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Utilizzo della Chemiluminescenza

Utilizzata per:
» Dosaggio di substrati e attivita enzimatiche che coinvolgono ATP o NAD(P)+/NAD(P)H

* Marcatura di anticorpi o altre molecole con traccianti enzimatici (perossidasi, fosfatasi

alcalina)

che vengono rivelati con substrati Chemiluminescenti.

* Tecniche di molecular Imaging.



Fluorescenza (e fosforescenza) sono emissioni nel visibile di
fotoni conseguenti a radiazione assorbente.

Fluorescenza e

Chemiluminescenza . \ e
Chemiluminescenza ¢ la produzione di fotoni nel visibile e nel
vicino infrarosso da parte di reazioni chimiche.
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Meccanismi di

Schema dei meccanismi:

a)  Meccanismo Generale.

b) CL Diretto.

Chemllumlnescenza c) CL Indiretto di Fluorescenza/Fotofosforescenza accettore di energia.
Organlca d) Attivato in presenza di colorante fluorescente ossidabile.
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Metodo di Imagin Ottico Planare

 Utilizzano piccole particelle polimeriche che incorporano coloranti sintetici (chiamati CLF) € sono
contemporaneamente Chemiluminescenti e Fluorescenti (a differenza delle nanoparticelle
inorganiche con luminescenza permanente).

* La Chemiluminescenza dei coloranti CLF ¢ attivata termicamente (cio€ non ¢ necessario alcun
stimolo chimico o elettrico). Possono essere quindi conservati a temperature basse e diventano
autoilluminanti solo se la temperatura ¢ bassa.

* Questo studio mette a confronto due tipi di coloranti CLF correlati: lo Squaraine Rotaxane
Endoperoxide (SREP) e lo Squaraine Catenane Endoperoxide (SCEP).



Imaging Ottico Planare
(CLF)

Due tipo di coloranti CLF correlati:
- Squaraine Rotaxane Endoperoxide (SREP)
- Squaraine Catenane Enpoperoxide (SCEP)

J. M. Baumes, J. J. Gassensmith, J.
Giblin, J. J. Lee, A. G. White, W. J.
Culligan, W. M. Leevy, M. Kuno and
B. D. Smith, Nat. Chem., 2010, 2,
1025.




Mappa di intensita dei1 pixel
di Chemiluminescenza di
una fiala e profilo di
decadimento

a) Fiala a 38°C contenente una
disperisione acquosa di nanoparticelle
di1 SCEP, che emette solo nel canale

695-770nm.
b) La stessa fiala ha emesso forte 810-875
fluorescenza nel canale 695-770 nm. nm

c) Profilo di decadimento della
chemiluminescenza della fiala.
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Imaging in vivo con la
Chemiluminescenza

a) Immagini di CL di intensita dei pixel di
fluorescenza di SCEP nanoparticelle.

b) Sovrapposizione con I’immagine dei
segnali.

c) Immagine a fluorescenza ex vivo di
organi.

d) Micrografia a fluorescenza (canale di
emissione 695-770 nm) di sezione
istologica polmonare.
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Miglioramento de1 segnali di CL mediante Ultrasuoni

Schema del
meccanismo
dell’effetto degli
Ultrasuoni sui
segnali
Chemiluminescenti

Le, D., Dhamecha, D.,
Gonsalves, A., & Menon,
J. U. (2020). Ultrasound-
enhanced
chemiluminescence for
bioimaging. Frontiers in
Bioengineering and
Biotechnology, 8, 25.

m Ultrasound (US)
_\M Moot lorminesrent Lyt

UECL signals



* Meccanismo in cui gli Ultrasuoni producono H,O, che

Migliorament() della successivamente stabilizza 1 radicali liberi.

sensibilita di CL HO®* + H;0; — 03 + H:07

tramite la Potenza « L’O,™ stabilizzato reagisce con il luminolo e produce 2 segnali
aumentati
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Reazione supportata dal fatto
che CL aumenta in Soluzioni
Alcaline dove la reazione ¢
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Miglioramento della sensibilita di CL tramite Ultrasuoni
Focalizzati (FUS)

1.  La FUS ¢ 1n grado di controllare la potenza e 1l punto focale, concretizzando cosi 1l potenziale
degli US nel migliorare la sensibilita di CL.

i1.  Utilizzando un trasduttore da 1 MHz e creando una pressione di cavitazione di 0,42 MPa, si ¢
rilevato come oggetti luminescenti a 7 mm di profondita con una sensibilita 10 volte superiore
rispetto al metodi luminescenti tradizionali.

1. Inoltre I’applicazione di microbolle, agenti sul contrasti FUS, porta a migliorare la sensibilita di
CL.



Imaging Ottiche con
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Imaglng Otthhe con US * Mostra I’aumento di CL indotto dagli FUS puntati al centro

11 ME~Z71 dl d1ffus10ne dell’oggetto. L’ Andamento Temporale dell’Intensita di CL
den81, mettendo a mostra un lento decadimento.
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Conclusioni

Dall’analisi comparativa emerge:

* Imaging di Chemiluminescenza forniscono un feedback in situ al fine di visualizzare
accuratamente 1l tessuto di interesse. Percio di valutare il grado della malattia e quindi fornire
trattamenti opportuni.

* Tramite 1’utilizzo di Ultrasuoni focalizzanti (FUS), creano una compressione e rarefazione
periodica dei tessuti, che ne modifica gli indici di rifrazione a livello locale € consente un
minor assorbimento € dispersione ottica. Osservando poi un miglioramento della sensibilita di
CL e aumentando I’intensita di CL.



Bibliografia

« Rassu. S, Dipartimento di Fisiopatologia Clinica, Unita di Biochimica Clinica, Universita
di Firenze, Laboratorio di Endocrinologia, USL 10/D.

* Fereja, T. H., Hymete, A., & Gunasekaran, T. (2013). A recent review on
chemiluminescence reaction, principle and application on pharmaceutical
analysis. International Scholarly Research Notices, 201 3.

* Fereja, T. H., Hymete, A., & Gunasekaran, T. (2013). A recent review on
chemiluminescence reaction, principle and application on pharmaceutical
analysis. International Scholarly Research Notices, 201 3.



Bibliografia

* Cabello, M. C., Bartoloni, F. H., Bastos, E. L., & Baader, W. J. (2023). The Molecular
Basis of Organic Chemiluminescence. Biosensors, 13(4), 452.

* Lee, J. J., White, A. G., Rice, D. R., & Smith, B. D. (2013). In vivo imaging using
polymeric nanoparticles stained with near-infrared chemiluminescent and fluorescent
squaraine catenane endoperoxide. Chemical Communications, 49(29), 3016-3018.

* Le, D., Dhamecha, D., Gonsalves, A., & Menon, J. U. (2020). Ultrasound-enhanced
chemiluminescence for bioimaging. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, &,
25.






