Bioluminiscence

Bioluminiscence je emise svétla z biochemickych reakci,
které se objevuiji v zivych organismech.
Nejznamejsi priklad - svetluska.

Bioluminiscence vsak je fylogeneticky rozsifeny
fenomén, ktery se rozvijel nezavisle u mnoha zivocichu a
mikrobu.



Bioluminiscence existuje u mnoha organismu:

Bakterie

Houby
Prvoci (Dinoflagelata - obrnénky)
Lackovci (meduaza, koral)

(Cervi)

M¢ékkysi

Clenovci
Ryby

Obvykla hlavné v hlubinach mofti, kde obecné vSichni Zivo¢ichové
emituji svétlo v celém spektru barev



Charakteristickeé rysy vsech bioluminiscencnich reakci

1. Probihaji pouze v pritomnosti kysliku

2. VVzdy jsou zapotrebi dva typy latek:
luciferin
luciferaza
(lucifer znamena pfinasejici svéetlo).
Struktura a vlastnosti luciferazy a luciferinu se liSi u
jednotlivych skupin lumineskujicich organismu

3. Luciferin je zakladnim substratem reakce a produkuje svetlo

+ O iciferas + light




4. Luciferaza katalyzuje reakci.

Luciferim + luciferaza > oxyluciferim (inaktivni) + svétlo

Luciferin je bud:
v organismech syntetizovan
nebo je dodavan v potrave

5. Nékdy jsou luciferin a luciferaza navazany a tvori jednotku
nazvanou fotoprotein.

Aktivita fotoproteinu je spustena, kdyz urcity iont je dodan do
systemu

Timto iontem je veétsinou vapnik



Funkce (ucel) BL.:

Prilakat druhého jedince stejného druhu (sexy svit)

Prilakat kofrist

Odpudit predatora, reakce na sok (aequorea)

Kamuflaz

Houby lakaji hmyz — pomahaji sirit spory.
Nékdy sviti mycelium — ucel ?77?



Bioluminiscence bakterii

Je svétlo produkovane bakteriemi jako
vysledek chemickych reakci

Bakterialnim luciferinem je redukovany riboflavin fosfat,
ktery je oxidovan v pritomnosti aldehydu s dlouhym
retézcem, kysliku a luciferazy.

Bakterialni bioluminiscence se objevuje hlavné u
moiskych, ale 1 u nékterych terestrickych bakterii



FMNH2 = redukovany riboflavin fosfat
= luciferin
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RCHO = aldehyd s dlouhym fetézcem (tetradecanal)






Vibrio fischeri 1luminuje svételny organ chobotnice

Kdyz je zivoc€ich vyrusen, emituje luminiscencni oblak. Je to obdoba
inkoustu u pribuznych z mél¢ich vod.



Bioluminiscence hub

Panellus stipticus
Po vysuseni houba prestava svitit, po zvlhceni sviti opét.




Bioluminiscence prvoku

Typicky priklad:

Rostlinni bi¢ikovci (fasy ??)

Dinoflagellata (= obrnénky)

Planktonni bi¢ikovci hojni v teplych mofrich.

Luciferin je zde pravdépodobné odvozen od chlorofylu, ktery
ma podobnou strukturu.

Noctiluca miliaris, N. scintilans, Pyrocystis fusiformis

U rodu Gonyaulax, pti pH 8 je molekula luciferinu
,,chranéna" pred luciferazou pomoci "luciferin-binding
protein", kdyz pH klesne, volny luciferin mize reagovat a
svétlo je produkovano.



Luciferin obrnének




Pyrocystis fusiformis.




Bioluminiscence obrnének
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Noctiluca scintilans



Bioluminiscence lackovcu

Typickym luciferinem pro lackovce je Coelenterazin

Je to obecné nejrozsifenejsi morsky luciferin nalezeny v mnoha
ZivociSnych taxonech

Molekula luciferinu se muze objevit v komplexu luciferin-

luciferaza — fotoprotein nazvany aequorin



Modré¢ svétlo vyvolané fotoproteinem aequorinem z meduzy
Aequorea victoria




N¢ékdy zahavei emituji svétlo nikoliv pres aequorin, ale pies
GFP — potom je svétlo zelené
Aequorea victoria - okraj zvonu




N¢ekdy zahavcl emituji svétlo nikoliv pres aequorin, ale pres
GFP — potom je svétlo zelene

Biolumineseence in Aequoria vietoria

| &
.

aequorin green fluorescent protein




Aequorin — vyuziti pro analyzu Ca2+
Je fotoproteinovy komplex 1zolovany z meduzy Aequorea (a jinych
moitskych druht).
Funk¢ni komplex = 22,000 MW apo-aequorin (protein), molekularni
kyslik a luminofor coelenterazin.
Kdyz se Ca2+ navaze na komplex, coelenterazin je oxidovan na
coelenteramide pi1 uvolnéni CO, a modreho svétla (469 nm).

aequorin
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GFP — mechanismus emise svétla
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Aequorin Titration CaClIZ2 at 10p M
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Pro doplnéni:
Lumineskujici hydroid Obéelia (mala meduza)

Reaguje podobné jako aequorin na pritomnost ionti vapniku

Obelin = evropsky pribuzny amerického aequorinu



Bioluminiscence koralu
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Renifia reniformis, the Sea Pansy, is a soft coral. The nrgansm Is a colony
of polyps each of which is bioluminescent at the sites identified by the

characteristic green fluorescence (photos by James M. Anderson).
@ 1997 I E. Warer




Bioluminiscence mékkysu

PHOLASIN

Photoprotein of the bioluminescent mollusc (Pholas
dactylus)

* Pholasin 1s 1solated and purified by:
» Knight Scientific Limited (UK)



Bioluminiscence korysu

Vargulin je luciferin nalezeny u garnata Vargula

Tento korys Vargula ma dvé luminiscencni zlazy schopné
rychle vystiiknout luciferin a luciferazu do motské vody. Tato
luminiscence ma za ucel vylekat jejich predatory.




Bioluminiscence korysu

Vargulin je rovnéZ pouzivan rybou Porichthys.
Zde je pfima souvislost s potravou — ryba emituje BL pouze
tehdy, pfijima-li potravu nesouci vargulin.

Luciferin a luciferdza vznikaji ve zvlaStnich bunkach nazyvanych
photocyty.

Tyto bunky jsou bud’ rizné rozmistény ve tkanich organismu, nebo
seskupen¢ v jednom specializovaném organu, nazyvaném

DhOtODhOW. pokoZka cocka photocyta reflektor
a B - krevni céva

nery




Porichthys.




Bioluminiscence svétlusek

Luciferin svétlusek je pouzit v
luciferin-luciferazovém systému,
ktery vyzaduje ATP jako kofaktor.
Toho je vyuZivano v mnoha
analytickych testech.

Celych 96 % oxidacni energie se
preméni pfimo na svétlo.

By comparison, a normal |
electric light bulb gives off

only 10% of its energy as lig
while 90% is wasited as heal.



Jak svétlusky ziskavaji energii?

Jsou masozravi. Zivi se hlavné plzi. Sliny larev obsahuji
anestetikum, které jim umoznuje pomérné klidné hodovani.

Svitit dokazi nejen létajici samecci a na zemi Zijici samicky,
ale i larvy. Mnohdy sviti i vajicka.

Svétélkovani dospélci (,,sexy-svit”) umoznuje sbliZzeni
jedincu, kteri si zpusobem sviceni vzajemné imponuji.

Svétlo také napomaha vymezovat teritorium a upozornuje i
na nebezpecné prekazky (pavucina, voda).



Regulace emise svétla svétluskami:

Vzplanuti nervove aktivity stimuluje uvolnéni primarniho
neurotransmiteru - octapaminu.

To spousti svételny organ lokalizovany na zadecku, ktery obsahuje
tisice fotocytl s organelami obsahujicimi luciferin a luciferazu.

Ty reaguji a emituji svétlo, pokud je pritomen kyslik. Ten je
dodavan z mirochondrii pfitomnych na koncich fotocytu.



Kter¢ faktory kontroluji emisi svétla ?77??

Kyslik proudi do mitochondrii fotocytu. Néjaka latka musi
regulovat oxidaci luciferinu a luciferazy v peroxisomech fotocytu,
pokud svétluska chce/nechce svitit..

(Aprille et al, 2004) - mitochondrialni spotieba kysliku je konecny
kontrolni bod pro odstranéni veSkerého kysliku, ktery dosahne
fotocytu.

V odpovédi na neuronalni excitaci je uvolnovan NO — ten inhibuje
extrakci kysliku mitochondriemu.
To dovoluje kysliku oxidovat luciferin.


http://www.bio.davidson.edu/people/midorcas/animalphysiology/websites/2004/Jenssen/references.htm

Jak mechanismus funguje ??

Svétlo neni

Kyslik je dodavan ,,lanternovym tracheolarnim systémem a je
konzumovan mitochondriemi fotocytu

To zpusobuje hypoxii cytoplasmy fotocytu a brani kysliku, aby dosahl
peroxisomu (organel obsahujicich luciferin a luciferazu).

ATP produkovane oxidativni fosforylaci je zapotiebi k formovani a
akumulaci1 aktivovaného luciferyl-adenylat meziproduktu (oznaceny

jako Luciferin®).

Svétlo je
Neurotransmiter octopamin activuje ,,lantern* NO syntazu (NOS),
ktera produkuje NO. NO difunduje rychle a inhibuje zpracovani

kysliku mitochondriemi fotocytu.
Kyslik dodavana tracheolami1 difunduje do peroxisomi a spousti

reakci produkujici svétlo.




Dalsi faktory zapojené do kontroly:
Dodavka vzduchu je regulovana zaviranim pruducht — pouze v
odpovédi na stres.

Muze byt také regulovana difuze kysliku skrz tracheoly zaplnéne
tekutinou.

Zaver:
NO a mitochondrie funguji jako nejdalezitéksi ,,gatekeepers® pro
kyslik.
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Fhotinus pyralis egdgs Copwright 2003 by TAL







7R Large virgin female
2% Photinus pyralis "F"
e~ is mounted by males
\_inanorgytrying

to copulate with hery
Photo (c) 2002 by Terry Ly




Dalsi ptiklad - Phrixothrix — Railroad worm

Arthropoda : Insecta : Coleoptera : Phengodidae Genus: Phrixothrix.

The railroad-wormm Pheivedheix hizfus (actually abeetle
larva) produces red light frrom its head, and green light
along the restof it= body. €1 1992 V. Viviani



U ryb je svétlo produkovano BL bakteriemi.

Obr. - Photoblepharon palpebratus, s vickem svého BL organu
otevienym (vlevo) a zavienym (vpravo). Svétlo je produkovano
spojité, ale jeho viditelnost do okoli je kontrolovana rybou.
Funkce:

* Lakani koftisti

 Signalovani jinym jedinciim

« Zmateni predatortiiconfusing potential predators
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Vyuziti bakterialni
luminiscence



Bioluminiscenéni bakterie

Nyni zndme 11 druhii 4 rodt

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

Které produkuji viditelnou BL

Jedna se predevsim o bakterie v motske vodée, n€ktere jsou 1
terestricke (pouze rod Photorhabdus)

Mohou se objevovat samostatné volné existujici, jako saprofyte,
komenzalove, parazité Zivo€ichul a symbionti ve svételnych
organech

VZdy zahrnuji 1 druhy (1zolaty) bez luminiscence (Meighen &
Dunlap 1993)



BL bakterie

> Gram(-)
> Emisni vlnova délka: 490 nm
> Nesou /ux operon ktery kontroluje emisi svétla

Bioluminiscence bakterii je vyvoldna reakci molekulového
kysliku s redukovanym flavin mononukleotidem (FMNH2)
a aldehydem za vzniku FMN, vody a mastnych kyselin za
ucasti luciferazy. Luminiscence je energeticky naro¢na
(vysoka spotteba ATP luciferazou), vinova delka
emitovancho modrozeleného svétla je 490 nm

Produkce luminiscence je tésné spjata s bunécnym
metabolismem a je tedy odrazem viability bakterii



Vzestup intenzity svétla béhem rustu BL bakterii odrazi syntézu péti
proteinlii kodovanych lux operonem

REGULATION

ALDEHYDE SYNTHESIS
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Bioluminiscen¢ni (lux) geny jsou podobné pro vSechny BL bakterie.
Zahrnuji 5 genu:

lux A a lux B jsou zodpovédné¢ za alfa a beta podjednotky
luciferazy

lux C, D a E koduji komplex reduktazy mastnych kyselin potrebné
pro generovani a recyklaci mastnych kyselin na aldehyd (decanal).



REGULATION

ALDEHYDE SYNTHESIS
/ \ LUCIFERASE
Positive - :
Autoinducer Fatty Acid
Peauaiany Synthesi i Acylprotein
I o Reductase Tyansferase 5 itias
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Quorum sensing

Dva regulacni geny: 7a R

Gen I fidi syntézu N-acyl homoserin laktonu (HSL), signalizacni molekuly
zname jako autoinduktor pottebny pro aktivaci lux gent.

Gen R koduje syntézu N-acyl HSL receptoru - transkripéniho faktoru
odpovidajiciho na N-acyl HSL signal. Receptor ma DNA binding doménu a N-
acyl HSL binding doménu.

Hustota bakteridlni suspenze je potfebna k dosaZeni kritické koncentrace
autoinduktoru.
Pote¢ dojde k vazbé luxR produktu a transkripci luminiscen¢nich geni.



Factory ovlivnujici in vivo reakci

>
>
>
>

geneticka kontrola

koncentrace rozpusteného kysliku
koncentrace Mg2+ a Ca2+ iontu
iIntracelularni energeticka rovnovaha



Faktory ovlivhujici bakterialni BL aktivitu

>

>

>

>

optimalni pH kolem 7
zmeny v koncentraci NaCl
absorpce svétla silnym zabarvenim vzorku

vysoka spotreba kysliku vzorkem



Dulezité

Chemicke, fyzikalni a biologicke toxikanty, kterée
ovlivauji

- respiraci bunek
- syntézu proteinu
- syntézu lipidu
- integritu bunek
- a zvlaste funkce buneécnych membran

maji silny vliv na in vivo BL



EC50 — Efektivni koncentrace (ppm - parts per million) toxikantt, ktere

plisobi 50% inhibici luminiscence

ECS0 ECS50
Toxicant @20-30 min @50-60 min
Cadmium (II) 0.06 0.06
Copper 0.02 0.007
Lead (II) 0.1 0.2
Nickel (IT) 0.1 0.01
Mercury (II) 0.07 0.03
Chlorpyrifos 1 0.3
Chlordane 0.2 0.15
DDT 0.12 0.06
Pentachlorophenol (PCP) 0.007 0.003
Aldrin 0.2 0.1
2,4-D 1 1.25
Aroclor 1254 (PCB) 0.01 0.008
Aroclor 1232 (PCB) 0.125 0.1
Fluoranthene (PAH) 0.3 0.15
Bromoform (THM) 0.3 0.3
Kerosene (TPH) 0.2 0.1
Diesel fuel (TPH) 0.7 0.25




Aplikace metody

odpadni vody

cerstva voda (povrchova i spodni)
slana a brakicka voda

sedimenty a vyluhy

dalsi vzorky rozpustne ve vode

VV YV VYV



Vyhody analyz

snadno proveditelneé

financné nenarocCneé

vysoce citlivé

Siroké spektrum aplikaci

eticky akceptovatelnée

toxicitu je mozno vztahnout i na vySsSi organismy

maly objem analyzovaného vzorku

kratka doba provedeni = rychlé vysledky

statisticky spolehlivé (vysoky pocet testovanych
organismu)

VVVV VYV YV VYV



Mezinarodni normy

e Bestimmung der Hemmwirkung von Abwasser
auf die Lichtemission von Photobacterium

phosphoreum; Leuchtbakterien-Abwassertest mit
konservierten Bakterien, DIN 38 412-1.34 (L341)

e Determination of the inhibitory effect of water

samples on the light emission of Vibrio fischeri
(Luminescent bacteria test), ISO/CD 11348



Potrebné vybaveni

® (pfenosny) luminometr

® kyvety nebo mikrotitrani desticky
@ kultura bakterii

e NaCl

® Cista (redestilovand) voda



Provedeni testu

e Priprav (odeber) vzorek

e Nastav salinitu a pH (pokud je to nutn¢)
e Priprav si1 nékolik fedéni vzorku

e Priprav kulturu bakterii, stabilizuj j1

e Pipetuj bakterie do zkumavek

e /m¢r BL aktivitu

e Pridej vzorek a inkubuj (podle bakt. kultury 15
nebo 30 minut nebo 1 déle)

e /m¢i BL aktivitu po inkubaci
e Vypocitej vysledky (ECs))



Measure Add sample Incubate 15 min Measure









%IE(RLU) The influence ofCdCl, on the CL of

Photobacterium leiognathi
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Photorhabdus (=Xenorhabdus) luminescens:

* G- tyCkovitd, bioluminiscencni, pohybliva bakterie, velmi variabilni,
velikosti v rozmezi od 2 x 0,5 do 10 x 2 um s ptilezitostnymi filamenty
delky do 30 um

VVVVVV

fenotypove charakteristiky a pribuznosti DNA v roce 1993 vytvoienim
noveho rodu Photorhabdus

e 71je volné v pudé nebo v symbidze s EPN

* luminiscence P. [uminescens je pifi 37°C 1000 x menSi nez u Vibrio
harveyi pti1 25°C

* lux operon je luxCDABE, tj. minimalni jaky funguje



Systematika rodu Photorhabdus:

urc¢eno na zakladé pribuznosti DNA hybridizaci DNA
(Fischer-Le Saux et al.1999)

P. luminescens - 5 poddruhu: ssp. - luminescens
- akhurstii
- laumondii
- kayaii
- thracensis
P. temperata - jeden poddruh: ssp.- temperata

P. asymbiotica - jeden poddruh: ssp. - australis




Typové kultury rodu Photorhabdus z CCM Brno:

Photorhabdus asymbiotica CCM 70747
- izolace z lidskeého poranéni, Texas

Photorhabdus luminescens ssp. akhurstii CCM 70757
- izolace z Heterorhabditis indica, Guadeloupe

Photorhabdus luminescens ssp. laumondii CCM 7076"
- izolace z Heterorhabditis bacteriophora, Trinidad a Tobago

Photorhabdus luminescens ssp. luminescens CCM 70777
- izolace z Heterorhabditis bacteriophora, Australia

Photorhabdus temperata CCM 7078 T
- 1zolace z Heterorhabditis megilis, Rusko



P. asymbiotica CCM 7074 P. luminescens ssp. akhurstii CCM
7075

bioluminescence
bioluminescence

P. luminescens ssp.luminescens CCM 7077
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Photorhabdus sp. CCM 7002

bioluminescence
bioluminescence




P. asymbiotica CCM 7074 P. luminescens ssp. akhurstii CCM 7075

bioluminiscence (mV)
bioluminiscence (mV)

P. luminescens ssp. luminescens CCM
7077

™~

)
3]
=
)
3]

.4

.
g

=

2

O

bioluminiscence

Photorhabdus sp. CCM 7002

bioluminiscence

bioluminiscence (mV)
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