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vyuziti 1



Luminometrické aplikace v biologii a mediciné

Na principu luminofory zesileneho chemiluminiscencniho
stanoveni reaktivnich kyslikovych metabolitt (RKM) je
zaloZzeno méreni oxidativhiho vzplanuti fagocytu a
antioxidacni kapacity biologickych tekutin.

Dalsi skupinu tvori metody zalozené na reakci ATP s
luciferinem katalyzované luciferazou.

Mikroorganismy produkujici svetlo 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 receptoru, opsonizace)

Antioxidacni aktivita telnich tekutin
Blasticka transformace lymfocytu

Imunodiagnostika -  pouziti  luminiscencnée
znacenych protilatek

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

Princip metody

luminol + oxidant — o - aminoftalat + N, + svéetlo (425
nm)

Vyuziti metody
e studium fagocytozy
e mereni antioxidacnich vlastnosti (telnich) tekutin
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NADPH + H* > NADP*
NADPH
oxidaza
O, 0,

luminol + oxidant ————— a-aminoftalat + N, + svétlo (425 nm)
(02-., H202’ OH.)
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Studium fagocytozy pomoci chemiluminiscence

ChemiluminiscencCni analyza je senzitivni technika, ktera
méfi produkci volnych kyslikovych radikalt v malych
objemech krve (mikrolitry). Pouziti ruznych luminoforu
umoznuje odlisit jednotlivé radikaly, jejich intracelularni a
extracelularni tvorbu. Pouzitim raznych aktivatortd a
inhibitort Ize sledovat defekty procesu opsonizace a
chemotaxe, funkCnost NADPH oxidazy a ostatnich
enzymu spojenych s oxidativhim vzplanutim, expresi a
funkénost riznych bunéénych receptor.
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Isoluminol

e aminogroup more distant from the oxygen of
phthalazine ring

e aminogroup less protonated
(E = -148.40 kcal/mol)

¢ lower capacity to form intramolecular
hydrogen bridges

e polar (DM =3.38 D)

¢ hydrophilic nature (R, = -0.67)

¢ chemiluminescence completely blocked by
extracellular scavengers

¢ chemiluminescence essentially dependent on
extracellular peroxidase

e accumulation outside cells

e jdentifies extracellular oxidants

Luminol

aminogroup closer to the oxygen of
phthalazine ring

aminogroup more protonated

(E =-154.30 kcal/mol)

higher capacity to form intramolecular
hydrogen bridges

less polar (DM =2.86 D)

lipo/hydrophilic nature, exists in several forms
of dissociation (R,; =0.09)
chemiluminescence partially resistant to
extracellular scavengers
chemiluminescence partially dependent on
extracellular peroxidase

crossing of biological membranes

in the presence of extracellular scavengers
SOD/CAT, identifies intracellular oxidants
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Studium fagocytozy pomoci chemiluminiscence

Material
® plna krev

® plasma obohacena o leukocyty (tzv. buffy coat)
® izolované PMNL

Indikace

e 1munologie (chronickd granulomat6za, nedostatenost komplementu,
defekty chemotaxe)

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

mikrobiologie (vliv bakteridlnich peptidi, bunéénych stén, endotoxinu)
farmakologie a toxikologie (u€inek 1&Civ a toxickyxh latek)
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Meéreni antioxidacni kapacity biologickvch tekutin

Reaktivni kyslikové metabolity jsou tvofeny pi1 tepelném
rozkladu vybranych sloucCenin. Po pfiddni vzorku obsahujiciho
antioxidanty CL signal vymizi, pfiemz doba vymizeni CL
signalu je pfimo umeérna antioxidacni aktivité vzorku.
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Meéreni antioxidacni kapacity biologickvch tekutin

Material

® plasma

® scrum
® 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:

luciferasa

ATP + luciferin + O, — oxyluciferin + AMP + PPi1 + CO, +
svétlo (562 nm)

Touto metodou se stanovuje bud’ pfimo mnozstvi ATP ve
zkoumaném vzorku nebo aktivita enzymu nebo substrati, které
jsou sprazeny s tvorbou nebo spotiebou ATP (napf. stanoveni
B-podjednotky kreatin kindzy pouzivan¢ v diagnostice
akutniho infarktu myokardu)
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Luminometrické metody zalozené na méreni ATP

Vvuziti metody:

stanoveni bunéCné proliferace a cytotoxicity (napf.
sledovani sensitivity bakterii k antibiotikim, sledovani
cytotoxicity protinadorovych 1éCiv apod.)

monitorovani  hygieny pracovniho prostiedi (napf.
potravinarstvi)

méfeni biomasy mikroorganismit ve vodnych roztocich a
fermentorech

méfeni ATP v bakteridlnich, rostlinnych a ZivociSnych
bunikach
reporter gene assay (napf. luciferaza)
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Monitorovani _hygieny pracovniho prostredi _a ucinnosti
Cisticich postupu pomoci bioluminiscence ATP

Vvhody oproti konvenénim mikrobiologickym postuptm:
rychlost a jednoduchost, vysoka sensitivita a presnost,
stanoveni celkové biologické kontaminace (ta mize pochazet
z rezidui vyrobku, z kontaktu s lidskou pokozkou nebo
z mikroorganismil).
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Monitorovani _hygieny pracovniho prostredi _a ucinnosti
Cisticich postupu pomoci bioluminiscence ATP

Material

® stér ze zkoumané plochy

Indikace

e mikrobidlni zneciSténi pracovniho prostredi
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Monitorovani _hygieny pracovniho prostredi _a ucinnosti
Cisticich postupu pomoci bioluminiscence ATP
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Méreni biomasy mikroorganismii ve vodnych roztocich

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

Material

® vodné roztoky

Indikace

® mikrobidlni zneCiSténi pitnych a uzitkovych vod

e mikrobidlni zneCiSténi potravinarskych vyrobku

19



Luminometrické aplikace v biologii a mediciné

Méreni biomasy mikroorganismii ve vodnych roztocich
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Stanoveni blastické transformace lymfocyta a bunécéné
proliferace

Stanoveni na zaklad¢ mérfeni obsahu ATP ve vzorku. Rychlé a
sensitivni alternativa k metodam vyuZzivajicim radioktivné
znacené prekursory tvorby DNA (napf. SH-tymidin).

Material
extrakty lymfocytarnich kultur

Indikace

poruchy specificke bunééné 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 monitorovani aktivity
promotori v kontrole genove exprese. Konstrukt DNA
obsahujici kddovaci oblast pro luciferazu kombinovanou se
sekvenci s testovanou schopnosti genove regulace se vnese do
studovanych bun¢k. Po inkubaci se méfi vysledek exprese
daného reporterového genu jako ukazatel UCinnosti
testovaného promotoru.
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Reporter gene assay

Promotor Reportérovy gen

Transkrip¢ni faktory ’4
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Reporter gene assay

Transkrip¢ni regulace
napt. méfeni aktivity promotoru

——>

Post-transkrip¢ni regulace
napf. sesttih
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Post-transkripéni/translac¢ni regulace
napt. méfeni RNA interference
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Post-translacni regulace
napf. méfeni proteinové stability
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Reporter gene assay
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Reporter gene assay

Material

® bunécné extrakty

Indikace

® Ucinnost promotoru v genove regulaci
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Luminiscen¢ni metody zalozené na prirozené
bioluminiscenci organismu

Stanoveni toxicity

Material

sladké vody (povrchové 1 podzemni)
slané a brakické vody

vodovodni vody
odpadni vody

vodné roztoky a vyluhy
Indikace

monitorovani environmentalnich toxinu
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Imunodiagnostika

Vyuziti chemiluminiscencnich znacek (napf. acridinium ester),
schopnych spontanné se vazat na bilkoviny, k pfipravé CL
znacenych protilatek.
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