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Bioluminiscence v prirode

Svetlusky, meduzy,
drevokazne houby,
hlubokomorske ryby,
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Luciferin + ATP — Luciferyl adenylat (enzym luciferaza)
Luciferyl adenylat — Oxyluciferin + AMP + CO,+ svétlo

Reakci jedné molekuly luciferinu je produkovan jeden foton o vinové délce
odpovidajici namodralému svetlu. Pfi reakci se pouhé 4 % energie méni
na energii tepelnou a zbytek, tedy 96 % energie je vyzaren. Svétluska je
tedy daleko ucCinngjSi zariC nez bézna vybojka, ktera ma tento pomeér 9:1
(tedy jen 10 % energie prechazi na svetlo).



Luminiscence
je jev, pri kterém vznika svetlo (fotony) po
predchozim dodani energie (excitaci)
materialu (luminoforu)

Luminiscence je charakteristicka svoji dobou trvani, ktera o nékolik fadu
prevysSuje doby Zivota termalnich kmita (zareni ¢erného télesa), t.j.

tepelné zareni neni luminiscence!
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Rozdeéleni luminiscence podle
zdroje excitace

v' Fotoluminiscence - absorpce energie
ve forme svétla

v Chemiluminiscence a bioluminiscence -
zdrojem energie je chemicka reakce

v Elektroluminiscence — zdrojem je el. proud; Katodoluminiscence —

zdrojem je proud elektront ; Thermoluminiscence; Radioluminiscence —
zdrojem je radioaktivni zareni; Mechanoluminiscence — zdrojem je
mechanicka energie; Krystaloluminiscence — krystalizace je doprovazena
luminiscenci; dalsi zdroje 5



Stanovované analyty

Porfyriny Srdecni markery
Hormony Vitaminy
Tumorove markery Léky

Kostni markery Prokalcitonin,...

Vyhody: vysoka citlivost



Luminofory/fluorofory

Jjsou molekuly nebo jejich casti, ktere
vyzaruji luminiscencni zareni (fluoreskuji)

v Prirozené

v Analytické
(fluorescencni znacky nebo
sondy)



Prirozene luminofory/fluorofory

* Polyaromatické uhlovodiky

 Vitamin A, E

 FAD, FMN (450/525 nm) x FADH, FMNH
* NADH (340/460 nm) x NAD*

« Karoteny

e Chinin

« Steroidy

« Aromatické aminokyseliny

* Nukleotidy

* Fluoreskujici proteiny - GFP (green fluorescent
protein )



Nositelé Nobelovy ceny 2008 za chemii

Osamu Shimomura jako prvni izoloval zeleny fluoreskujici
protein z meduzy Aequorea victoria (GFP)

Martin Chalfie prvni prakticky vyuzil fluorescencniho proteinu
(znaceni neuronu pro hmatové receptory)

Roger Y. Tsien objasnil fluorescencni mechanizmus GFP a
ruznymi modifikacemi rozSifil paletu barev (emitovaného
zareni)



Struktura GFP

* Protein ma celkem 238
aminokyselin (26,9 kDa

 GFP obsahuje béznée
aminokyseliny, ale ve
slunecnim svetle jevi
lehce nazelenalou .\
fluorescenci (kolem 50(
nm), stejné jako ziva
Aequorea Victoria v
MOfi...

 Kli€ova sekvence (Ser-
Tyr-Gly) se nachazi
,2uvnitr plechovky"”




Pouziti GFP v chemii a biologil
Lze pripravit protein, ktery obsahuje
sekvenci (napr. Ser-Tyr-Gly)

Sekvenci z DNA medusy, ktera je
zodpovedna za tvorbu GFP lze vpravit do
DNA jiného organismu, napr. | savce...



Pouziti GFP v chemii a biologil

Nejde o bioluminiscenci (chemiluminiscenci), ale o
fotoluminiscenci (excitace lampou, nebo laserem)

obecne lepsi rozliseni pri sledovani mikroskopem

sledovani genoveé exprese
medicina a biologie: sledovani metastaze tumoru




Analytické luminofory/fluorofory

* Luminol, isoluminol

* Fluorescein

* Methylumbelliferon (MU)

* Akridin a jeho estery
 Adamantyl dioxetan

» Chelaty lanthanoidu (Europium)

NejCasteji jsou navazany jako znacka
(na protilatky nebo antigeny) nebo jsou
pouzity jako substrat.




Luminol (5-aminoftalhydrazid)
2H,0, =2 H,0 + O, (peroxidasa)

Luminol + 2H,0 +O, — aminoftalat + N,

(1928) — oxidace v bazickém prostredi

+3H,0+ svétlo

priklad pouziti: intenzivni reakce s hematinem detekce krevnich skvrn)

NH, O NH, O
NH Oxidation, OH o
| —- o+ NE —
NH Catalyst, inhibitor, ')
enhancer, cofactor
O o)
Lummol

3-ammophthalate
excited state

3-aminophthalate
ground state




Fluorescein

fluorescein



Methylumbelliferon (MU)

MUP — MU + P + luminiscence

4-metylumbelliferyl fosfat = 4-metylumbelliferon + fosfat
CHj

+ l[uminiscence
m
O O~ ™0

|
HO-P—CH
@)
(defosforylace substratu)



Rychlost tvorby MU je primo umerna
koncentraci analytu.

Zdroj svetla - rtutova vybojka , A = 365 nm
Fluorescence — vybrana vinova délka 448 nm
Meri se rychlost premeny MUP na MU

Kalibraci se vypocita smernice kalibracni
zavislosti a jeji prevedeni na koncentraci
analytu.



Akridin a estery akridinu

Ester akridinu — Akridin + svétlo

Akridin phenyl ester



Chemiflex™ (Abbott)

Patentovany ester akridinu

akridinium(N-sulfonyl)karboxamid
SloucCenina je velmi stala

Reakce:

- oxidace v kyselém prostredi (pH=2; HNO, a H,0,)

- zmena prostredi na zasadité (NaOH)

- vznik nestabilni N-sulfonylpropylakridon v
excitovaném stavu

- pri pfechodu do stabilni formy se uvolni CO, a
energie v podobe svetla (430nm)



Lumigen® (Siemens, DPC)

Fosfatovy ester adamantyl dioxetanu

Reakce:

defosforylace substratu ucinkem ALP
vznik nestabilniho meziproduktu v excitovanéem

stavu
pri jeho tvorbé je emitovan tok fotonu



Luminiscence lanthanoidu

Nektere komplexy Ln(lll) maji velmi
neobvykle spektralni viastnosti:

v dlouhy ¢éas vyhasinani luminiscence

v Stokesuv posun muze byt i vice nez
100 nm

v" emisni spektrum obsahuje ostré piky
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Fotoluminiscence

« Podle dosvitu sekundarniho zareni délime
fotoluminiscenci na:

Fluorescenci  (10°-10°s)
Fosforescenci (102s az dny)

« Absorpce primarniho zareni v oblasti gama,

rentgenoveho, ultrafialoveho nebo viditelného
spektra

Fluorimetrie — absorpce UV zafeni



Pristrojova technika

» Zdroj exitacniho zareni (Hg vybojka,
halogenové vybojky, Xe vybojka, lasery).

* Filtr (Woodiv fitr skla s ptimési NiO, CuO, CoO).
» Merici prostor

* |nterferencni filtr propoustsjici fluorescenéni
signal.

e Detektor




Fluorescence

Light
Source
490nm 520nm
_> Detector
of 520nm
ﬁ light
High Energy Low Energy
4 Long
Wavelength \/ Wavelength
Light Source Cuvette Containing Photodetector

a Fluorophore
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Méreni fluorescence

Fluorimetry

Spektrofluorimetry

Fluorescencni skenery

Fluorescencni mikroskopy

Prutokové cytometry
emisni

monochromator

detektor

Cteci zarizeni




VeliCiny fluorescence

Kvantovy vytezek

pomer poctu vyzarenych kvant fluorescence k
poctu pohlcenych fotonu

Doba zivota

doba mezi pohlcenim kvanta budiciho zareni a
vyzarenim kvanta fluorescence

Polarizace (anizotropie)

muze dat informaci o pohyblivosti molekuly
fluorescencni latky v daneém prostredi



Emisni spektrum
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Stokesuv posuv

Rozdil vinovych
delek absorpcniho
(excitacniho) a
emisniho maxima

absorpce flucrescence

Emitované zareni ma
vetsi vinovou délku a
tudiz nizsi enerqii

E = h.c/A

e
Stokesuv posuv



Zhaseni luminiscence

* luminiscenci konkuruje jiny dej, ktery vede k
poklesu intenzity luminiscence

e vSechny mozné procesy zhaseni jeste nejsou
zcela vysvetleny
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Principy fluorescencnich
stanoveni

Primé metody
merime prirozenou fluorescenci vzorku

Neprimée metody
nefluoreskujici vzorek premenime na
fluoreskujici derivat

Zhaseci metody
sledujeme pokles intenzity fluorescence
urciteho
fluoroforu, ktera v nastava v dusledku zhaseci
schopnosti vzorku



Chemiluminiscence

je vyvolana energii chemicke reakce
(vetsinou oxidace)

« Jednoduché pristrojove vybaveni bez zdroje
primarniho zareni, nizsi vliv matrice, stanoveni
nizsich koncentraci

e Elektrochemiluminiscence

je modifikace chemiluminiscence, kdy
luminiscence je generovana chemickymi
reakcemi iniciovanych elektrochemicky




Chemiluminiscence

A+B > X*>P+hy

Luminiscence
Chemicka reakce

Molekula v Molekula v Molekula v
zakladnim stavu excitovaném stavu zakladnim stavu



Fluorescencni
imunoanalyticke metody (FIA)

CMIA (chemiluminiscencni imunoanalyza na

mikrocCasticich) CHEMILUMINISCENT MICROPARTICLE
IMMUNOASSAY

ECLIA (elektrochemiluminiscence)

FPIA (fluorescencni polarizacni imunoanalyza)
FLUORESCENCE POLARIZATION IMMUNOASSAY

MEIA (enzymova imunoanalyza na mikrocCasticich)
MICROPARTICLE ENZYME IMMUNOASSAY



FIA

Fluoroimunoanalyza

= kombinace fluorometrie s imunoanalytickymi
metodami, kde znackovacim Cinidlem je
fluorescencni latka

« Kompetitivni FIA

Nameérena fluorescence je nepfimo umeérna koncentraci
stanovovaného analytu

* Nekompetitivni FIA (sendviCova technika)

Nameérena fluorescence je primo umerna koncentraci
stanovovaného analytu




DELFIA

Dissociation-enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay

Protilatky nebo antigeny jsou znaceny chelaty
lanthanoidu: Eu (europia), Sm (samaria) a Tb
(terbia)

Chelaty lanthanoidu vykazuji velky Stokesuv
posun a delsi dobu emise.

(Pozn.: pouziti jako luminofor v obrazovkach barevnych
televizoru)

Nekompetitivni sendvicova technika chranena
patentem.



Po imunochemické reakci se tento chelat
premeni na fluoreskujici slouceninu

Detekce zareni se zpozdenim (odstraneni
interferujiciho zareni)

Pulzni zdroj (340nm, tisice pulzu/s)

Po kazdém zablesku:

400 us prodleva
400 ys méereni emitovaného zareni

(Nespecificka emise 10 ns)




Vyuziti:

,Celoplosny laboratorni novorozenecky screening”

« Kongenitalni hypotyreoza (SKH)
Snizena funkce stitné zlazy vede ke zvySeni
koncentrace TSH

« Kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH)
Defekt steroidogeneze v kure nadledvin;
nejcastéji deficit enzymu P450c21 (21-hydroxylazy)
zvySeni koncentrace 17 OHP (17-0H-progesteronu)

* Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie



TRACE

Time Resolved Amplified Cryptate Emission
Casové modulovana detekce fluorescence

 Homogenni fluorescencni imunoanalyza

* Vyuziti kryptandu (=slouéeniny, které fluorofor Eu3*
vazi v trisdipyridylove ,kleci”

« Kryptandem je znaceny antigen nebo protilatka

* Na druhou protilatku je vazan fluorofor, ktery je
excitovan pri jiné vinove délce nez Eu

 Imunokomplex je excitovan laserem pri 337 nm

 Energie prenesena z kryptandu na fluorofor je
detekovana pri 665 nm jako prodlouzeny signal



CMIA

Chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocasticich

* Heterogenni imunoanalyza - separace
pevnou fazi

» Paramagnetické mikrocCastice

* Emise svetla molekulou, ktera je
produktem chemicke reakce

* Systém neni ozarovan zdrojem svetla.



Paramagneticke castice
Krystaly kysliCniku zeleza

*» velky povrch
** magnetické vlastnositi



CMIA

CHEMIFLEX™
ﬂ.a % ~_Patented
Magnetic Sample Acridinium Derivative Base/Acid

Microparticle Conjugate



FPIA

Fluorescencni polarizacni imunoanalyza
Fluorescence Polarization Immunoassay

Homogenni kompetitivhi immunoanalyza,
mereni se provadi ve dvou polarizacnich rovinach

Vyuziva ruzné rychlosti rotace velkych a malych
molekul, ktere vedou ke zmene polarizace
(pouziti pouze pro malé molekuly, napfr. leky)
Vysledna polarizace je neprimo umerna
koncentraci analytu ve vzorku.

Fluorescence vyvolana linearne polarizovanym
svetlem je take linearne polarizovana




 Je-li fluorofor vazan na velkou molekulu
(komplex znaCeny antigen-protilatka),
nemuze volné rotovat a emitované svétlo
kmita ve stejne rovine jako excitujici —
polarizace zustane zachovana

 Volny fluorofor muze volné rotovat,
emitovane svetlo kmita v jineé rovine nez
excitujici — polarizace se zeslabuje



MEIA

Enzymova imunoanalyza na mikrocasticich
Microparticle Enzyme Immunoassay

* Heterogenni enzymova imunoanalyza na
mikrocasticich
* Imunokomplex znaceny enzymem ( ALP)

* Fluorogenni substrat
(MUP, 4-metylumbelliferylfosfat) reaguje s
enzymem (ALP)

» Defosforylace substratu (MUP = MU)
(4-metylumbelliferon), luminiscence



MEIA

Microparticle Alkaline phosphate MUP
labeled antibody
(conjugate)




ECLIA

Elektrochemiluminiscencni imunoanalyza

modifikace chemiluminiscence, svétlo je
generovano chemickymi reakcemi
iniciovanych elektrochemicky

Elecsys 2010
(Roche)




@ Elektrody 2 V.

Chelaty ruthenia se pouzivaji jako luminiscencni znacCka vzniklych
imunokomplexu

Na platinové elektrodé je chelat Ru?* oxidovan na Ru3*, zaroven je
tripropylamin (TPA*) oxidovan na radikal TPA*(ma redukcni vlastnosti),
snadno redukuje Ru3*komplex na Ru?*, Ru kation prochazi reakci
cyklicky, nespotrebovava se, chova se jako enzym

elektron z TPA preskocCi do vysSsSi energetické hladiny Ru kationtu,
pfechodem do zakladniho stavu dojde k luminiscenci a Ru komplex je
opét schopen dalSi oxidace

TPA se rozpada na dipropylamin, je v reakci spotfebovavan, slouzi jako
substrat

Magnet



Fluorescence In Situ Hybridization (FISH

-~

- T L A - e
= * i R
- *ht.,.“i._ £
n e A “ a WA
e ‘-".l.....-...i‘ _.1|:"|:'_._ j *I" .
“_.:" "-‘. _"__'_ .‘-.'l‘ 4 ] -

(3 i & - 1R .f‘ 2
-‘.l"‘ '-* L N .
L '., ¥ e, ]




FISH

* Fluorescence In Situ Hybridization je
cytogeneticka metoda, ktera umoznuje
detekci a lokalizaci konkrétnich sekvenci
DNA v chromosomech

 tato metoda je ur€ena k mapovani genu a
sledovani chromosomalnich abnomallit,
atd.

» pro detekci se vyuziva fluorescencni
mikroskopie
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Ukazky FISH
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