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PRIMJENA FLUORESCENCIJE,
KEMILUMINESCENCI]JE
I SPEKTROFOTOMETRIJE U MEDICINI

K. WeEBER

Navedeni su istrazivatki radovi koji su izvreni u Institutu za medi-
cinska istraZivanja i medicinu rada, a odnose se na primjenu fluorome-
trije, luminometrije i spektrofotometrije u toksikologiji i drugim speci-
jalnim granama znanstvene i praktine medicine. Pojava fluorescencije
sluzila je za izradu analiticke metode odredivanja porfirina u biolo§kom
materijalu, a s tim u vezi ispitivane su i neke va’ne fizikalno-kemijske
osobine porfirina. Fluorescencija oksidacionih produkata indola, kao i
kemiluminescencija luminola i lucigenina, koriSéena je za odredivanjc
otrova na bazi estera fosforne i tiofosforne kiseline. Kemiluminescencija
se upotrebljavala i za izulavanje svojstava oksima u smjeru njihova anti-
dotnog djelovanja, zatim za dokazivanje krvnih mrlja i za razlikovanje
pojedinih vrsti hemoglobina (Hb-A, Hb-F, Hb-matlke). Spektrofotometrija
primijenjena je u zasecbnom obliku za kvantitativno odredivanje karba-
matnih insekticida. — Za taj rad konstruirani su odgovarajuéi fotoelek-
tri¢ni fluorometri i luminometri,

Opti¢ki mjerni postupci sve se viSe upotrebljavaju u nau¢noj i prak-
ticnoj medicini, bilo kao analititke metode za odredivanje koncentra-
cije raznih tvari u bioloS$kom materijalu, ili pak kao zasebni postupci
za ispitivanje svojstava tvari kojima pripada biolosko i medicinsko
znatenje. Od velikog broja optickih postupaka zasebno mjesto zauzi-
maju oni koji se osnivaju na pojavama luminescencije, narotito fluo-
rescencije i kemiluminescencije, buduéi da su ove pojave s jedne strane
vrlo specifi¢ne, a s druge strane lako su primjenljive i pristupa¢ne mje-
renjima kod veoma niskih koncentracija tvari kojima pripadaju, odno-
sno koje ih izazivaju. Mjerni postunci za razne oblike luminescencije
razradeni su gotovo iskljudivo na bazi osjetljivih fotoelektri¢nih ure-
daja, a omoguéuju danas jednostavno i brzo vrienje kvalitativne 1 kvan-
titativne analize bioloski aktivnih tvari, a pored toga dozvoljavaju i
vremensko pracenje kemijskih i biokemijskih reakcija i drugih zbiva-
nja. Odgovarajuéi fotoelektriéni spektrofotometrijski (apsorpciometrij-
ski) postupci mogu dobro nadopunjavati fluorometrijski i luminometrij-
ski rad.
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Uzimajuéi ovo u obzir, posebna radna skupina Instituta za medicin-
ska istrazivanja i medicinu rada bavila se cijeli niz godina primjenom
navedenih metoda rada na specijalne probleme praktitne medicine i
srodnih struka pri ¢emu je upotrijebljen istrazivalacki nalin pristupa
pitanjima, a narolita paZnja posvelena je znanstvenoj pozadini prob-
lema i upotrebljene metode rada. Tako je izvrien niz radova o primjeni
fluorescencije u medicini i toksikologiji, nadalje niz radova koji se
bave problemima toksikologije, sudske medicine 1 hematologije primje-
nom kemiluminescencije, a kona¢no su isti ili sli¢ni problemi rjeSavani
jos 1 metodama spektrofotcmetrije. Valja jo§ napomenuti da su za rad
upotrebljavani fotoelektri¢ni aparati vlastite konstrukcije.

1. FLUORESCENCIJA PORFIRINA

Nalaz patoloskih koli¢ina koproporfirina u mokraéi znadi indikaciju
za grupu bolesti u koju spada 1 kroni¢no otrovanje olovom (1), a ova
bolest predstavlja narolitu interesnu sferu Instituta (2). Postojala
je stoga narocita potreba da se nade odgovarajuta metoda za fluorome-
trijsko odredivanje koproporfirina. U tu svrhu izvriena je za fluoro-
metriju povoljnija modifikacija poznate metode izolacije koproporfi-
rina (3). Ispitivani su, nadalje uvjeti rada s obzirom na tehnitka pe-
magala, pa je konstruiran odgovarajuéi fotoelektri¢ni fluorometar do-
voljne osjetljivosti i izradena je metoda za ba’darenje aparature na
koproporfirin primjenom bojila rodamin B (4, 5). Na temelju tih
radova vrie laboratoriji nasih klinika, bolnica i instituta rutinska odre-
divanja koproporfirina u mokraéi za dijagnostitke svrhe.

Radovi o fluorescenciji porfirina nastavljeni su istrazivanjem fluo-
rescencije hematoporfirina u adsorbiranom stanju (6, 7). Ustanovljeno
je da se porfirini dobro adsorbiraju kako na povrini raznih adsorbensa
tako i na krutim bijelim oksidima i hidroksidima zemnoalkalijskih ko-
vina. Pod stanovitim uvjetima, hematoporfirin u adsorbiranom stanju
intenzivnije fluorescira nego u otopinama. Izradene su metode za fluo-
rometrijska mjerenja fluorescencije adsorbata porfirina, a ove metode
mogu biti znacajne za odredivanje tragova porfirina. Na temelju izvr-
Senith pokusa diskutirane su moguénosti molekularnih stanja porfirina
u adsorbatima.

Problematikom porfirina bavi se jo¥ i istra¥ivalatka radnja o foto-
kemijskom izbljedivanju hematoporfirina (8). Ustanovljeno je da he-
matoporfirin u alkoholnoj otopini — kao i drugi porfirini — djelovanjem
ultraljubitastog svijetla fotokemijski autoksidativno izblijedi. Ova re-
akcija se zbiva dosta sporo, no njezina se brzina moze vrlo uspje$no
povelati dodavanjem organskih spojeva koji djeluju kao prenosioci
kisika. To je svojstvo ustanovljeno napose kod: triozinamina, dietiltiozi-
namina i acetona. Ustanovljeni efekti istraZivani su metodama kemijske
kinetike, pri ¢emu je promjena koncentracije porfirina za vrijeme obas-
javanja pradena spektrofotometrijski. Paralelno ustanovljene su i pro-
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mjene cijelog apsorpcionog spektra reakcionih otopina u vidljivom i
ultraljubitastom spektralnom podruéju. Ustanovljeno je da fotokemij-
ska oksidacija, djelovanjem kisika iz zraka, cijepa porfirinski prsten,
te nastaju razmjerno jednostavni raspadni produkti porfirina. Reakci-
oni mehanizmi su razliditi kada se kao prenosioci kisika upotrebljavaju
tiozinamini, odnosno aceton. U prvom sludaju fotoaktivna tvar je por-
firin, a2 u drugom aceton. Apsorpcijom svjetla u molckuli acetona na-
staje tripletno stanje, pa se stvara peroksid, koji oksidativno razgradu-
je porfirin. Ispitivane i razmatrane su moguénosti reakcionog mehani-
zma za jedan i drugi tip prenosioca kisika. Ispitivano je i djelovanje
razli¢itih inhibitora na oksidacionu razgradnju hematoporfirina u pove-
zanosti s mogucnostima stabilizacije porfirina u otopinama.

2. FLUORESCENCIJA OKSIDACIONIH PRODUKATA INDOLA

Indol ne pokazuje u otopinama vidljivu fluorescenciju, medutim se
oksidacijom indola stvara indoksil, zatim indigo bijelo i kona¢no indi-
go, a prva dva produkta oksidacije indola intenzivno fluoresciraju.
Time je dana moguénost da se oksidaciona reakcija indola prati fluoro-
metrijskim mjerilima, §to je va’no zbog toga $to se pokazalo da or-
ganofosforni nervni otrovi efikasno kataliziraju ovu reakciju. Na te-
melju ove ¢injenice izradena je, u literaturi opisana metoda odredivanja
nervnih otrova indolskom oksidacionom reakcijom, a mjerenjima inten-
ziteta fluorescencije (9, 10). Ova fluorometrijska metoda odredivanja
koncentracije nervnih otrova iskori§éena je za studij kinetike hidrolize
tih tvari (11), pri ¢emu je narolito istrazivan utjecaj otapala na stabil-
nost sarina, tabuna i DFP-a. Kineti¢ka mjerenja vréena su kod razlidi-
tih temperatura u vodenim otopinama u prisutnosti pufera, raznih alko-
hola i inhibitora. Odredivane su vrijednosti energije aktivacije hidrolize
tih otrova. Rezultati imaju prakti¢no znalenje za unidtavanje nervnih
otrova.

U vezi s primjenom oksidacione reakcije indola u analitici organo-
fosfornih otrova istraZivana je i kinetika same te oksidacione reakcije,
a u prisutnosti metil-paraoksona kao katalizatora. Uspjelo je reakciju
interpretirati zakonima kinetike enzimima kataliziranih reakcija, kod
¢ega je proces smatran modelnom reakcijom peroksidativnog djelova-
nja. Ustanovljene su maksimalne brzine reakcije, vrijednosti Michaeli-
sove konstante, promjene reakcione entalpije i energija aktivnosti za ovu
reakciju (12).

Konacno, uspjelo je na temelju oksidacione reakcije indola izraditi
metodu za kvantitativno odredivanje karbamatnog insekticida Sevina
(1-naftil-N-metilkarbamat) (13). Vjerojatno ¢e se ta metoda rada moéi
primjeniti i na analizu drugih karbamatnih insekticida.

Pri svim ovim radovim s oksidacionom reakcijom indola upotreblja-
vana je uvijek fluorometrijska aparatura vlastite konstrukcije.
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3. ODREDIVANJE I ISTRAZIVANJE ORGANOFOSFORNIH OTROVA
KEMILUMINESCENCIJOM

Kemiluminescenciju [uminola (3-aminoftalhidrazida) predloZio je
J. Goldenson (14) za kvantitativno odredivanje nervnih otrova, naro-
¢ito sarina. Vlastitim radovima ustanovljeno je da se ta metoda moze
vrlo uspjeSno primijeniti u analitici cijelog niza estera fosforne i tio-
fosforne kiseline koji se upotrebljavaju kao insekticidi (15, 16). Prema
naravi estera treba medutim mijenjati pokusne uvjete, narolito sastav
reagensa (17). Kod rada s nervnim otrovima, koji lako hidroliziraju,
treba raditi sa slabo alkali¢nim reagensom (natrijev perborat 1 fosfat),
dok insekticidni esteri fosforne kiseline, koji redovito te$ko hidralizi-
raju, uspjesno kataliziraju kemiluminescenciju tek u jako luznatim oto-
pinama (NaOH 1 H,0,). Ustanovljeno je da umjereni dodatak alkalij
skih halogenida (KCI, KBr) luminolskom reagensu moze Cesto znatno
povecati intenzitet kemiluminescencije, a time se povecava i osjetljivost
metode dokazivanja i odredivanja nervnih otrova i insekticida luminol-
skom reakcijom (17). Posebno je istraZivan mechanizam djelovanja
estera fosforne kiseline na kemiluminescenciju luminola. MoZe se sma-
trati da ovi »katalizatori« ili aktivatori luminescencije mogu djelovati
na dva nadina, ve¢ prema pokusnim uvjetima koji dolaze do izrazaja
u koncentracionim odnosima rcaktanata. Reakcija moze u kinetitkom
pogledu teéi po mehanizmu koji nalelno odgovara peroksidativnom,
ili pak katalatickom djelovanju a uvjeti rada mogu biti i takvi da jedan
kao i drugi mehanizam dolazi do izrazaja (18).

Izvrien je nadalje pokusaj primjene kemiluminescencije lucigenina
(N,N’-dimetildiakridiliumnitrata) u analitici nerynih otrova., Taj novi
reagens zaista daje povoljne rezultate s tabunom (19), dok neki drugi
sli¢ni otrovi ne aktiviraju kemiluminescenciju lucigenina.

Za istrazivanje oksima, koji sluZe kao antidoti kod otrovanja esterima
fosforne kiseline, moze takoder posluziti kemiluminescencija. Pokazalo
se naime da oksimi, koji su dobri reaktivatori kolinesteraze u slutajevi-
ma otrovanja organofosfornim spojevima, redovito dobro inhibiraju (ga-
se) kemiluminescenciju luminola, kao 1 lucigenina, pri ¢emu kao aktiva-
tori luminescencije sluZze nervni otrovi ili drugi poznati katalizatori tak-
vih procesa (20, 21, 22, 23, 24). Izgleda da izmedu reaktivacije
kolinesteraze i gasenja kemiluminescencije oksimom postoji uska pove-
znanost kada se kolinesteraza otruje istim esterom fosforne kiseline koji
aktivira kemiluminescenciju. Time je dana moguénost jednostavnog la-
boratorijskog ispitivanja djelotvornosti pojedinih oksima kao antidota.

4. DJELOVANJE HEMOGLOBINA NA KEMILUMINESCENCIJU LUMINOLA

Luminolska reakcija se ve¢ dosta dugo upotrebljava u sudskoj medi-
cini za dokazivanje tragova krvi (25). Medutim, sastav reagensa koji je
bio preporucen u tu svrhu, nije narodito prikladan, jer daje slabu osjet-
1jivost metodi, a sam reagens je stabilan samo vrlo ograniteno vrijeme.
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Zbog toga su svestrano istraZivane moguénosti uspje$nije primjene ke-
miluminescencije luminola za dokazivanje krvnih mrlja, narotito u po-
gledu sastava reagensa (26, 27), a u tu svrhu konstruirana je i odgo-
varaju¢a fotoelektritna aparatura s automatskim registriranjem rezul-
tata mjerenja (27, 28). Ovom modificiranom metodom rada moguée je
dokazivati krv (hemoglobin) jo¥ i u razrjedenju od 1 : 10000000, bez
obzira da li se radi o oksihemoglobinu (svjeza krv) ili methemoglobinu
(osuSena krv, mrlja). Nadalje je ustanovljeno da krv odraslog &ovjeka
(Hb-A) daje pri aktivaciji kemiluminescencije nadelno drugi tok vre-
menske krivulje kemiluminescencije nego li krv fetusa (H-F) kao i
krv macke. Ove vrste hemoglobina mogu se pouzdano razlikovati jedno-
stavnim pokusima kemiluminescencije luminola. Postoje jof i druge mo-
gucnosti primjene luminolske reakcije na podruéju fizikalne kemije he-
minskih proteida.

5. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE KARBAMATNIH
INSEKTICIDA

Organofosforni otrovi se mogu odredivati jo$ i spektrofotometrijski
primjenom oksidacione reakcije o-dianizidina (29). Pokudaj da se ova
metoda primijeni i u analitici insekticidnih karbamata uspio je u sva-
kom pogledu (30). Izradeni su ba¥darni pravci za sedam karbamata
koji dolaze u promet pod oznakama OMS. Ovom se metodom moZe
ustanoviti grani¢na koli¢ina karbamata od svega 0.03 mikrograma.
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