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12.10. Bioluminiscence ZivocCich( Vasicek
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07.12. Luminometrické aplikace v biologii a mediciné Ciz
14.12. Ostatni metodologie vyuzivajici svételné zareni Ciz




Photobiology
he Science of Light and Life \e\wxob\()LO(Jy

N

Photobiology

The Schendie of Light and Lily
ey fSoon

Lars OLor BjorN




Léon N. Collignon

Claud B. Normand
Editors

g

GENERAL
PHOTOBIOLOGY

et P Haar & e el [eem

L

QD /wto[)iology

Principles, Applications and Effects
L NOVA 4

Frrnemen Byppng




CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE
USTREDNI KOMISE BIOLOGICKE OLYMPIADY

Biologicka olympiada 20162017,
S1. roénik, pfipravny text pro kategorie A, B

Budiz svétlo!

Zderika Bendova, Lucie Buchbauerova, Jan Cerny, Albert Damaska,
Karel Kleisner, Tereza Nedvédova, Jaroslav Nunvar, Jana Pilatova,
Juraj Sekeres, Marie Smyckova, Stanislav Vosolsobé, Ondrej Zemek

Praha 2016




Fotobiologie

Fotobiologie je biologickou védni disciplinou, ktera studuje
interakce svétla (a neionizujiciho elektromagnetickeho zareni)
S ZIvyml1 organismy.

Zahrnuje prospesné 1 Skodliveé ucinky svétla.

Fotobiologov¢é studuji:
- mechanismy téchto interakci
- jejich vyuzitelnost pro 1€€bu chorob
- jak chranit organismus pred Skodlivymi G€inky svétla




Dulezitost svétla (neionizujiciho zafeni) je patrna z po¢tu Nobelovych
cen udélenych za vyzkum v oblasti fotobiologie

1903 Niels R. Finsen - Physiology/Medicine: Phototherapy of lupus vulgaris and other diseases.

1911 Allvar Gullstrand - Physiology/Medicine: Dioptrics (image formation) of the eye.

1915 Richard M. Willstatter - Chemistry: The chemistry of chlorophyll and other plant pigments.

1930 Hans Fischer - Chemistry: The chemistry of heme pigments including chlorophyill.

1937 Paul Karrer - Chemistry: Studies on carotenoids, flavins and vitamins A and B2.

1938 Richard Kuhn - Chemistry: The chemistry of carotenoids and vitamins.

1961 Melvin Calvin - Physiology/Medicine: Carbon dioxide assimilation in plants (dark reactions).
1967 Ragnar Granit, Haldan K. Hartline, George Wald - Physiology/Medicine: Neurophysiology and the
biochemistry of vision.

1981 David H. Hubel, Torsten N. Wiesel - Physiology/Medicine: Information processing in the visual
system.

1988 Johann Deisenhofer, Robert Huber, Hartmut Michel - Chemistry: Structure of the photosynthetic
reaction center.

1992 Rudolph A. Marcus - Chemistry: Theory of electron transfer reactions in chemical systems.

1995 Paul J. Crutzen, Mario J. Molino, F. Sherwood Rowland - Chemistry: Decomposition of
stratospheric ozone by UV radiation.

1999 Ahmed Zewailv Chemistry: - Femtosecond spectroscopy of transition states.

2002 John B. Fenn, Koichi Tanaka, Kurt Wuthrich - Chemistry: NMR and mass spectroscopy of
biological molecules.

2008 Martin Chalfie, Osamu Shimomura, and Roger Y. Tsien - Chemistry: Discovery and development
of the green fluorescent protein.



Podobory fotobiologie
Obor fotobiologie se rozdéluje do cca 12 podoboru
11 podoboru se tyka absorpce svétla

1 podobor se naopak tyka emise svétla Zivymi organismy
(bioluminiscence)



1. Fotofyzika

Fyzikalni interakce svétla (a neionizujictho EM zareni) s
materialy na atomové a molekularni Grovni.

Fotofyzikalni reakce zahrnuji:

=  Rozptyl

= Absorpci

= Formovani excitovanych stavi

Vyznam podoboru:

Vyzkum podstaty fotochemickych a fotofyzikalnich d&u a
aplikace ziskanych poznatkii pro pochopeni fotobiologickych
dé;a.



2. Fotochemie

Studium chemickych zmén, které se objevi v molekulach po
primé absorpci svétla, a reakei mezi molekulami absorbujicimi
svétlo s molekulami okolnimi.

Priklad:

Tvorba fotochemického smogu Vv troposféie (spodni vrstva
atmosféry). Fotochemicky smog je vysledkem interakce UV
zafeni (ze slunecniho svétla) s oxidy dusiku a uhlovodiky
predevsim z vyfukovych plynu.

Fotochemicky smog vyvolava podrazdéni ocCi a Spatnou
viditelnost.



3. Fotosensitizace

Je to proces, ve kterém se Vv jedné nebo vice molekulach
projevi fotochemické a fotofyzikalni alterace jako nasledek
absorpce svétla v jiné molekule nazyvané fotosensitizér.

Prakticky vSechny organismy obsahuji endogenni molekuly —
potencionalni fotosensitizery.




Porfyriny v biosyntéze hemu (metaloporfyrin vazajici Fe?*,
Fes*)

Hem je ne¢jvyznamnéjSim  metaloporfyrinem.  Tvori
prostetickou skupinu v mnoha zivotn¢ dulezitych molekulach a
enzymech, jako jsou napriklad:

« Hemoglobiny

« Myoglobiny

« Cytochromy (Cytochrom c, Cytochrom P-450)

« Katalazy

Fotodynamicka terapie vyuziva fotosensitizujici 1éky a svétlo.
Pouziva se piedevsim Vv nadorové terapii (napi. nadory plic,
jicnu) — destruuje nadorové bunky.



4. UéinKky UV zafeni

Fotofyzikalni a fotochemické zmény vyvolané u€inkem UV
zaireni na DNA, RNA a proteiny.
Biologické dusledky téchto zmén (letalita, mutace).

Biochemické a molekularn¢ biologické pochody vedouci k
naprave fotochemicky poskozené DNA.

Snizena hladina ozonu ve stratosféie vede ke zvysené intenzité
UV zareni > zvySeni zajmu 0 tyto efekty a jejich prevenci.

UV zafeni je dobie zndmy zdroj riznych forem rakoviny ktze.
V soucasné dob¢ se intenzivné diskutuje podil UV-B (280-320
nm) a UV-A (320-400 nm) na vzniku melanomu. Vysledky
jsou vyuzitelné ve vyrobé protektivnich prostredki.



5. Environmentalni fotobiologie

Efekt radiace na celé¢ organismy a na prezivani, slozeni a
produktivitu druhtt v pfirodé, zeméd€lstvi a riznych
ckosystémech.




6. Fotomedicina

Zabyva se ucinky zareni na lidské zdravi a vyuzitim zareni pro
1écbu chorob.

Zahrnuje:

» vznik nadort po UV radiaci

* modulaci imunitniho systému zarenim (fotoimunologie)

= ]1éCeni SAD (Seasonal Affective Disorder) svételnou terapii

= pouziti svétla spolu s fotosensitizéry k 1é¢eni chorob jako
psoriaza, nadory apod.




7. Nevizualni fotorecepce, Fotoperiodismus

Svétlo je vnimano receptorem, aniz by byl vytvaren obraz jako
Vv ptipad¢ vizualni fotorecepce.

Diusledkem jsou cyklické zmény ve fyziologii a chovani.



8. Vidéni

Vidéni je smyslovym vjemem, ktery je zprostfedkovany okem
a centralnim nervovym systémem zivoCichu. Tento systém
umoznuje vnimani tvaru objekti.

Podobor zahrnuje:

* zkoumani struktury a fotochemie pigmenti

* biochemické a fyziologické zmény, které nasleduji po
aktivaci pigmenti vidéni

» psychofyziku — vliv svétla na mentalni procesy



9. Fotomorfogeneze

Zabyva se vlivem radiace na vyvoj organismi, typicky na
vyvoj rostlin a hub (zrani semen, vyvoj kvéti, indukce a vyvoj
reprodukéniho ustroji u hub).

Riizné rostliny vyvijeji kvéty v riiznych ro¢nich obdobich. Je
to zplsobeno interakci druhové specifickych molekul s
fytochromy — dilezitymi fytomorfogenetickymi pigmenty u
rostlin.



10. Fototakticky pohyb

Radiace kontroluje pohyb mnoha rostlin, mikrobti, hub a
nizsich zivocichi.

Prikladem je fototropismus — otaceni rostlin za sluncem.

Fototaxe — je to pohyb mobilniho organismu vzhledem ke
sméru svétla.



11. Fotosyntéza

Fotosyntéza je proces transdukce energie, ve kterém je
slune¢ni energie konvertovana na energii biochemickou.

Objevuje se u rostlin a nékterych mikrobi.
Tento proces zahrnuje absorpci svétla chlorofylem nebo jinymi

pigmenty, transfer energie do jinych molekul a akumulaci
energeticky bohatych molekul (Skrob).



12. Bioluminiscence

Bioluminiscence je emise svétla z biochemickych reakci, které
se objevuji v zivych organismech.

Nejznaméjsi priklad - svétluska.

Bioluminiscence vsak je fylogeneticky rozSifeny fenomén,
ktery se rozvijel nezavisle u mnoha zivoc¢ichti a mikrobd.




Svétlo

Je formou energie. Ke vzniku svétla je zapotrebi dodat jinou formu
energie. Obvykle se tak déje dvéma zpusoby:

|. Incandescence
Je svétlo vzniklé z tepeln¢€ energie (vlakno v Zarovce, pec, slunce)

I1. Luminiscence
Je ,,studene¢ svétlo,, vznikajicich pi1 fyziologickych nebo nizsich
teplotach. Dodana energie ,,vykopne* elektron z atomu do vyssi
energeticke hladiny (excitovany stav). Poté elektron vyzaii dodanou
energil ve formé svétla a vrati se zpét do zakladniho stavu.



Existuje nékolik zptisobli luminiscence:

1. Fluorescence a Fotoluminiscence — energie je dodavana
elektromagnetickym zarenim.
Fotoluminescenci je nazyvdina jakakoliv  luminiscence z
elektromagnetickeho zareni.
Fluorescence je luminiscence vyvolana UV zdrenim.

2. Chemiluminiscence - energie je dodavana chemickou reakci.

3. Bioluminiscence - energie je dodavana chemickou reakci Vv
zivych organismech.

4. Elektroluminiscence - je zpusobena elektrickym proudem
(katodoluminiscence).



Dalsi priklady:
5. Radioluminiscence

6. Triboluminiscence - spusténa mechanicky (tlakem)

/. Fosforescence (opozdéna luminiscence) - tzv. zakazany piechod

mezi stavy atomu - elektrony se zpozdéné dostavaji do
zakladniho stavu.



Hlavni biologické ucinky svétla

Svétlo je nezbytna soucast fotosyntézy — svétlo je nezbytné pro
rast rostlin.

Svétlo interaguje s bunkami oCni sitnice — podstata vidéni.

Fotomedicina je Iékarskym oborem zabyvajicim Se pouzitim
svétla K zlepSeni lidského zdravi. Fototerapie je pouziti svétla K
1é¢eni raznych chorob (rakovina, leukemie, kozni choroby).

N¢které organismy (luminiscencni bakterie, svétlusky) vyzaruji
svétlo jako vysledek chemickych reakci odehravajicich se ve
specializovanych organech.

Intensita sveétla béhem dne ma vliv na tvorbu hormonu, vitaminu
D v kazi atd., muze ovliviovat chovani.



Hlavni biologické ucinky svétla

Svétlo mize mit Skodlivé ucinky na organismy — napi. nadmérné slunéni maze
vyvolat rakovinu ktze, predcasné starnuti ktize, poskozeni o¢i apod.

UV svétlo mizZe indukovat mutace a zménéné exprese genl.



Slunecni zareni je elektromagnetické vinéni.

Rozsah pusobeni a vedlejsich ucinkt je zavisly:
- na vlnové délce ; ey
- na davce ozaieni / \\ A N\

Cim je vlnova delka kratsi, tim ma zareni vEtsi energii.

Zateni, které dopada na zemsky povrch, je velmi odlisné od
zareni, ktere slunce vlastné vyzaruje.

Slunecni zareni, které se vyskytuje vné zemské atmosfery, se tam
rozptyluje, odrazi se od mraku a je absorbovano riznymi ¢astmi
atmosfery (vodni pary, ozon, kyslik, aerosoly).



James Clerk Maxwell (1864) ukazal, ze elektrické a magnetické
viny jsou vyzarovany soucasn¢ a maji stejnou rychlost. Svétlo
tvori pouze malou ¢ast elektromagnetického spektra.

elektromagneticke vinéni | magnetické pole

‘\}:-__- elektrické pole

Einstein objevil, ze svétlo (a jiné druhy elektromagnetické
radiace) se Sifi jako mala svételna kvanta, nebo také fotony.
Energie fotonu je proporcionalni jeho frekvenci.
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Polarizované svétlo

Omezime-li smér kmitani vektoru E nebo jeho velikost, ziskame
polarizované svétlo. Piitom rozdil mezi polarizovanym a
nepolarizovanym svétlem nepozname okem. Lidské oko nedokaze
polarizované svétlo od nepolarizovaného svétla odlisit.

Priklad:
Linearné polarizované svétlo - vektor kmita stale v jedné primce

| -g | -I!




Koherentni svétlo je svétlo slozené ze svétel, ktera maji v
urcitém misté a urCitém okamziku stejnou vinovou délku a
stejnou fazi. Bézné zdroje vyzaruji svétlo nekoherentni, laser je
zdrojem svétla koherentniho.

slune¢ni svétlo (mnoho riznych barev)

N2\

LED (monochromaticke, nekoherentni)

laser (monochromatické, koherentni)



Vinova délka

Pro elektromagnetické vinéni se délka viny jednoduse spocita
vzZorcem.

A=c/f

kde:

A ... vinova délka

c ... rychlost svétla (300 000 km/s)
f ... frekvence



Vyzkum ve fotochemii, fotobiologii a biologickych védach viibec
se neobejde bez spektroskopickych metod.

w7/

Nejpouzivanéisi jsou:

v' absorpce o 1
v" fluorescence g3 .

Beer-Lambertuv zadkon:

Lambertiv zakon — podil svétla absorbovaného materialem je
nezavisly na intenzit¢ radiace.

Beertiv zakon — absorpce je proporcionalni koncentraci vzorku.

A=log I /I,



Nefelometrie (nefelometr = zakalomér)

Obsahuje-li kapalina nerozpusténé pevné cCastice, pak je svétlo
prochazejici kapalinou pohlcovano a zaroven rozptylovano,
piiCemz stupen zakalu je ovliviiovan jak velikosti a tvarem
pevnych  cCastic, tak jejich pomérnym  zastoupenim.
Nefelometr méti rozptylené svétlo vétsSinou pod tihlem (zpravidla
90°).

svételnych
paprski

Detektor
TURBIDIMETRIE

NEFELOMETRIE



Turbidimetrie

Pribuzna technika k nefelometrii zalozena na meéieni rozptylu
svétla v roztoku obsahujicim dispergované Castice. M¢Eri se tibytek
Intenzity svétla jako vysledek rozptylu, absorpce nebo odrazu
svétla.

Volba metody:

Z4visi na stupni rozptylu svétla.
je-li velky - turbidimetrie
je-li maly - nefelometrie



Fluorescence

Emisni vlnova délka je vétSi nez excitaCni, emisni energie mensi.

N¢které latky maji  prirozenou fluorescenci,

W

pro sledovani

biologickych déji se pouzivaji latky S intenzivni fluorescenci —

fluorofory.

Fluorescence
mikroskopem nebo konfokalnim mikroskopem.

S

‘_—l—_— @

hVEx ‘ 1 )
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vizualizovana

fluorescenC¢nim




Specialni fluorescencni techniky

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)

pouzivana pro studium interakce proteinu

e |
5436 nm
fluorescence J(a) absorbce
w donoru akceptoru
62.480 nm
A\
5nm
436 nm vlnova délka (1)




Specialni fluorescencni techniky

Fluorescence photobleaching: FRAP and FLIP

Pouzivané pro studium dynamické distribuce proteini. V obou
pripadech je fluorescence urcité oblasti eliminovana zafenim
vysoké Intenzity.

Fluorescence recovery after photobleaching

(FRAP) - .
- Je sledovan navrat fluorescence do vyhaslé /_/ T \/'3\/
oblasti ( K | i

Fluorescence loss in photobleaching (FLIP) ™~ e
— urcita oblast je opakované vyhasinana. Je

sledovano naopak vyhasinani fluorescence v

jinych oblastech



