Bioluminiscence a jeji
prakticke vyuziti




Luminometrické metody

Luminofory jsou oxidovany RMK. Pfi navratu do
zakladniho energetického stavu emituji fotony. Jejich
detekce je mozZzna pomoci luminometrii nebo
scintilacnich spektrofotometru.

NejcCastéji pouzivane luminofory:
- Luminol

- Lucigenin

- Izoluminol

- Pholasin




Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

Na principu luminofory zesileneho chemiluminiscencniho
stanoveni reaktivnich kyslikovych-metaboliti (RKM) je
zalozeno meéreni oxidativniho vzplanuti fagocyti a
antioxidac¢ni kapacity biologickych tekutin.

Dalsi skupinu tvoii metody zalozené na reakci ATP, s
luciferinem katalyzovane luciferazou.

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




Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

Luminometrické metody zalozené na stanoveni RKM

Princip metody

luminol + oxidant L1 — a - aminoftalat + N, + svétlo (425
nm)

Vyuziti metody
e studium fagocytozy
e mg¢reni antioxidacnich vlastnosti (t¢Inich) tekutin




Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

Studium fagocytozy pomoci chemiluminiscence

Chemiluminiscencni analyza je senzitivni technika, ktera méri
produkci volnych kyslikovych radikali v malyeh objemech
krve (mikrolitry). Pouziti riznych luminofort umeznuje odlisit
jednotlive radikaly, jejich intracelularni a extracelularni tvorbu.
Pouzitim rliznych aktivatori a inhibitorti 1ze sledovat defekty
procesu opsonizace a chemotaxe, funkénost NADPH oxidazy
a ostatnich enzymu spojenych s oxidativnim vzplanutim,
expresi a funk¢énost riznych bunéénych receptoru.




Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

NADPH + Hf > NADP+
NADPH
oxidaza
O, = O,

luminol + oxidant J [J [J — a-aminoftalat + N, + svétlo (425 nm)
(0,”, H,0,, OH")




Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

Studium fagocytozy pomoci chemiluminiscence

Material
® plna krev

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

Indikace

@ imunologie (chronickd granulomatoza, nedostateCnost komplementu,
defekty chemotaxe

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

mikrobiologie (vliv bakterialnich peptidii, bunécnych stén, endotoxinu)
farmakologie a toxikologie (UCinek 1&Civ a toxickyxh latek)




Oxidativni vzplanuti fagocytu

Aktivatory fagocytu

Misto pusobeni

osponizovane Castice (OZP)
fMLP
PMA

vapnikovy 1onofor A23187

povrchove receptory
povrchove receptory
proteinkinaza C

Ca’t — PKC




Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

Meéreni antioxidacni kapacity bielogickych tekutin

Reaktivni kyslikové metabolity jsou tvofeny pii tepelném
rozkladu vybranych slouCenin. Po pridani vzorku ebsahujiciho
antioxidanty CL signdl vymizi, pfiemz doba vymizeni CL
signalu je pfimo imérna antioxidacni aktivité vzorku.,




Intra- a extracelularni tvorba RMKD

» SOD, katalaza, kfenova peroxidaza, azid sodny
» luminol vs. 1soluminol

» Streptococcus mutans
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Rozliseni mezi RMK a RMD

» antioxidanty
» NO donory (sodium nitropruside, SIN-1)

» analogy L-argininu (L-NMMA, L-NAME, L-
NNA)
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Systemy generujici RMKD

xanthin/xanthin oxidaza O,
peroxid vodiku + 1onty prech.kovu "OH
peroxid vodiku H,0,
ABAP ROO:
SIN-1 O\[0]0)

bunécn¢ systemy (fagocyty)
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Metoda TRAP

Total (peroxyl) Radical-trapping Antioxidative Parameter

stanoveni celkove antioxidacni kapacity ve vodé
rozpustnych antioxidantu

referencni vzorek: trolox
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Metoda TRAP

NH  CHs CH;  nNH

N 7

C—C—N=N—C—C #2HCI

/] N\

NHH CHEI CHEI NHH

2,2‘-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
2,2‘-azobis(2-methylpropionamide) dihydrochloride
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Metoda TRAP v lipidove fazi

CH, CH,

CH, -CH —-CH, -C—N=N— C—CH, CH -CH,

CH, CN CN CH,

2,2‘-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)
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Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

Meéreni antioxidacni kapacity bielogickych tekutin

Material

® plasma

® scrum
® sliny
°

semenna tekutina

Indikace

® riziko oxidativniho poskozeni tkani

® riziko odvrzZeni Stépu po transplantaci
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Luminometricke aplikace v biologii a mediciné

\ Pridani vzorku
CL

Cas

v

50% peak
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