenluminometer kénnen
mit Reagenz-Injektoren und/oder einer
Heizung ausgestattet sein. Eine Temperie-
rung ist z. B. beim Arbeiten mit Zellen er-
forderlich, um Kérpertemperatur zu simu-
lieren. Fiir hohen Probendurchsatz sind
Rohrchenluminometer verfiighar, die mit
einem Probenwechsler ausgestattet bis zu
160 Probenrdhrchen hintereinander ver-
messen konnen.

Mikroplattenluminometer sind ebenfalls
in verschiedenen Ausfiihrungen, mit Tem-
perierung, Schiittelfunktion und/oder Rea-
genzinjektoren, verfiighar. Die meisten Mik-
roplattenluminometer sind ausgestattet fiir
die Verwendung von 96 und 384 Well-Mikro-
platten. Luminometer kénnen zusammen
mitdem PC oder alleine als Stand-alone-Ge-
rite mit Keypad und/oder integriertem Dru-
cker betrieben werden.

Immer grofierer Beliebtheit erfreuen sich
die so genannten Multimode-Gerédte auf
dem Markt, die nicht nur Lumineszenz,
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Fiir Reporter Gene Assays

hat sich wegen seiner hohen
Sensivitat der Luciferase-

Assay durchgesetzt
&

sondern auch Fluoreszenz, Absorption und
andere Techniken in Mikroplatte, wie z. B.
den , Bioluminescence-Resonance-Energy-
Transfer” (BRET) durchfithren kénnen. Da-
durch spart man nicht nur den Platzbedarf
vieler Einzelgerite, sondern benétigt nur ei-
ne einzige Gerdtesoftware fiir Messung und
Auswertung. Dariiber hinaus bieten die Ge-
rite den Vorteil, dass man unterschiedliche
Messverfahren kombinieren kann.

Anwendungen

ATP als biologischer Indikator kann schnell
und einfach mit Luciferase detektiert wer-
den. Durch die Zugabe von Coenzym A
wurde die eigentlich als Flash-type ablau-
fende Reaktion in eine Glow-type-Reaktion
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Prinzip des ,,Photon-counting“: Einteilung der
Impulse aus dem Photomultiplier in drei
Kategorien

umgewandelt, sodass auch tragbare Gerite
ohne Injektoren verwendet werden kon-
nen. Die ATP-Messung wird hauptséchlich
zur Bestimmung von Biomasse und biolo-
gischer Kontamination, aber auch bei Zell-
basierten Anwendungen wie Apoptose,
Zell-Proliferation und Zell-Zytotoxizitit
eingesetzt. In der Nahrungsmittelindustrie
wird die ATP-Reaktion hiufig zur Hygiene-
Testung verwendet.

Eine andere wichtige Anwendung sind
die sog. Reportergen-Untersuchungen (Re-
porter Gene Assays). Nach der Klonierung
und Sequenzierung von Genen stellt man
heute die Frage nach der Funktion der co-
dierten Proteine in den Mittelpunkt. Auf-
grund der hohen Sensitivitdt hat sich auch
hier der Luciferase-Assay durchgesetzt. Um
die Transfektionseffizienz zu bestimmen,
bietet der Dual-Luciferase-Assay viele Vor-
teile, bei dem die Aktivitit eines Promoters
mit Photinus-Luciferase gemessen und an-
schlieflend im selben Reaktionsansatz die
Aktivitdt der Renilla-Luciferase als interner
Standard bestimmt wird. Die Nachteile der
fritheren Standardisierungsmethoden mit
Co-Reportern werden so iiberwunden.

Neuartige Vektoren mit Luciferasen, die
griines und rotes Licht emittieren (Chro-
ma-Glo) und deren Wellenlingen sich nur
um 75 nm unterscheiden, sind ideal fiir du-

Réhrchen-Luminometer, ausgestattet mit
integrierter Software und Drucker und zwei
Reagenz-Injektoren
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Vergleich der Sensitivitdt verschiedener
Techniken mit Lumineszenz (Immunoassay)

ale Messungen, in denen dhnliche Repor-
ter bendtigt werden und die Zugabe einer
einzelnen Reagenz vorteilhaft ist.

Inletzter Zeit werden immer mehr Immu-
noassays auf Lumineszenz-Basis entwickelt.
Das liegt vor allem daran, dass das Patent
der ,Enhanced Luminescence” (ECL) aus-
gelaufen ist und man nun die Vorteile der
Lumineszenz kostengiinstig nutzen kann.
Die Umstellung von einem kommerziellen
sEnzyme-linked Immunosorbent assay"
(ELISA oder EIA) auf den Luminescence Im-
munoassay (LIA) kann einfach tiber den
Austausch des Substrates erfolgen.

www.Berthold.com/bio
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