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Luminometricke aplikace v biologii a medicine

Na principu luminofory zesileného chemiluminiscen¢niho
stanoveni reaktivnich Kkyslikovych ~metabolitt (RKM) je
zalozeno meéfeni oxidativniho vzplanuti fagocyti a
antioxidac¢ni kapacity biologickych tekutin.

Dalsi skupinu tvoii metody zalozené¢ na reakel ATP, s
luciferinem katalyzované luciferazou.

Mikroorganismy produkujici svétlo jako soucast sveho
zakladniho metabolismu jsou vyuzivany v toxikologii.
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Aplikace CL metod

e Hematologicka a imunologicka vySetreni

Fagocytoza (oxidativni vzplanuti, chemotaxe, exprese
povrchovych receptorti, opsonizace)

Antioxidacni aktivita t€lnich tekutin
Blasticka transformace lymfocytu

Imunodiagnostika - pouziti luminiscenéné zna¢enych
protilatek

e Hygienicky monitoring (mikrobiologicka kontaminace)
e Toxikologicke testy
e Molekularni biologie (reporterové geny)
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Luminometrické metody zalozené na stanoveni RKM

Luminofory jsou oxidovany RMK. Pil navratu do. zakladniho
energetického stavu emituji fotony. Jejich detekce je,.mozna
pomoci luminometri nebo scintila¢nich spektrofotometr.

Nejcastéjl pouzivané luminofory:
e Luminol

e Lucigenin

e Izoluminol

e Pholasin
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Luminometrické metody zalozené na stanoveni RKM

Princip metody
luminol + oxidant —— o - aminoftalat + N, + svétlo (425 nm)

Vyuziti metody
e studium fagocytozy

e mgcieni antioxidacnich vlastnosti (télnich) tekutin
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Studium fagocytézy pomoci chemiluminiscence

Chemiluminiscencni analyza je senzitivni technika, ktera méii
produkci volnych kyslikovych radikald v malyeh objemech
krve (mikrolitry). Pouziti riznych luminoforti umoznuje, odlisit
jednotlivé radikaly, jejich intracelularni a extracelularni tvorbu.
Pouzitim riznych aktivatorti a inhibitorti Ize sledovat defekty
procesu opsonizace a chemotaxe, funkénost NADPH oxidazy
a ostatnich enzymui spojenych S oxidativnim vzplanutim,
expresi a funk¢nost riznych bunéénych receptori.
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Studium fagocytézy pomoci chemiluminiscence

Material

® plna krev

e plasma obohacena o leukocyty (tzv. buffy coat)
® 1zolované PMNL

Indikace

e imunologie (chronicka granulomatéza, nedostateCnost komplementu,
defekty chemotaxe)

hematologie a biochemie (neutropenie, aktivita myeloperoxidazy)
fyziologie (poruchy opsonizace)

mikrobiologie (vliv bakterialnich peptidii, bunéénych stén, endotoxinu)
farmakologie a toxikologie (i€inek 1éCiv a toxickyxh latek)




Luminometrické aplikace v biologii a medicinée

NADPH + H*

NADPH
oxidaza

0, < o

luminol + oxidant —— a-aminoftalat + N, + svétlo (
(02-., HZOZ, OH.)
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RozliSeni mezi RMK a RMD

e antioxidanty
e NO donory (sodium nitropruside, SIN-1)
e analogy L-argininu (L-NMMA, L-NAME, L-N



Luminometrické aplikace v biologii a medicinée

Intra- a extracelularni tvorba R

e SOD, katalaza, kirenova peroxidaza, azid sodny
e luminol vs. 1soluminol
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Isoluminol Luminol

e aminogroup more distant from the oxygen of * aminogroup closer to the oxygen of
phthalazine ring phthalazine ring
aminogroup less protonated aminogroup more protonated
(E = -148.40 kcal/mol) (E = -154.30 kcal/mol)
lower capacity to form intramolecular higher capacity to form intramolecular
hydrogen bridges hydrogen bridges
polar (DM = 3.38 D) less polar (DM =2.86 D)
hydrophilic nature (R,; = -0.67) lipo/hydrophilic nature, exists in several forms

of dissociation (R,; = 0.09)

chemiluminescence completely blocked by chemiluminescence partially resistant to
extracellular scavengers extracellular scavengers
chemiluminescence essentially dependent on chemiluminescence partially dependent on
extracellular peroxidase extracellular peroxidase

accumulation outside cells crossing of biological membranes

identifies extracellular oxidants in the presence of extracellular scavengers
SOD/CAT, identifies intracellular oxidants
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iIsoluminol

15



Luminometrické aplikace v biologii a medicinée




Luminometricke aplikace v biologii a medicine

Extracellular CL (RLU)
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Systémy generujici RMKD

e Xanthin/xanthin oxidaza O,

e peroxid vodiku + ionty prech.kovi ‘OH

e peroxid vodiku H,0,

e ABAP ROOr
e SIN-1 ONOO-
® bundécné systémy (fagocyty)
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Meéreni antioxidacni kapacity bielogickych tekutin

Reaktivni kyslikové metabolity jsou tvoreny pi1 tepelném
rozkladu vybranych sloucenin. Po pridani vzorku ebsahujiciho
antioxidanty CL signal vymizi, piicemz doba wvymizeni CL
signalu Je primo imérna antioxidacéni aktivité vzorku.
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Metoda TRAP
e Total (peroxyl) Radical-trapping Antioxidative Parameter

® stanoveni celkove antioxidac¢ni kapacity ve vodé
rozpustnych antioxidantu

® recferenéni vzorek: trolox
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NH CH, CH; NH

N\ Y/,

C—C—N=N—C—CC #2HC]

/| N

N-Hu CHEI CHE: N-Hu

e 2.2°-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
e 2 2°-azobis(2-methylpropionamide) dihydrochloride

CH, CH,

CH, -CH -CH, ~-C—N=N—C —CH, CH -CH,

CH, CN CN CH,

e 2 .2°‘-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)
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Meéreni antioxidacni kapacity bielogickych tekutin

Material
e plasma

® scrum
e sliny
® semenna tekutina

Indikace

e riziko oxidativniho poskozeni tkani
® riziko odvrzeni Stépu po transplantaci
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Luminometrické metody zalozené na méreni ATP

Princip metody:

luciferaza

ATP + luciferin + O, —— oxyluciferin + AMP + PPI + €O, +
svétlo (562 nm)

Touto metodou se stanovuje bud pfimo mnozstvi ATP ve
zkoumaném vzorku nebo aktivita enzymi nebo substratii, které
Jsou sprazeny S tvorbou nebo spotfebou ATP (napf. stanoveni
B-podjednotky kreatin kinazy pouzivané Vv diagnostice
akutniho Infarktu myokardu)
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Luminometrické metody zalozené na méreni ATP

Vyuziti metody:

stanoveni bunécéné proliferace a cytotoxicity (napf.
sledovani sensitivity bakterii k antibiotikim, 'sledovani
cytotoxicity protinadorovych 1é¢iv apod.)

monitorovani  hygieny pracovniho prostiedi. (napf:
potravinarstvi)

méfeni biomasy mikroorganismii ve vodnych roztocich a
fermentorech

méfeni ATP Vv bakterialnich, rostlinnych a ZivociSnych
bunkach
reporter gene assay (napr. luciferaza)
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Monitorovani hyqgieny pracovniho prostiredi a uc¢innosti
Cisticich postupu pomoci bioluminiscence ATP

Vyhody oproti konvenc¢nim mikrobiologickym. postuptim:
rychlost a jednoduchost, vysoka sensitivita @ piesnost,
stanoveni celkové biologické kontaminace (ta muze pochéazet
Z rezidui vyrobku, z kontaktu s lidskou pokozkou nebo
Z mikroorganismu).
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Monitorovani hyqgieny pracovniho prostiredi a uc¢innosti
Cisticich postupu pomoci bioluminiscence ATP

Material
® stcr ze zkoumané plochy

Indikace

® mikrobialni zneCiSténi pracovniho prostredi

27



Luminometricke aplikace v biologii a medicine

Monitorovani hyqgieny pracovniho prostiredi a uc¢innosti
Cisticich postupu pomoci bioluminiscence ATP
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Méreni biomasy mikroorganismii Ve vodnych roztocich

Pomoci CL metody za vyuziti luciferazy se stanovuje ATP,
které je obsazené ve vSech zivych bunkach.

Material
e vodné roztoky

Indikace

e mikrobialni znecisténi pitnych a uzitkovych vod

® mikrobialni zneciSténi potravinarskych vyrobki
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Méreni biomasy mikroorganismii Ve vodnych roztocich
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Stanoveni blastické transformace lymfocytid a bunééné
proliferace

Stanoveni na zakladé méreni obsahu ATP ve vzorku. Rychla a
sensitivni alternativa k metodam vyuzivajicim radioktivné
znaCené prekursory tvorby DNA (napt. 3H-tymidin).

Material
extrakty lymfocytarnich kultur

Indikace
poruchy specifické bunécné imunity
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Reporter gene assay

Tato metoda predstavuje vysoce ucinny nastroj V molekularni
biologii. Jeji princip spociva ve vyuziti kodujici sekvence
luciferazy jako reporterového genu pro monitorovaninaktivity
promotori VvV kontrole genové exprese. Konstrukt DNA
obsahujici kodovaci oblast pro luciferazu kombinovanou se
sekvenci S testovanou schopnosti genové regulace se vnese do
studovanych bunék. Po Inkubaci se méri vysledek exprese
daného reporterového genu jako ukazatel ucinnosti
testovanc¢ho promotoru.
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Reporter gene assay
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Reporter gene assay

Material
® bunccné extrakty

Indikace
® UucCinnost promotort V genové regulaci




Luminometricke aplikace v biologii a medicine

Luminiscenc¢ni metody zalozené na prirozené
bioluminiscenci organismiu

Stanoveni toxicity

Material

sladké vody (povrchové | podzemni)
slané a brakické vody

vodovodni vody

odpadni vody

vodné roztoky a vyluhy

Indikace

monitorovani environmentalnich toxinu
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1. Probihaji pouze v pritomnosti kysliku

2. Vzdy jsou zapotiebi dva typy latek:
luciferin
luciferaza
(lucifer znamena prinasejici svétlo).

Struktura a vlastnosti luciferazy a luciferinu se liSi u
jednotlivych skupin lumineskujicich organismu

3. Luciferin je zakladnim substratem reakce a produkuje svétlo

luciferin ————)- O xyiuciferin
+ Oz iuchierase + light
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> Gram(-)
> Emisni vinova délka: 490 nm
> Nesou /ux operon ktery kontroluje emaisi svétla

Bioluminiscence bakterii je vyvolana reakci molekulového kysliku
s redukovanym flavin mononukleotidem (FMNH2) a aldehydem za vzniku
FMN, vody a mastnych kyselin.

Luminiscence je energeticky narocna (vysoka spotreba ATP luciferazou),
spotfebovava az 20% celkové bunécné energie (Nealson & Hastings 1979,
Bassler & Silverman 1995). vinova délka emitovaného modrozeleného svétla je
490 nm.

Produkce luminiscence je tésné spjata s bunéénym metabolismem a je tedy
odrazem viability bakterii.
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/name 11 druhu 4 rodua

Vibrio, Photobacterium, Shewanella (Alteromonas) a
Xenorhabdus (Photorhabdus)

Produkuyi viditelnou BL

Jedna se predevsim o bakterie v morské vodé, nékteré jsou 1
terestrické (rod Photorhabdus)

Mohou se objevovat samostatné volné¢ existujici, jako saprofyté,
komenzalové, parazité zivo¢icht a symbionti ve svételnych
organech
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Escherichia coli K 12 (pEGFPIluxABCDEamp) E.coli-lux

Fatty acid metabolism Bioluminescence

-\‘ =
/ FMNH, +RCHO +0, — FMN +RCOH + Hgogp@
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Photorhabdus luminescens




Luminometrické aplikace v biologii a medicinée

Imunodiagnostika

Vyuziti chemiluminiscen¢nich znacek (napr. acridinium ester),
schopnych spontanné se vazat na bilkoviny, K pripravé CL
znacenych protilatek.



