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Bioluminiscence

celkem je znamo asi 550 druhu organism, které produkuji luminiscencni
svétlo (suchozemsti a mofsti ZivoCichove, houby)

v roce 1887 profesor Raphael Duboise izoloval ze svétluSek dvé latky:
luciferin a luciferazu

na zemi svétélkuji zejména brouci z ¢eledi Lampyriade (svétlusky) a néktefri
kovafici (napf. Pyrophorus noctilucus)

v mofi bylo zatim objeveno pfiblizné svétélkujicich 250 druhl: medusy,
chobotnice, krakatice, ryby, paryby, atd. Zatim nebyl objeven zadny
sladkovodni Zivogich jevici bioluminiscenci..

bioluminiscence zivo€ichu je z evoluéniho hlediska vysvétlovana ruznymi
duvody: hledani partnera (svétlusky), lakani kofisti (napf. ryba zubatka,
nékteré druhy svétluSek), maskovani (zraloCek brazilsky), zastraseni
nepratel (ryba stfibrnac, medusy z ¢eledi klanonozcu)

bioluminiscence hub (napf. nékteré druhy vaclavek, ,Jack-O-Lantern®,
helmovky)



Princip

Luciferin se méni na oxidovanou formu (oxoluciferin),
ktera ma prebytek energie, ktera se muze uvolnit ve
forme fotonu

Tuto reakci vétsinou katalyzuje enzym (luciferaza)
Oxidovadlem byva casto H,0O, nebo O,

Reakci Casto doprovazi pritomnost nékterych kovu (Cu,
Fe, Ca, Mg, atd.)

Analogie s chemiluminiscenci, ale probiha v tele

organismu



Zakladni pojmy

 Luciferiny: skupina latek s riiznou strukturou
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Luciferin ze svétiusky (Firefly) MEIB_{:]’
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Cervi luciferin (Earthworm)

Luciferin z obrnénky (Dinoflagallete)




Zakladni pojmy
 Luciferaza: oxidativni enzym

«  divoka“ luciferaza ze
svétlusky Photinus pyralis,
tento protein ma Mr =62 000

* jen u Celedi svétluSek
(Lampyriade) bylo popsano
pfes 2000 typu luciferaz

* v nékterych organismech
(napf. houbach) se luciferaza
zfejmé nenachazi




Zakladni pojmy

misto jednoducheého luciferinu je v nékterych organismech
,komplex" fotoprotein-luciferin (tedy komplex substratu s enzymem)

jedna se o intramolekularni reakci
Komplex fotoprotein-luciferin je velmi stabilni

pro bioluminiscenci je zpravidla nutna pritomnost nékterych iontu
nebo molekul, napf. peroxid, ATP, Ca?* nebo Fe?* , které spusti
bioluminiscencni reakci

napf. fotoprotein aequorin emituje svétlo ve vodném prostredi po
dodani Ca?*

emitované svétlo je pfimo-umérné koncentraci fotoproteinu



Svetlusky

v CR se vyskytuje pouze Svétluska mensi (Lamprohiza splendidula)
samecci létaji a svetélkuji méne jak samicky

samiCky nelétaji (pohlavni dimorfismus), pohybuji se po zemi a sviti
vyraznéji

takeé larvy svetlusek mohou svetélkovat

svetlusky reguluji bioluminiscencni reakci

,nase” svétlusky svétélkuji kvali rozmnozovani

existuji i druhy svetlusek, které vysilaji svetelné signaly s urcitou
frekvenci

nékteré svétlusky dokazi ménit frekvenci signalu, aby mohly lovit
mensSi druhy svetlusek



Svetluska vetsi (Lampyris noctiluca)




Oxidace luciferinu (svetluska)
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* na oxidaci luciferinu pomoci O, je tfeba ATP, Mg?* a enzym luciferazu

 vSechny druhy svétluSek vyuzivaji tento luciferin (,firefly luciferin®), stejné jako
dalSi druhy bioluminiscencnich broukd (Lampyridae, Phengodidae, Eleteriodae

* jsou ale i druny hmyzu (napf. Arachnocampa), které vyuzivaiji jiné luciferiny



Quantum Yield

,Firefly” luciferin
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Cervena Zlutozelena bioluminiscence

Svétlo emitovaneé svétluskami je zpravidla zeleno-zluté (552-582 nm), v
kyselém prostfedi (laboratorni podminky) muaze byt i Cervené (615 nm)



Vyuziti systemu liciferin-luciferaza

 Stanoveni koncentrace ATP
« Stanoveni nékterych kovu
 Pouziti vchemiluminiscencni EIA:

Priklad stanoveni antigenu

=

protilatka je znaCen enzymem

protilatka zna€ena luciferazou se srazi s antigenem

3. zbytkova (nesrazena) protilatka znacena luciferazou
zustava v systému a je schopna katalyzovat oxidaci
luciferinu

4. Cim vetsi kvantovy vytézek, tim méne antigenu ve

vzorku

N



Bioluminiscence bakterii

. steven miller@nrimry.nayy.mil

Tzv. MIé&né mofe — zplsobeny pravdépodobné bakteriemi

zdroj: http://www.lifesci.ucsb.edu/~biolum/organism/milkysea.html



Bioluminiscencni bakterie

Bioluminiscencni bakterie se vyskytuji v morské vode, na povrchu a
v télech morskych zivocichu

Nektere ziji v symbidze s vySSimi organismy

Vsechno jsou to ,Gram negativni“ bakterie (napr. Photobacterium,
Beneckea, Vibrio, atd.)

Bakterialni luciferin je aldehyd s dlouhym fetézcem (10-18 uhlikd),
ktery se v pritomnosti bakterialni luciferazy oxiduje na karboxylovou
kyselinu

Za pritomnosti FMNH, a O,

Nékdy dochazi k energetickému prenosu (energy transfer) na jinou
molekulu
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Bakterialni bioluminiscence — predpokladanée

schéma
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Obrnenky (dinoflagallates) a dalsi

* Prvoci jsou mikroskopicke
jednobunécné organizmy

» Bioluminiscenci jevi pouze
obrnénky a mfizovci

« Obrnénky nékdy tvori tzv.
rudy pfiliv (red tide)



BioluminiscencCni organismy — Australie, jezero Gippsland



Bioluminiscence krouzkovcu

bioluminiscence krouzkovcu (bioluminescent earthworms) —v sviti
zastupci mnohostétinatcu (napf. chaetopterus a tomopteris) i
malostétinatcu (napf. diplocardia a eisenia)

bioluminiscenci jevi kolem 33 druhu ¢ervu rozSifenych po celém
svété (hlavné Australie a JV Asie)

v CR: ZiZzala podhorska/svitiva (eisenia submontana/lucens), ktera
zije v podhorskych a horskych oblastech stredni Evropy

zakladem luminiscence je opét reakce luciferinu s vodou, nebo
peroxidem

bioluminiscentni je nejCastéji vyloucCeny sliz
emise zareni od modré po oranzovou barvu



Biolumuniscence zizaly Eisenia lucens

Eisenia lucens (submontana) — zizala svitiva (podhorska)

Zije v hnijicim dfevé (nejlépe smiSené lesy bez dlouhodobé udrzby — pralesy)

Beskydy, Orlické hory, Vysocina, atd.

Mechanismus bioluminiscence jesSté neni zcela prozkouman

Zizalu mGZeme podrazdit napf. nékolika kapkami ethanolu nebo formalinu (formaldehydu)




Eisenia lucens - video




Mozné schéma bioluminiscencni reakce —
Eisenia lucens

Ni¢

—

Ni¢

ala



Bioluminiscence krouzkovce diplocardia longa

http://www.bmb.uga.edu/wampler/biolum/worm/index.htm



http://www.bmb.uga.edu/wampler/biolum/worm/index.htm

Nobelova cena za chemii 2008

»...Tor the discovery and development of the green fluorescent protein*®

OSAMU SHIMOMURA (Japonsko)

MARTIN CHALFIE (USA)

ROGER Y. TSIEN (USA)

23




Bioluminiscence medusy A.
Victoria

VétSina morskych zivoCichu jevicich bioluminiscenci emituje
namodralé svétlo. Z evolucniho hlediska to lze vysvétlit tim, ze v
morskych hlubinach se modré svétlo lépe Sifi. U medusy Aequorea
Victoria vSak byla pozorovana luminiscence...




Bioluminiscence medusy A.
Victoria

medusa obsahuje fotoprotein aequorin, ktery se sklada s
apoproteinu (apoaequorin) a prostetickeho proteinu, resp. luciferinu
(coelenterazin)

v pfitomnosti O, a pfi vysoké hladiné Ca?* dojde k oxidaci
coelenterazinu na excitovany coelenteramid a CO,

relaxaci coelenteramidu do zakladniho stavu se uvoliuje modré
svetlo (A = 469 nm)

uvolnéné svétlo muze byt absorbovano dalSim proteinem
obsazenym v téle medusy — GFP

HO

OH



,Green fluorescent protein®

absorp¢éni maxima GFP jsou 395 a 475 nm ~ muze
dojit k absorpci svétla uvolnéneho z aequorinu

absorbovane svetlo excituje GFP a dochazi k
vyzareni svetla (A =509 nm)

Bioluminescence in Aequoria vietoria

| &
-

aequorin green fluorescent protein




Struktura GFP

GFP byl objeven Shimamurou v 60.
letech

V roce 2008 byla udélena Nobelova
cena ,za objev a vyzkum zelené
fluoreskujiciho proteinu® (Osamu
Shimomura, Martin Chalfie, Roger Y.
Tsien)

GFP obsahuje bézné aminokyseliny,
ale ve slunecCnim svétle jevi lehce
nazelenalou fluorescenci (kolem 500
nm), stejné jako ziva Aequorea
Victoria v mofi...

KliCova sekvence (Ser-Tyr-Gly) se
nachazi ,uvnitf plechovky”

Protein ma celkem 238 aminokyselin
(26,9 kDa)



Struktura GFP

GFP vznika cyklizaci, dehydrataci a oxidaci vzdusnym kyslikem
sekvence proteinu obsahujicim Ser-Tyr-Gly
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Fluorescencni vlastnosti GFP
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,,Divoky“ typ GFP — smés fenolového a fenolatového derivatu

Hlavni excitacni pik - 395 nm (emisni maximum - 508 nm)
Minoritni excitacni pik - 475 nm (emisni maximum — 503 nm)



Pouziti GFP v chemii a biologil

* |ze pripravit protein, ktery obsahuje
sekvenci (napr. Ser-Tyr-Gly), ktery ma
vlastnosti stejné jako ostatni proteiny, ale
je mnohem lepe detegovatelny

* genove inzenyrstvi — sekvenci z DNA
medusy, ktera je zodpovedna za tvorbu
GFP lIze vpravit do DNA jineho
organismu, napr. i savce...



Viozeni GFP

Normally - With GFP As Tracer

(xene For
Protein

_Grene For
Protein

Protein

Protein With GFP

For Protein

https://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/prasher.html



Vektor

- jakakoliv ¢astice DNA, kterou je mozné cilené vnaset do bunky (vCetné cizorodé

DNA sekvence), ktera se do vektoru vilozi a nasledné je v pfijemcoveé
burice replikovana a prepisovana

- vektory plazmidového typu, odvozené z pfirozené se vyskytujicich plazmidu
- vektory virového typu odvozené z virl

Vlozeni vektoru do bufiky se nazyva dle cilové buriky: transofrmace
bakterie), transfekce (eukaryota), transdukce (viry)

CLONING GFP INTO A PLASMID

sticky
asm/o’ en 5 annea :ng lgafzon
cut p lasmid DNA add GFP DNA conflnuous
withrestriction  obtained 67 P(R dovble-stranded

enzgme DNA



GFK — Green Fluorescent Kralik









Pouziti GFP v chemii a biologil

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

obecne lepsi rozliseni pri sledovani mikroskopem
sledovani genove exprese
medicina a biologie: sledovani metastaze tumoru




Jine varianty GFP - YFP
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zelenozloutla luminiscence — YFP (yellow fluorescent protein)



Jine varianty GFP
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Jine varianty GFP - BFP
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modra luminiscence — BFP (Blue Fluorescent Protein)



Jine varianty GFP
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Cervena bioluminiscence

 vétSina podmorskych zivoCichu svétélkuje modfe,
nebo modro-zelené

* modré, nebo modro-zelené svétlo se ve vodé Siri
dale, nez svéetla vyssich vinovych délek

« presto” nekolik druhu podmorskych ryb (napf.
Malacosteus, Aristostomias, nebo Pachystomias)
je schopno vysilat (a detekovat...) Cervené svétlo
(704 nm), aby mezi sebou mohli komunikovat



Cervena bioluminiscence ryby

Campbell AK,

Malacosteus

After Dentan, et al [1925)

-

Fluorescence image of an Aristostomias eye and photophores.

Herring PJ, Comp Biochem Physiol B 86: 411-417 (1987).

Energie vznikla
chemickou reakci je
kaskadovité predavana
se ztratami mezi
molekulami (energeticky
transfer) a vysledna
vinova délka emise ma
maximum okolo 626 nm.
Specialni ,biofiltr"
propusti jen svetlo s
vinovou délkou nad
700nm (Cervené svétlo).
Ryba Malacosteus je
schopno pomoci
,2anténa“ pigmentu toto
svétlo i zachytit.



Bioluminiscencni houby

- znamo je asi 70 druhl hub jevicich bioluminiscenci

- nékteré rostou i v CR (vaclavky a helmovky)

- nejCasteji drevokazné houby

- nékdy neni jasneé jaky ma produkce svétla pro houbu
vyznam...



Omphalotus olearius - Hliva olivova

- ,Jack-O-Lantern®
- ,sviti“ lupeny na spodni strané plodnice

- vyskyt: srpen az fijen

- roz$ifena celosvétové, vzacné i v CR







Panellus stipticus — pareznik obecny,
pnovka obycCejna

roste v mirném pasu severni polokoule (tedy i v CR), ale
bioluminiscence byla pozorovana jen u hub rostoucich v sev.
Americe ®

roste po cely rok, zejména na mrtvém dreveé listnacu




Armillaria mellea — vaclavka obecna
- "The Honey Fungus,,

- celosvétové rozsifena houba, véetné CR

- ,Sviti“ Casto i podhoubi, coz vyvolava dojem, ze sviti samotné
drfevo, napadené touto dfevokaznou houbou




Collybia tuberosa - Penizovka hliznata




Mycena rorida - Helmovka lepkava




Dalsi. ..

* Mycena epipterygia
 Helmovka mlecna - Mycena galopus
* Helmovka redkvickova - Mycena pura



