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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Klara Zizkova

Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Automatizace toxikologickych testi

Cilem této prace bylo najit vhodnou metodu stanoveni luciferazy I. a II. typu pomoci
metody sekvencni injek¢ni analyzy a optimalizovat podminky stanoveni. Hlavnim cilem
bylo automatizovat analyzu v sériich vzorkid pfipravenych v ramci testovani riznych
latek, které mohou ovlivnit zejména hladinu sekretované luciferazy (II. typ) pfi interakci
bun¢k s testovanymi latkami v toxikologickych studiich. V teoretické ¢asti je popsana
luminiscence, jeji typy a vyuziti. Dale jsou zminény typy luciferaz a ¢inidla, se kterymi
probihéd chemické reakce. Jsou popsany principy pritokovych technik. Byla provedena

reSerSe na dané téma — stanoveni luciferazy.

Mg¢teni byla provadéna za pomoci metody sekvenc¢ni injek¢ni analyzy. V experimentalni
préaci byly pouZity tfi pfistroje. Jeden pritokovy injekéni analyzator, ktery pracuje na
principu SIA a jeden sekvenéni injekéni analyzator se dvéma zpiisoby detekce — detektor
s nepritokovou celou a s pritokovou spirdlni celou. Byla provedena optimalizace
meéfeni — zejména koncentrace a objem vzorkl a Cinidel, poradi jejich aspirace a také
pritokova rychlost prichodu detektorem, vhodné pracovni napéti. Kvili nizké
opakovatelnosti a vy$§imu Sumu signalu star§iho typu pfistroje bude optimalizace

pokracovat v ramci navazujici diplomové prace s novym detektorem.
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ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Be. Klara Zizkova

Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenatova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Automation of toxicology tests

The aim of this diploma thesis was to find suitable method for determination of luciferase
of the Ist and IInd types using the sequential injection method and optimize the assay
conditions. The main aim was to automate analysis in a series of samples prepared for the
testing of various substances, which, in particular, may affect the level of secreted
luciferase (type II) upon the interaction of cells with tested substances in toxicological
studies. The theoretical part describes luminescence, its types and applications.
In addition, the types of luciferases and reagents with which a chemical reaction takes
place are mentioned and principles of flow techniques are described. The review

of luciferase determinations was carried out.

Measurements were performed using the sequential injection method. Three instruments
were used for the measurement. One flow injector analyser and one sequential injection
analyser with two detection methods - batch-flow spiral detection cells were used.
Measurement optimization was performed based on concentration and volume of samples
and reagents, their aspiration order and also flow rate of measurement together with
suitable working voltage. But due to the low repeatability and higher signal noise of the
older device type, optimization will continue within the framework of the following

diploma thesis with the new detector.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP — adenosintrifosfat

AMP — adenosinmonofosfat

DMSO - dimethylsulfoxid

FIA — prutokova injek¢éni analyza

HepG2 — bunécna linie lidskych jaternich bunck
HIV — virus lidské imunitni nedostate¢nosti (human immunodeficiency virus)
MPV — vicecestny ventil (multi port valve)
PMT - fotonasobic¢ (photomultiplier tube)
PTFE — polytetrafluorethylen

SIA — sekvenéni injek¢ni analyza

SIC — Sekven¢ni injekéni chromatografie

RTG — rentgenové zatreni

UV — ultrafialové zéteni

VIS — viditelné svétlo



1 Uvop

Bioluminiscence je proces, pti kterém vznika zatfeni. V pfirod¢ je to Siroce rozsifeny jev,
znamy jiz od 300 let pfed n. l. Reakce, pii které vznikd toto zafeni, je katalyzovana
enzymy, které se nazyvaji luciferazy. Jedny z nejznaméjsich zivocichti produkujici
luciferazu a tim 1 zafeni jsou svétlusky. I dalsi organismy jako jsou bakterie, houby, Cervi,

hmyz, ryby a zahavci (medizy, koraly, sasanky) jsou schopny bioluminiscence.

V této diplomové praci je popsano automatizované stanoveni luciferdzy produkované
v ramci toxikologickych testi metodou sekvencni injekéni analyzy. Sekvencni injekéni
analyza je rozvijejici se metoda schopna automatizovat razné druhy chemickych reakci
véetné téch, které jsou zalozené na emisi bioluminiscenéniho resp. chemiluminiscen¢niho
zateni, jak v testovani kvality zivotniho prostfedi (ptid, vod, ovzdusi), potravinarském

primyslu, tak 1 u klinickych aplikaci v medicin¢.



2 CIiL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem této prace bylo optimalizovat vhodnou metodu stanoveni luciferazy I. a II. typu
pomoci metody sekvencni injekéni analyzy a optimalizovat podminky stanoveni. Cilem
bylo vyvinout metodu stanoveni luciferazy pro automatizovanou analyzu v sériich vzorki
piipravenych v ramci testovani raznych latek, které mohou ovlivnit zejména hladinu
sekretované luciferazy (II. typ) pfi interakci bunék s testovanymi latkami
v toxikologickych studiich. Automatizace bude provedena v systému sekvenéni injekéni

analyzy s n¢kolika typy fotondsobict, které budou v praci porovnavany.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Luminiscence

Me¢teni luminiscence se fadi k emisnim optickym instrumentdlnim metoddm. Pii
luminiscenci dochazi k emisi elektromagnetického zareni. Déje se tak po predchozim
dodani energie primarnim zafenim — RTG, UV, VIS. K emisi luminiscen¢niho zafeni
dochazi spontanné, kdy molekula pfijme energii ve formé tepla, svétla (fotonu) nebo
v jin¢ formé a jeden nebo vice elektrond se dostane na vyssi energetickou hladinu — do
excitovaného stavu. Poté dochdzi k deaktivaci a elektrony piechazi zpét do zékladniho
stavu, protoze excitovany stav je nestabilni. Pfi pfechodu do nizsi energetické hladiny
dochazi k emisi sekundarniho zafeni - piebytecnd energie se vyzaii ve form¢ svétla
(fotonu), ¢ast z ni se pfeméni na teplo. Tento jev je popsan na obrazku ¢. 1, na kterém
jsou znazornény energetické hladiny, absorpce zafeni a excitace elektroni, piechod na
niz8i hladinu excitovaného stavu a deaktivace s emisi zafeni piebytecného mnozstvi

energie [1-2].
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Obrazek 1: Popis prechodu elektronit v energetickych hladinach [1]

Absorbované svétlo ma vyssi energii a nizsi vlnovou délku, emitované zafeni mé nizsi
energii a vétsi vinovou délku. Cast molekuly analyzované latky schopna luminiscence se

nazyva luminofor [3].



Rozdil mezi excita¢ni a emisni vlnovou délkou popisuje Stokestiv posun. Obrazek ¢. 2

znazoriuje odlisné vinové délky absorbovaného a emitovaného zéieni latkou [4].

4 Stokesllv posun

Abgrorpce

Intenzita

Em s

Vinova délka
Obrazek 2: Stokesitv posun [4]

3.1.1 Typy luminiscence

Luminiscenci je mozné rozdélit na dva typy — fluorescenci a fosforescenci.

Fluorescence probihd b&hem nékolika malo nanosekund (10 az 10 s) a vyhasind po
odstranéni zdroje excitace elektromagnetickym zafenim. Projevuje se zejména u kapalin.
Naopak fosforescence je luminiscence, ktera probiha pomalu (107 az 10? s) a dochazi pii

ni k postupnému vyzafeni az béhem nékolika minut [1].

Dalsi mozny zptsob, jak rozdélit luminiscenci je podle zdroje energie, které luminiscenci
vyvola. MiiZe jit o energii svételnou — tedy zateni, chemickou nebo naptiklad tepelnou.

Rozd¢leni riznych druhti luminiscence uvadim v tabulce ¢. 1 [1,3].

Tabulka 1: Druhy luminiscence [1,3]

Typ luminiscence Budici energie
Fotoluminiscence Svételné zareni, napt. UV
Chemiluminiscence Chemicka reak¢ni energie
Bioluminiscence Chemicka vyzafovana zivymi organismy
Termoluminiscence Tepelna
Elektroluminiscence Elektricka
Radioluminiscence Kratkovinné elektromagnetické zareni
Sonoluminiscence Ultrazvuk




3.1.2 Chemiluminiscence

Chemiluminiscence je jev, kdy dochazi k produkci svétla béhem chemické reakce. Pti
reakci spolu reaguji dvé latky, které vytvoii excitovany nestabilni meziprodukt s vysokou
energii. Poté se tento meziprodukt rozpada a pii tom se uvolni energie ve formé fotona

a je emitovano zareni. Vznika stabilni produkt s nizkou hladinou energie [5-6].

3.1.2.1 Primé a nepiimé systémy chemiluminiscencéni analyzy

Chemiluminiscen¢ni analyzu je mozné provést dvéma zplisoby méieni. Mlize byt vyuzito
méfeni v pfimém systému nebo neptimém. U pfimého chemiluminiscen¢niho systému
dochazi k emisi zéafeni diky pfimé reakci mezi analytem a chemiluminiscenénim
¢inidlem. Nepfimy systém méfeni chemiluminiscence je zaloZen pouze na ovlivnéni

chemické reakce analytem — analyt funguje jako inhibitor nebo zesilova¢ dané reakce.

wewvr

Nejstar§i nepfimy systém je reakce s luminolem. Luminol je nejcastéjsi uzivané
chemiluminiscenc¢ni ¢inidlo. K chemiluminiscenci dochdzi diky oxidaci peroxidu vodiku
H2O02> nebo manganistanu draselného KMnOs. ATP je moZzné méfit reakci

s luminolem [1,3].

3.1.3 Bioluminiscence

U naseho experimentu byla vyuzita bioluminiscence — jednd se o typ chemiluminiscence
v zivych organismech, kdy je vyuzita jako zdroj energie makroergni molekula ATP.
Tento jev miizeme pozorovat u suchozemskych zivoc€ichi - jako jsou: bakterie, houby,
¢ervi nebo hmyz, anebo mofsti zivocichové - ryby, Zahavci (meduizy, sasanky, koraly).

Obecné je jev bioluminiscence vice rozsifen mezi motskymi organismy [7].

3.1.4 Vyuziti luminiscen¢nich metod

Chemiluminiscence se vyuziva ve farmaceutickych a klinickych aplikacich u analyzy
biomolekul, 1é¢iv a jejich metabolitli. Dale je mozné vyuZit luminiscenci jako znaceni
u analyzy DNA a proteinii napiiklad pro fluorescencni mikroskopii nebo pritokovou
cytometrii a pii detekci toxickych latek v zemédé€lstvi a zivotnim prostiedi (pesticidy,
herbicidy, organofosfaty, oxidy dusiku a siry). Nemén¢ dulezité vyuziti nachdzi luminol
v kriminalistice pii detekci krevnich stop a dalSich télnich tekutin. Dalsi vyuZziti je mozné

u sviticich ty€inek pfi potapéni nebo no¢nim rybolovu [1,3].



3.2 Luciferaza

Luciferaza je souhrnny nazev pro vice enzymu s oxidoreduktdzovou aktivitou, které po
reakci s luciferinem nebo jinou latkou umoziuji Zivocichiim bioluminiscenci. Jedna se
o jev, pi1 némz dochdzi k produkci svétla zivymi organismy. Reakce, kterou katalyzuje
luciferaza, je exergonickd a dochdzi pfi ni tudiz k uvoliiovani energie ve formé svétla.
Toto svétlo se oznacuje jako studené, protoze se vétSina energie pfeméni na svétlo.
Enzymy luciferazy se vyuZzivaji v oblasti mediciny napt. bioinZenyrstvi, jako biosenzory

a buné&éné biologii [8-9].

3.2.1 Luciferaza I. typu

Luciferdaza 1. typu (nesekretovand) se vyskytuje u hmyzu. Elateroidea je nadceled’
broukli, do které patii Celedi Lampyridae (svétluskoviti), Elateridae (kovatikoviti)
a Phengodidae. Tyto tii ¢eledi broukt se vyznacuji produkei bioluminiscen¢niho zareni.
Produkuji rizné barvy luminiscen¢niho zafeni od zelené po cervenou. Vyznamny
zastupce je zivoCich Photinus pyralis (svétluska), brouk patfici do celedi

Lampyridae [8-9].

Obrazek 3: Photinus Pyralis — svétluska [6]
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3.2.1.1 Luciferin

Jedna se o bioluminiscencni zati¢ — substrat pro enzym luciferazu 1. typu. Nachazi se
v bunikkdch nebo mezibunécnych prostorech organismi, které jsou schopné vyvolat
luminiscenc¢ni zéafeni. Po jeho oxidaci dochazi ke svételnému zéfeni. Luciferin je opticky
izomer, tedy enantiomer — latka obsahujici chiralni atom. Ten zplisobi moznost vyskytu
latky ve dvou formach (L a D) o stejném sumarnim vzorci, ale jiné prostorové orientaci
atomu v molekule. Luciferin se tedy vyskytuje se v L a D formé. Synteticky D-luciferin
vyuzity v experimentalni cCasti této diplomové prace ma chemicky nazev
(8)-2-(6-Hydroxy-2-benzothiazolyl)-2-thiazolin-4-karboxylova kyselina, nebo také
4,5-Dihydro-2-(6-hydroxy-2-benzothiazolyl)-4-thiazolkarboxylova kyselina. L forma

luciferinu zptisobuje inhibici reakce s luciferazou [6,10-12].

H

O N S OH
OH

Obrazek 4: Struktura luciferinu [10]

3.2.1.2 ATP

ATP neboli adenosintrifosfat je latka, ktera se ptirozené vyskytuje v téle clovéka a dalSich
organismech. Je nezbytny pfi regulaci bunéc¢ného metabolismu. Je produktem oxida¢nich
reakci. Sklada se ze z nukleotidu adeninu, ribézy a tii fosfatovych skupin. Fosfat je
pfipojen pomoci fosfodiesterové vazby. Tato vazba je makroergni — pfi jejim roz§té€peni
se uvolni znacné mnoZstvi energie, kterou je moZno vyuzit naptiklad pro mechanickou

praci svall nebo dalsi metabolické procesy [1,13].

11
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Obrazek 5: Struktura ATP [14]

U svétluskoveé luciferazy je nezbytna pritomnost molekuly ATP k tomu, aby doslo
k zateni. Diky tomu je mozné stanovit ATP chemiluminiscen¢ni reakci s luciferazou.
ATP je dulezitd molekula v téle ¢lovéka ovlivitujici mnohé biochemické procesy
a metabolismus. ATP je vyuzivino jako indikdtor bunééné¢ho posSkozeni
a zivotaschopnosti bunék. Dale také ke zjisténi bakteridlniho zneciSténi v Zivotnim

prostiedi. Bioluminiscen¢ni stanoveni ATP je zalozeno na reakei s luciferazou [1,13].

3.2.1.3 Reakce luciferdaza — luciferin

Reakce mezi svétluSkovou luciferdzou a luciferinem je jedna z nejprostudovanéjSich.
Luciferaza, kterou disponuji brouci, ma dvé funkce — je to CoA-ligaza a oxygenaza.
Svétluskova luciferdza sestava z 550 aminokyselin a m4 molekulovou hmotnost kolem
60 kDa. Katalyzuje — tedy usnadniuje a urychluje reakci - mezi luciferinem, adenosin
trifosfatem (ATP), hofecnatymi ionty a molekularnim kyslikem. Pfi reakci dochazi
k oxida¢ni dekarboxylaci luciferinu za produkce oxyluciferinu, anorganického
pyrofosfatu, adenosin monofosfatu (AMP), oxidu uhlicitého (CO») a svétla. Toto svétlo
je emitovano pii vlnové délce 550-570 nm, jedna se tedy o svétlo z viditelného spektra.

Reakce svétluskové luciferazy probiha podle nasledujici rovnice [9,15,16].

Rovnice 1: Premeéna luciferinu na oxyluciferin a vznik bioluminiscencniho zdreni [16]

Mg**
luciferin + ATP + O, Iucifgréza =  oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + svétlo

Tato reakce je vyuZzitelnd pro stanoveni ATP. Reakce luciferinu s luciferdzou je velmi

vyuzivana v analytické praxi diky jeji vysoke citlivosti a jednoduché instrumentaci [15].

12



Optimalizace reakce spociva ve znalosti reakénich podminek, vhodné volbé mnozstvi
substratu a eliminaci moznych inhibitort reakce. K optimalizaci reakce a intenzity
emitovaného bioluminiscencniho zéafeni se vyuziva razného objemu luciferazy
a luciferinu o stejné nebo rtizné koncentraci. DiileZité je i mnoZzstvi ATP a Mg?" a stabilni
pH pufrovaného roztoku. Mezi inhibitory ovliviiujici tuto reakci patii slouceniny podobné
substratu (tedy luciferinu), intermedidty a produkty této reakce, mastné kyseliny,

hormony a léciva jako napft. anestetika, antivirotika [9,17].

3.2.2 Luciferaza II. typu

Dalsi druh luciferazy, je luciferaza sekretovana - tedy luciferaza II. typu, které je schopna
emitovat bioluminiscencni zareni o vinové délce 480-490 nm po oxidaci koelenterazinu.
Luciferaza II. typu se nachazi ptevazné u motskych Zzivocichd, jako jsou Zzahavci
(meduzy, koraly, sasanky). U experimentli v laboratofich je soucasti bunécnych kultur,
do kterych je uméle zanesen geneticky vektor produkujici tuto luciferazu, a které jsou pii

riznych podnétech schopné luciferdzu uvoliiovat.

Typickymi zéstupci obsahujici luciferazu II. typu, které jsou schopné reagovat
s koelenterazinem, jsou moisti zivolichové Renilla reiniformis, Oplophorus

gracilorostris, Gaussia princeps, Aquorea Aequorea victoria a Metridia longa [18-19].

3.2.2.1 Gaussia princeps
Tento Zivocich patii do tfidy korySi a vyskytuje se v teplych mofich po celém
svété. Luciferaza Gaussia byla vyuzita v této praci pro méfeni bioluminiscence

s luciferazou II. typu (sekretovanou) [20].

Obrazek 6: Gaussia princeps [21]
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3.2.2.2 Koelenterazin

Koelenterazin je latka vyskytujici se v télech motskych organisma. Je to latka, ktera
funguje jako substrat pro enzym luciferazu II. typu. Luciferaza katalyzuje reakci
koelenterazinu, dochazi pii ni k jeho oxidaci na koelenteramid a néslednému zafeni svétla
modré barvy o vinové délce 460-490 nm. Strukturni nazev koelenterazinu je 3,2-dihydro-
2-(p-hydroxybenzyl)-6-(p-hydroxyphenyl)-8-benzylimidazolo[ 1,2-a]pyrazin-3 a je

znazornén na obrazku ¢. 8 [18-19,21-22].

HO

OH

Obrazek 7: Struktura koelenterazinu [22]

3.2.2.3 Reakce luciferdzy Il. typu s koelenterazinem

Koelenterazin je za ptitomnosti kysliku luciferdzou II. typu pfeménén na nestabilni
peroxidovou slouceninu, kterd se pfeméniuje na koelenteramid za vzniku oxidu uhli¢itého
a emisi zateni o vinové délce 480-490 nm. Pro chemickou reakci je dileZitd pfitomnost
Ca?" iontil. Tato reakce je charakteristickd pro Gaussia luciferazu. U optimalizace reakce

se vyuziva obdobnych postupi jako u luciferazy I. typu [19,23].

Rovnice 2: Reakce znazornujici preménu koelenterazinu na koelenteramid [23]
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3.2.3 Porovnani obou typii luciferaz

Na obrazku ¢. 10 je znazornéna rozdilnd emise zareni mezi luciferdzou 1. a II. typu.

emitovano delsi ¢as. Naopak luciferdza II. typu reagujici s koelenterazinem zplsobuje

zablesk svétla s vetsi intenzitou po dobu nékolika sekund [23].

Gaussia Luciferase

‘flash’ Firefly Luciferase
104 coelenterazine
HO o,
o o
: - " &
=l |
= HH ] - \
@ . ‘glow’
L) | \
E 101 o
L
w
]
2=
E ‘ lugiferin
= HO_ -8 B
0 1 "hi:' b oM
(0]
L] ¥ ¥ . v -
[4] I 2 3 4 5 & 7 a 9 10 11 12 13 14

Time (mins)

Obrazek 8: Porovnani obou typui luciferdz [23]

3.3 Stanoveni luciferazy

V tabulkach €. 2 a 3 je shrnuti stanoveni luciferazy pomoci komerc¢nich kith. Jsou uvedeny
informace o luciferdzach a podminkach jejich méfeni z firemnich produktovych brozur.
Prvni brozura od firmy Sigma Aldrich uvadi informace o svétluskové luciferaze
I. typu. Druhd firemni brozura na kit na stanoveni Gaussia Luciferazy od firmy Thermo
Fisher Scientific se zabyvala méfenim bioluminiscence a optimalnimi podminkami pro

koelenterazin dependentni luciferazu II. typu [16, 24].
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Tabulka 2: Stanoveni luciferazy I. typu [16]

Typ luciferazy Firefly luciferaza I. typu
Zivogich Photinus pyralis
Detekéni limit luciferazy 51fg

Linearni rozmezi firefly luciferazy

10 fg— 10 ng (1070 - 10 g)

Meéfeni luminiscence

Luminometry in tube, mikrotitra¢ni

desticky
Vlnova délka — emisni maximum 560 nm
Doba zafeni 20s

Slozeni pufru

Luciferin, ATP, CoA a dalsi slozky

pH pufru

7,8

Cinidlo je stabilni

12 mésicu pti -60 °C

1 mésic pfti -15 °C az -25 °C

1 tyden pii +2 °C az +8 °C

Objem ¢inidla pro jedno méfeni

50 — 100 pl

Vyhnout se

Opakovanému zamrazovani a rozmrazovani

Skladovani

Chrénit pted svétlem a teplem

Tabulka 3: Stanoveni luciferazy II. typu [24]

Typ luciferazy

Gaussia luciferaza II. typu

Zivocich

Gaussia princeps

Vlnova délka - emisni maximum

485 nm

Meéfeni luminiscence

96 jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky

Pracovni roztok

50 pl koelenterazinu do 5 ml Gaussia pufru

Cinidlo je stabilni

P11-80 °C

Pracovni roztok

Musi byt pti pokojové teploté 20-25 °C

Koelenterazin Na svétle nestaly
Vyhnout se Opakovanému zamrazovani a rozmrazovani
Skladovani Chrénit pfed svétlem a teplem

Ptidat 50 pl pracovniho roztoku k 20 pl
Meéieni

lyzatu bunék
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3.4 ReSerse — stanoveni luciferazy

Soucasti této diplomové prace je reSerSe na téma stanoveni luciferazy z odbornych
¢lanka, ve kterych se stanoveni luciferazy pouziva pro sledovani interakce bunéck
s ruznymi testovanymi latkami, pro toxikologické ucely a vyvoj novych 1éciv
v bioanalytickych aplikacich nebo prezentuji nové testy vhodné pro budouci méteni
interakce bunék s danymi latkami a 1éCivy. Testované latky mohou na bunky plsobit
cytotoxicky, nebo naopak mohou podporovat proliferaci a jejich rtst. V ¢lancich jsou
pouzity bunécné linie, které bud’ obsahuji uméle zavedeny gen, ktery produkuje
luciferazu, kterd mlize byt stanovena diky méteni bioluminiscen¢niho zafeni, nebo s ni
bunky interaguji. Vyuziti téchto toxikologickych testli miize byt napt. u 1é¢by rakoviny.
Tyto testy maji za cil nalézt jednoduchou metodu screeningovych testli cytotoxického
poskozeni bunék. Do ¢lankl jsem zahrnula 1 ¢lanky, které neprovadély interakci bunék
s testovanymi latkami, ale v budoucnu by se mohly pouzit na takové testovani. ReSerse
byla omezena na odborné ¢lanky publikované od roku 2007. ReSersni informace z ¢lanki

jsou shrnuty v nésledujici tabulce €. 4.
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Tabulka 4: ReSerse na stanoveni luciferdazy

Testovana latka Koncentrace a objemy | Buné¢na linie Typ Kit Meéteni aktivity | Citace

¢inidel luciferazy luciferazy
Nanocastice Pufr obsahujici Bunky intestinalniho Svétluskova | Testovaci souprava Cteci jednotka [26]
hliniku luciferazu s roztokem | adenokarcinomu luciferaza pro stanoveni ATP pro
Al°, ALOs, AICl;, | bun&éné suspenze 1:1; mikrotitracni
Al(SO4)3 1 uM ATP desticky
Antiretrovirotika Koncentrace 1é¢iv Linie T-bun¢k s genem pro | Svétluskova | Dudlni luciferazovy Destickova [27]
u infekce HIV — 0nM; 1 nM; 10 nM; svétluSkovou luciferazu luciferaza screeningovy test Ctecka
Maraviroc, 100 nM infikované virem HIV a Renilla
Zidovudin, a lidské embryonalni luciferaza
nelfinavir a dalsi bunky
Nanocastice stiibra | Koncentrace Lidské jaterni bunky Luciferazovy | Testovaci kit pro Ctecka [28]
(velikost 5, 50 nanocastic stiibra a buiiky od nich odvozené, | plazmid luciferdzovy genovy mikrotitracnich
a 75 nm) 12,5; 25; 50; 100; bunky epitelu plic, lidské vnesen do test desticek

200 pg/ml bunky epitelialni bunék

bronchialni

Test spotfeby ATP | Luciferin 100 uM, E. Coli Luciferaza Neni uvedeno Cteci zafizeni, [29]
u meéfeni aktivit | luciferaza 1 uM, ATP 7 &erva mod meéfeni
dvou izoforem | 1 pM v pufru pH 8,0, Phrixotrix luminiscence
kreatinkinazy 0,8% DMSO Hirtus
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Temozolomid — 10 pL lyzatu z bun€k | Nadorové gliomové Geneticky Neni uvedeno Detekéni systém | [30]
chemoterapeutické | a 25 pL ¢inidla pro bunécné linie vektor pro
1é¢ivo pro 1écbu stanoveni luciferazy svetluskove svétluskovou
pacientil s gliomem luciferazy luciferazu
Stanoveni ATP | Testovaci pufr Bunky kolorektalniho Svétluskova | Kit pro stanoveni ATP | Cte¢ka [31]
u infikovanych | s luciferazou karcinomu luciferaza mikrotitracnich
bunék virem a luciferinem, desticek
koncentrace neni
uvedena
Sledovani t¢inku Bunéény lyzat Mysi jaterni bunky Svétluskova | Kit pro testovani Luminometr [32]
retroviru pro vyvoj | (20 ul), pufr pro s vektorem kodujici gen luciferaza svétluskové luciferazy
chemoterapeutic- testovani luciferazy pro luciferazu
kych 1éciv (100 pl)
Estrogenové Pufr obsahujici 10 uM | Lidské embryonalni buiiky | Gaussia Dualni testovaci Ctecka [33]
a glukokortikoidni | nativniho ledvin; buniky rakoviny luciferaza systém fluorescence mikrotitracnich
latky koelenterazinu; tlustého streva s excitaci pfi 570 nm | desticek

100 pl supernatantu
buné¢k a 50 ul pufru na
jamku desticky

a emisi pti 610 nm
a s naslednou

luminiscenci
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3.5 Priitokové metody

Pritokové metody jsou znamy uz od roku 1975. Nejdiive byla pouZita pritokova injekéni
analyza. Sekvencni injek¢ni analyza patii jiz do druhé generace prutokovych metod.
Pratokové metody diky jejich zvySujici se citlivosti a robustnosti mohou najit Siroké
uplatnéni napft. ve farmakologii pii testovani 1é¢iv, dale také v oblasti vyzkumu zZivotniho

prostiedi pii testovani piid a vod, ocednografii a dalich oblastech [34-35].

V dnesni dobé se priitokové techniky déli na [36]:

e Pratokova injekéni analyza (FIA)
e Sekvencni injekéni analyza (SIA)
e . Bead injection

e Sekvenéni injekéni chromatografie (SIC)

3.5.1 Pritokova injek¢ni analyza (FIA)

FIA patii do prvni generace pritokovych technik. V pritokové injekéni analyze se
vyuzivé kontinualniho toku nosného proudu, ve kterém je zpravidla obsaZzeno ¢inidlo. Do
tohoto toku je vstfikovan vzorek, u n€hoz dochézi k disperzi a reakci s ¢inidlem. Na
rozhrani mezi vzorkem a c¢inidlem dochéazi ke vzniku produktu, ktery je nasledné
dopraven do detektoru (pritokové cely) a ten zaznamena signal. Nevyhodou FIA sytému

jsou vyssi objemy odpadnich roztoki [1,37].

3.5.2 Sekvencni injekéni analyza (SIA)

SIA je metoda, kterou v roce 1990 poprvé pouzil Riizicka a jeho kolektiv. Tato metoda
je plné automatizovand analyticka metoda ovladana pocitacem. Vyhodou SIA je jeji
univerzalnost a snadna automatizace riznych postupd. Pfi naprogramovani parametrii
analyzy mohou byt analyzovany série vzorkl. Proto je tato metoda vhodnd pro

dlouhodobé sledovani koncentrace analyti v riznych médiich.

Vyhodou SIA metody je také nizkéd spotieba vzorka a ¢inidel — fddové v mililitrech
a finan¢ni dostupnost oproti napft. kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci. Jedna
se o prutokovou analytickou metodu vyuZzivajici sekvencni techniky davkovani vzork,

¢inidel a dalSich roztoki. Principem SIA metody je davkovéani pfesného mnoZstvi
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(objemu) vzorku a ¢inidla do pratokového systému a nasledné vytvofeny produkt, ktery

vzniké diky disperzi vzorku a ¢inidla je transportovan do detektoru.

Pritokové techniky pracuji na obdobném principu jako separacni systémy.
V pritokovych metodach vsak nedochdzi k separaci a analyza v nich probihé za nizkého
tlaku. Odezva detektoru se odviji od mnozstvi analytu ve vzorku — ¢im vice analytu
vzorek obsahuje, tim je zpravidla vy$s$i odezva detektoru. Zalezi také na objemu
davkovaného vzorku do systému, vnitinich primérech hadicek pritokového systému
a také na pritokové rychlosti. VSechny tyto parametry musi byt poté pii vyvoji dané
metody optimalizovany [1, 34-35].

Na obrazku €. 11 je znazornén princip vzniku produktu v tenké hadicce. Do hadicky je
pistovym cerpadlem davkovan vzorek (A) a poté ¢inidlo (B) pomoci vicecestného ventilu.
V hadi¢ce dochazi k reakci mezi analytem a ¢inidlem (C). Poté se zméni smér toku (D),
coz je charakteristické u SIA metody, oproti FIA. Nasledné je vznikly produkt tokem

nosného proudu unéasen do detektoru, kde je detekovan dany signal (E) [1].

MISICI CIVKA DETEKTOR
VZOREK CINIDLO MPYV = vicecestny ventil

Aml
B
—_——
c : = ~
—~—
DG WO
—_————

E o
o

Obrazek 9: Princip SIA metody [26]

Velkou vyhodou SIA metody je moznost jednoduSe meénit nastavené parametry

analyzy pomoci ovladaciho programu [1].
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3.5.2.1 Vyuiiti SIA techniky v praxi

SIA technika je vhodna pro automatické stanoveni latek v analyze Zivotniho prostfedi.
Zjistuje se tak kvalita zivotniho prostiedi — naptiklad kontrola kvality rtiznych typi vod
(pitnd, povrchova, odpadni). Vyhodou této techniky je moznost stanoveni analytii bez
narokll na ptredchozi separaci z analyzovaného vzorku, tak jako u chromatografie.
Ptikladem stanovovanych analytl jsou: véapenaté, hotecnaté nebo zelezité ionty, které
vytvareji barevné komplexy a tak je mozné je detekovat spektrofotometricky. Dalsi
mozné analyty jsou: chloridy, fluoridy, sirany, fosfaty, amonné soli nebo pesticidy

a herbicidy nebo také tézké kovy.

Dalsi mozné vyuziti je v potravinaiské primyslu pro stanoveni glukozy ve vin€ a pivu
a déle také v bioanalytické a farmaceutické praxi pro klinickou medicinu. Vyuziva se ke
stanoveni prubéhu imunoanalytickych reakci — stanoveni imunoglobulinu G a dalsich
latek vyskytujicich se v téle ¢loveéka. Dalsi moznosti je stanoveni 1éCiv jako naptiklad

penicilin, bromazepam, ciprofloxacin a norfloxacin [1,39].

3.5.2.2 Nové trendy v SIA

SIA technika je vhodna k analyze velkych sérii vzorkidl - automatizace u rutinnich analyz
vod potravin, krve nebo moce. Je mozné i monitorovani hladin 1é¢ivych latek a jejich
metabolitd v télnich tekutinach pacienti. Uplatnéni SIA metody je mozné dale
u imunoanalyz a pii kontrole kvality 1é¢iv — napf. obsah G¢inné latky v [é€ivém piipravku

a disolucni testy, které urcuji uvolnovani 1éciva z Iékové formy a jeho rychlost [39].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomiicky

Pti provadéni experimentl byly pouzity k méfeni tyto tfi pfistroje:

Pristroj ¢. 1

Systém SIA s nepriitokovou celou a nizkonapétovym fotonasobi¢em

©)

Pistové Cerpadlo Cavro XL-3000 (2,5 ml)

10 kandlovy selekéni ventil Vici Valco

Misici civka vyrobena z PTFE hadicky (objem 1,2 ml; primér 0,75 mm)

Pocitac s PCle 6251 kartou (National Instruments) pro ziskavani dat a PCI 232.2
kartou (Netmos) pro komunikaci se SIA systémem

neprutokova cela vyrobend z plexiskla s prihlednym dnem umisténa na
fotosenzoru nizkonapét'ového fotonasobice

Nizkonapét'ovy fotonasobic, H5784-01,napéti 4 V, Hamamatsu Photonics K. K.,

Japonsko

Piistroj ¢. 2

FIAlab 3500 systém se spiralni celou ptfed fotondsobiCem (bez UV zdroje, bez

fluorescenéni pritokové cely), FIAlab Instruments Inc., Bellevue, USA

o

o

o

o

Cavro pistova pumpa, objem 5 ml

8 kanalovy selekéni ventil

misici civka vyrobena z PTFE hadicky (objem 0,8 ml; primér 0,75 mm)
Hadicky z PTFE (prumér 0,75 mm)

Pred detektorem

Prittokovy fluorimetricky detektor, fotonasobi¢, FIAlab® instruments, USA

Systém byl fizen softwarovym programem FIAlab®software pro Windows 5.0

(FIAlab® instruments, USA), systém byl vyuzit jako SIA systém — méfeni probihalo

s preruSovanym tokem nosného proudu.
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Piistroj ¢. 3

Systém SIA se spiralni celou a vysokonapétovym fotonasobic¢em

O

Pistové cerpadlo Cavro XL-3000 (2,5 ml)

10 kanalovy selekéni ventil Vici Valco

Misici civka vyrobena z PTFE hadicky (objem 1,2 ml; primér 0,75 mm)

Pocita¢ s PCle 6251 kartou (National Instruments) pro ziskédvani dat a PCI 232.2
kartou (Netmos) pro komunikaci se SIA systémem

Spiralni cela s kontinualnim pratokem vyrobena z PTFE hadicky pratokového
systému (prumér 0,5 mm). Prochazi v bloku z plexiskla a je umisténa misto
emisniho filtru fluorimetrického detektoru

Fluorimetricky detektor, vysokonapétovy fotondsobi¢, napéti 250 V, Schoeftel

Instruments, Némecko

U obou SIA pfistroji (pfistroj ¢. 1 a ¢. 3) probihalo méfeni za pomoci ovladaciho

programu LabVIEW® FaFSIA, verze 1.1. VSechny kroky analyzy jsou fizeny timto

programem — ovlada se jim cepadlo, selekéni ventil a zpracovani signdlu. Program se

skladd z né€kolika modulii — program krokd méfeni, vlastni méfeni a detekce piku.

V programu se nastavuji parametry pro dané kroky méteni a v modulu detekce piku se

vyhodnocuji zméfena data a zjistuji hodnoty pikt (vyska, plocha) [1, 40].

4.2 Pouzité chemikalie

Kit od firmy BioThema, luminiscent assay

ATP Biomass Kit HS
o ATP Reagent HS (lyofilizat obsahujici luciferin a luciferazu)
o Diluent B (pufr pro rozpusténi ATP reagentu HS)

Tento Kit je pouzitelny pro ultra citlivé stanoveni celkového mnozstvi ATP.
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Firma Sigma - Aldrich

e ATP standard, Adenosine 5’-triphosphate magnesium salt
Mw = 507,18 g/mol, Sarze A9187

e Sodna stl D-Luciferinu - lyofilizovany synteticky prasek, D-Luciferin sodium salt
Mw = 280,32 g/mol, Sarze L6882

e Luciferdza z Photinus pyralis — rekombinantni, exprimovana v E. Coli ve vodném

pufrovaném roztoku, Sarze 1.9420

Firma InvivoGen

e QUANTI-Luc™ — lyofilizovany prasek (¢inidlo) s obsahem koelenterazinu pro

stanoveni luminiscence luciferazy II. typu

Buiiky HepG2 — lidské hepatocelularni buiky

e Geneticky upravené bunky, do jejichz genetické informace byl zaveden DNA
vektor kodujici luciferazu II. typu. Bunky pak sekretuji luciferazu II. typu
(Gaussia) v pritomnosti riznych testovanych latek nebo jinych podnétd,

napf. testosteronu, 1é¢iv.
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4.3 Popis pristroje

SYRINGE HOLDING COIL
PUMP

Ij

CARRIER

DETECTOR

SAMPLE

AUX,.
PUMP

REAGENT #1 REAGENT #2

Obrazek 10: Schéma pristroje [1]
Ptistroj zndzornény na obrazku ¢. 12 pracuje na principu sekvencni injekéni analyzy
a obsahuje oboustranné pistové Cerpadlo pro davkovani nosného proudu — nejéastéji
destilované vody. Pistové Cerpadlo je zakon¢eno dvoucestnym ventilem, ktery slouzi
k ptepinani porti na hlavé ¢erpadla a nasledn€ k nasavani nebo vyprazdiiovani pumpy.
Toto pistové Cerpadlo je hadickou stocenou do misici civky pfipojeno k vicecestnému
selekénimu ventilu, ktery méni pozice obvodovych porti pro davkovani, vzork,
standardi a ¢inidel. Timto zptisobem se davkuji vzorky a ¢inidlo do nosného proudu
a poté se transportuji do misici civky o urcité délce, kde probihd promiseni a poZadovana
reakce mezi vzorkem a ¢inidlem. Tato misici civka je vétSinou kruhové zatoCena, aby
bylo dosazeno efektivniho promichani diky turbulentnimu proudéni. Muze se zvolit
1 nékolikanasobné promichani zménou smeéru toku, kdy dojde k efektivnéjSimu
promichani davkovanych zon. Poté je produkt reakce transportovan do pratokové cely
detektoru, kde probihd méfeni signalu. Po méfeni je pritokova cela promyta nosnym

proudem a vzorek, produkt a zbylé ¢inidlo se jimaji do odpadni nadobky.

Pro méfeni se pouzivaji rizné poméry aspirovaného objemu vzorki, zpétného toku
k promiseni aspirovanych z6n a rychlosti pritoku, aby bylo dosazeno co

nejoptimalnéjsich podminek méteni [1].
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4.3.1 Detektor s nepriitokovou celou (,,batch* cela)

U tohoto typu detektoru dochazi k reakci v uzaviené "batch-flow" cele. Jednotlivé vzorky
jsou do ni davkovany oddé€lené bublinkami vzduchu, které oddéluji jednotlivé zony,
pomdhaji promichat vzorek s Cinidly a zarovenl odchazi pfidanou hadickou. Reakci je
takto mozné sledovat od zacatku, protoze k promiseni jednotlivych zon dochazi ptimo

v cele [1].

VZDUCH

VETUPR- SIA \ VYSTUP- ODPAD

FOTONASOBIC
Obrazek 11: Neprutokova cela [1]
4.3.2 Detektor s pritokovou spiralni celou

Do tohoto detektoru pfitékd proud reakéni smési hadickou do stfedu spirdly a vychazi
z okrajové cCasti spirdly. V tomto uspotradani je potieba pfivést reagujici zony
do prutokové cely velmi rychle, k transportu je tedy vyuzivana vyssi pritokova rychlost.
Primér spirdly odpovida priméru okénka fotonasobice vlastniho detektoru, ktery dokaze

zachytit emitujici zafeni z reakéni zony [1].

FOTOMASOBIC

WVSTUR

Obrazek 12: Pritokova spiralni cela [1]
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4.3.3 Detektor u systétmu FIAlab

U tohoto pfistroje byla vyuzita misto detekéni cely stocena hadicka pied fotondsobicem
PMT detektoru. Sto¢end hadicka kopirovala detekéni okénko detektoru, takze doslo

k efektivnimu zachyceni emitovaného zareni.

4.4 Priprava roztoki

4.4.1 Priprava roztoku ATP

Roztok ATP byl pfipraven rozpusténim vypocitané navazky standardu do patficného
objemu destilované vody. Molarni hmotnost ATP je 507,18 g/mol. Vypoctem bylo
zjisténo, ze pro piipravu 20 ml je potieba navazit 2,028 mg. Rozpusténim byl ziskan
zasobni roztok ATP o koncentraci 200 pM. K méfeni byl poté pouzit roztok 10 krat
fedény, tedy o koncentraci 20 uM.

4.4.2 Smés luciferinu a luciferazy z komercniho kitu

Kit obsahuje standardni smés luciferinu a luciferazy ve formé lyofilizatu. Diluent B byl
z lahvicky opatrné pielit do lahvicky s lyofilizovanou smési luciferdzy a luciferinu. Poté
byl roztok nékolikrat ptfeveden z jedné lahvicky do druhé, z diivodu lepSiho promiseni.
Nasledné byla lahvicka uzaviena vickem a fadné promichéana a poté zabalena do alobalu,

aby byl roztok chranén pted svétlem.

4.4.3 Luciferin a luciferaza v samostatnych roztocich

Lahvicka luciferinu obsahovala lyofilizovany prasek synteticky vyrobeného D-luciferinu.
MnozZstvi luciferinu v lahvicce bylo 5 mg. Obsah lahvicky (tableta lyofilizatu) byl
preveden do lahvicky, rozpustén supercistou vodou, doplnén na objem 5 ml a dikladné

promichéan. Vysledné koncentrace roztoku byla 1 mg/ml.

Roztok luciferazy byla ptipravena stejnym zpusobem, ale pro analyzu se vyuzilo fedéni

1:50 — do lahvicky bylo odpipetovano 100 pl a doplnéno supercistou vodou do 5 ml.

28



4.4.4 Priprava roztoku QuantiL.uc

Obsah sacku QuantiLuc byl ptfeveden do lahvicky o objemu 50 ml a sacek byl vymyt
destilovanou vodou. Objem destilované vody byl doplnén na objem 25 ml. Obsah sacku

QuantiLuc byl ve vod¢ fadné€ promichan a rozpustén v ultrazvukové 1azni.

4.4.5 Priprava lyzatu z bunéénych kultur

Vzorky lyzatu v mikrotitracnich deskach byly dodany z laboratote Katedry farmakologie
a toxikologie. Médium, ve kterém byly buiiky kultivovany, obsahovalo 0,1 % DMSO.
Kultivace bun¢k probihala za teploty 37 °C. Poté byly buniky lyzovany pasivnim lyzacnim
pufrem 5X od firmy Promega a zamrazeny. Buniky byly rozmrazeny a pipetou byl
postupné ze vSech jamek odpipetovan obsah lyzatu do ptedem oznacené lahvicky, kterd

byla zabalena do alobalu pro ochranu pted svétlem.

4.4.6 Uchovavani roztoku

Vsechny roztoky obsahujici luciferin, luciferdzu a lyzat bunck byly uchovéavany
v lahvickach zabalenych do alobalu, aby se ptedeslo jejich ptipadnému rozkladu, protoze
jsou fotosenzitivni. ATP bylo uchovavano v odmérnych bankach bez alobalu. VSechny

roztoky byly uchovavany v lednici pti 4 °C.

Mikrotitracni desticky z Katedry farmakologie a toxikologie a nerozpu$téné komercéni

lyofilizaty byly uchovavany v mrazaku pti -20 °C.
4.5 Postupy pri méreni

Po pripraveé vzorkl a roztoki ¢inidel byly na pouzivaném pfistroji nastaveny v ovladacim
programu podminky analyzy, jako jsou — prutokova rychlost, mnozstvi ptivadéného
nosného proudu, mnozstvi ptfivadénych vzorkd a ¢inidel, jejich potradi, Cisla portd,
ze kterych se bude hadiCkou aspirovat dany roztok. Kroky analyzy jsou uvedeny

v tabulkdch v textu s postupy analyz na jednotlivych pftistrojich.

Pfi méfeni se vyuziva normalniho uspofadani - aspirace ¢inidla a analytu za sebou - nebo
se také da vyuzit tzv. ,sandwichova™“ metoda, u které¢ je Cinidlo davkovano pted
1 za vzorkem v polovicnim objemu. Tim se zajisti efektivnéj$i promiseni analytu

s ¢inidlem pfii zachovani stejného poméru objemt vzorku a ¢inidla.
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4.5.1 Analyza s neprutokovou celou (KIT)

Kazdé méteni bylo nastavovano samostatné dle pozadovanych podminek analyzy. Jako
piiklad uvadim meéfeni dle tabulky ¢. 5. Nejdfive byl pfipraven ovladaci program.
Pracovni napéti bylo nastaveno na 0,450 V. Nejdtive byla zvolena rychlost toku 50 pl/s
pro aspiraci 100 ul nosného proudu, poté prepnutim vicecestného ventilu do pozice 8
nasano 10 pl vzduchu a pfepnutim do pozice 2 bylo aspirovano 50 pl smési luciferazy
L. typu s luciferinem a poté prepnutim dalSich pozic byl opét nasat vzduch a vzorek ATP.
Poté byla smés transportovana do nepriitokové cely. Po probéhlé reakci, ktera byla
sledovana po dobu 20 s, byla smés odvedena do odpadu. Po méfeni byl proveden krok
promyti detek¢ni cely, aby nedoslo k nezddoucimu miseni zbytku ptedchozich zén Cinidel

a vzorki v cele, které by mohly ovlivnit dal§i méteni.
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Tabulka 5: Ovladaci program pro pristroj s nepritokovou celou

5 Objem nebo Aspirovana
Cést pfistroje Piikaz rychlost zona

Cerpadlo Inicializace

Cerpadlo Pozice IN

Cerpadlo Pritokova rychlost 50 [ul/s]

Cerpadlo Aspirace 100 [ul] Voda

Detektor Zapnout

Cerpadlo Pozice OUT

Cerpadlo Pritokova rychlost 30 [ul/s]
Vicecestny ventil Pozice 8

Cerpadlo Aspirace 10 [ul] Vzduch
Vicecestny ventil Pozice 2

Cerpadlo Aspirace 50 [ul] Smés z kitu
Vicecestny ventil Pozice 8

Cerpadlo Aspirace 10 [pul] Vzduch
Vicecestny ventil Pozice 3

Cerpadlo Aspirace 50 [ul] ATP
Vicecestny ventil Pozice 8

Cerpadlo Aspirace 10 [pl] Vzduch
Vicecestny ventil Pozice 7

Cerpadlo Aspirace 50 [ul] Voda

Cerpadlo Pritokova rychlost 60 [ul/s]
Vicecestny ventil Pozice 9 - cela IN

Cerpadlo Vyprazdnit cerpadlo

Casovag Pauza 20 [s]
Vicecestny ventil Pozice 10 - cela OUT

Cerpadlo Aspirace 300 [ul] Voda
Vicecestny ventil Pozice 5 - odpad

Cerpadlo Pritokova rychlost 60 [ul/s]

Cerpadlo Vypréazdnit cerpadlo

Cerpadlo Pozice IN

Cerpadlo Aspirace 500 [ul] Promyti

Cerpadlo Pozice OUT
Vicecestny ventil Pozice 9 - cela IN

Cerpadlo Transport do detekeni cely 250 [ul]
Vicecestny ventil Pozice 10 - cela OUT

Cerpadlo Aspirace 300 [ul]
Vicecestny ventil Pozice 5 Odpad

Cerpadlo Vyprazdnit Cerpadlo
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4.5.2 Analyza s pritokovou spiralni celou - KIT

Me¢teni s detektorem s prutokovou celou probihalo obdobnym zpiisobem. Nastaveni
350 V. Krom¢ napéti zde byl nastaven i rozsah stupnice detektoru, ktery se pohyboval
v hodnotach 0,01; 0,02; 0,05 a 0,1. Z rozsahu stupnice vysky piku lze vypocitat intenzitu
zmeéteného signalu v nA. Hodnoty vyhodnocené piistrojem lze ptepocitat dle nasledujici

rovnice [30].

Rovnice 3: Rovnice pro prepocet zméreného signalu na nA [40]

rozsah = 1000 « hodnota signalu
2,5

r=

U tohoto detektoru jsme predpokladali, ze jeho odezva bude citlivéjsi, proto bylo zvoleno

fedéni enzymu 1:4. Koncentrace ATP byla 20 pM.

U tohoto pfistroje byl pouZit stejny ovladaci software. Kroky méteni byly nasledujici:
Byla zvolena pozice ventilu IN a pritokova rychlost pro aspiraci 500 - 1500 pl
destilované vody. Nésledn¢ byla zvolena pozice ventilu OUT a pfistroj aspiroval z pozice
7 selekéniho ventilu ur€ity objem enzymu, z pozice 8 bylo aspirovano urcity objem ATP.
Poté byly z pozice 9 selekéniho ventilu obracenym smérem pohybu pistového Cerpadla
reagujici zony transportovany do pritokové cely a nasledné do odpadu. Poté doslo

k promyti systému nosnym proudem. U této cely nebylo potteba aspirovat vzduch.

4.5.3 Analyza s pritokovou spiralni celou — aspirace luciferinu a luciferazy

Pfi méfeni byla testovana optimalni priitokova rychlost. Priitok byl testovan od 30 ul/s az
po pritok 150 pl/s. Rychlost prutoku se zvySovala po 10 pl/s. Optimalni rychlost byla

hodnocena ze dvou opakovanych méfeni.
Pii méfeni 3 slozek (ATP, luciferin, luciferdza) je mozné aspirovat v riizném potadi:

1. ATP, luciferaza, luciferin
2. Luciferaza, ATP, luciferin

3. Luciferaza, luciferin, ATP
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4.5.4 Analyza na pristroji FIAlab

Program na ovladani piistroje FIAlab byl softwarové odlisny. Na tomto pfistroji byly
nastaveny dva parametry - integracni ¢as v ms a skenovaci rychlost v Hz. Pfi vSech
méienich byl na pfistroji zvolen integracni ¢as 50 ms a skenovaci rychlost 4 Hz. Detekce
méieného signalu neprobihd kontinudlng, ale skenovani je jednim z krokt ovladaciho

programu.

Analyza na tomto pfistroji probihala obdobné, jak je uvedeno v nésledujici tabulce €. 6.
Jeden cyklus méfeni zahrnoval aspiraci nosného proudu, ¢inidel a analytu, a nasledné byl
obsah hadicky veden do detektoru a poté do odpadu. Po cyklu méteni byl systém promyt

vodou.
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Tabulka 6: Program na oviadani pristroje FIAlab

Aspirace

Start cyklu 1

Pistové Cerpadlo Ventil IN

Pistové Cerpadlo Pritok 100  [ul/s]
Pistové Cerpadlo Aspirace 1500  [pl]
Méreni

ATP

Pistové Cerpadlo Ventil ouT
Vicecestny ventil Pozice 5

Pistové cerpadlo Pritok 50 [ul/s]
Pistové Cerpadlo Aspirace 100 [ul]

Analyt luciferaza

Pistové cerpadlo Ventil ouT
Vicecestny ventil Pozice 6

Pistové Cerpadlo Prutok 50 [ul/s]
Pistové Cerpadlo Aspirace 100 [ul]
Luciferin

Pistové Cerpadlo Ventil ouT
Vicecestny ventil Pozice 7

Pistové Cerpadlo Pritok 50 [ul/s]
Pistové Cerpadlo Aspirace 100 [ul]
Vyprazdnéni

Fotonasobic Zacatek méteni

Vicecestny ventil Pozice 8

Pistové cerpadlo Prutok 50 [ul/s]
Pistové Cerpadlo Vyprazdnit

Fotonasobic¢ Konec méfeni

Konec cyklu
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analyza s nepritokovou "batch' celou (pristroj ¢. 1)

5.1.1 Meéreni smési z komeréniho kitu

Prvni méfeni se tykalo linearity kalibrace stanoveni pomoci komer¢niho kitu, ktery
obsahoval smés luciferazy a luciferinu. Nejdiive byl testovan vliv snizujiciho se mnozstvi
¢inidla luciferinu a luciferazy ke konstantni hodnoté objemu ATP. Byl testovan objem
roztoku smésného ¢inidla od 80 pul do 20 pl po 5 ul za konstantniho objemu ATP 50 ul
o koncentraci 200 uM. Napéti bylo nastaveno na 0,620 V. Zvolena priitokova rychlost

byla 30 ul/s. V tabulce €. 7 jsou zaznamenany vysledky méfenti.

Tabulka 7: Mereni zavislosti intenzity chemiluminiscence na objemu smésného cinidla
z komercniho kitu

Intenzita
Objem smési z kitu [pl] chemiluminiscence [pA]
80 0,32
75 0,58
70 0,44
65 0,50
60 0,45
55 0,31
50 0,52
45 0,35
40 0,36
35 0,27
30 0,13
25 0,19
20 0,21

Z divodi velkych odchylek naméfenych hodnot (nizké opakovatelnosti) tyto vysledky
nebyly vyhodnoceny.

5.1.2 Stanoveni ATP

Pfi dalSim méfeni bylo konstantni mnozstvi roztoku c¢inidla z kitu 50 pl a ménilo se
mnozstvi ATP od 50 pl do 5 ul o koncentraci 200 uM. Pracovni napéti bylo zvoleno
0,470 V, prutokova rychlost 30 ul/s. V dobé&, kdy reakce probihala v detekéni cele, byl
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zastaven pohyb pistového cerpadla na dobu 10 s, aby bylo mozné zjistit, zda

chemiluminiscence probiha okamzité nebo je emitovano dlouhodobéji.

Tabulka 8: Merent zavislosti intenzity chemiluminiscence na mnozstvi ATP

Intenzita
Objem ATP [ul] chemiluminiscence [pA]

50 3,47
45 3,58
40 1,41
35 3,10
30 3,47
25 1,79
20 2,20
15 1,19
10 1,91

5 0,92

Linearita druhého méfeni také nebyla vyhodnocena. Opét pfi ném doslo k velkym
odchylkam namétfenych hodnot (nizka opakovatelnost). Detekéni cela nebyla vhodna pro
toto méfeni. Bylo to zplisobeno tvorbou bublinek v detekéni cele, které by se za
standardnich podminek vytvafet nemély. Za tvorbu bublinek je pravdépodobné
zodpovédné slozeni protékajici smési (fedici pufr obsahuje povrchové aktivni latky).
Dalsi nevyhodou byla nizka robustnost metody. Tudiz bylo méfeni pfeneseno na dalsi

pfistroj - FIAlab.

5.2 Analyza s prutokovou celou (pristroj €. 2 - FIAlab)

5.2.1 Stanoveni pomoci komer¢niho kitu

Mgéfteni probihalo za téchto podminek:

V ovladacim programu byla zvolena prutokova rychlost 30 ul/s. Pii vyssi prutokové
rychlosti (50 pul/s) byla snizena odezva detektoru. Objem aspirované smési z komercniho
kitu byl 100 pl a u kazdé dalsi analyzy se objem sniZzoval o 10 pl a objem ATP byl
konstantni 100 pl. Pii hodnoceni zavislosti intenzity chemiluminiscence na objemu
¢inidla odezva detektoru stoupd, ale u hodnot 80 ul, 90 ul a 95 ul byl pozorovan propad

naméfenych hodnot.
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Tabulka 9: Mereni zavislosti intenzity chemiluminiscence na objemu smési cinidla z komercniho
kitu

Intenzita
Objem smési z kitu [pl] chemiluminiscence [AU]
100 1204,17
95 752,28
90 659,15
80 664,84
70 957,08
60 776,60
50 449,57

5.2.2 Stanoveni ATP pomoci komerc¢niho Kitu

Opét byla zvolena pritokova rychlost 30 ul/s. Byla sledovéna zavislost snizujiciho se
objemu ATP pfi konstantnim mnozstvi smési luciferinu a luciferdzy z komer¢niho kitu
100 ul. Bylo potvrzeno, ze pti zvySovani objemu ATP roste odezva detektoru. Pti vyS$im
objemu ATP jiz signdl nevzriista, protoze dochazi k nasyceni reakce (vzhledem k objemu

smési Cinidel) a signdl zGstava stejny.

Tabulka 10: Méreni zavislosti chemiluminiscence na mnozstvi ATP

Intenzita
Objem ATP [ul] chemiluminiscence [AU]

100 1204,17
90 996,42
80 951,64
70 938,58
60 874,89
50 796,66
40 704,89
30 561,02
20 419,57
10 194,01
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Obrazek 13: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na mnozstvi ATP

Vysledné hodnoty v grafu byly prolozeny polynomickou spojnici trendu. Hodnota R? je

0,9985 a ziskana zavislost tedy mize slouzit jako kalibra¢ni (nelinearni kalibrace).

Na obrazku €. 15 je zdznam z méteni pro stanoveni ATP pomoci komer¢niho kitu. Na ose
X je znazornén ¢as v sekundach a na ose y je intenzita chemiluminiscencniho signalu.
Zaznam byl ziskan z méfeni, kdy byla prutokova rychlost 30 ul/s, objem enzymu byl
100 pl a objem ATP bylo 100 pl.

Time Series by Channel
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Obrdzek 14: Zaznam z méreni z ovladaciho programu pro stanoveni ATP pomoci komercniho
kitu
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5.2.3 Stanoveni pomoci roztokii luciferazy a luciferinu

Mg¢teni probihalo za stejnych podminek: rychlost toku 30 pl/s. Opét pii vyssi rychlosti
byla zjisténa nizsi odezva detektoru. Byl pouzit roztok ATP o koncentraci 20 uM, pouzity
objem 100 pl. U tohoto méteni byly pouzity luciferdza a luciferin zvlast’ v roztocich,
kazdy samostatn¢. Luciferinu jsme pouzili 50 pl na kazdé méteni. Luciferaza byla fedéna

100 pl na 1 ml, protoze pii méfeni s nefedénym roztokem byl signal pfilis vysoky.

Nejdiive bylo vyzkousSeno orienta¢ni métfeni nejvhodnéjsiho potadi aspirovanych slozek.
Bylo zvoleno poradi ATP (100 pl), luciferdza (100 pl), luciferin (50 ul) a voda pro
promiseni zménou sméru toku (50 pl) jako nejvhodnéjsi pro méfeni dle hodnocené vysky
signdlu. Nasledné byl testovan snizujici se objem luciferazy od 100 pl do 50 pl po 5 pl
pti konstantnim mnozstvi ATP a luciferinu. Pti dal§im snizovani objemu luciferazy pod

hodnotu 50 pl, jiz nebyla zaznamenana odezva (negativni piky).

Pii métfeni byl u nékterych hodnot zjiStén vyrazny rozdil v méfenich, a proto byla

k vyhodnoceni pouzita pouze jedna hodnota.

Tabulka 11: Intenzita chemiluminiscence v zavislosti na objemu luciferdzy

Intenzita
Objem luciferazy [ul] 1. méteni 2. méfeni | chemiluminiscence [AU]

Primér
100 - 468,53 468,53
95 532,14 486,22 509,18
90 631,51 497,65 564,58
85 572,24 490,46 531,35
80 570,53 569,08 569,80
75 546,97 512,51 529,74
70 502,48 - 502,48
65 454,90 485,02 469,96
60 409,29 - 409,29
55 441,19 407,11 424,15
50 426,51 378,28 402,40

V grafu byla vypusténa hodnota 60 pl z diivodu nizké hodnoty naméfeného signalu.
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Obrazek 15: Graf zavislosti zmény objemu luciferdazy na intenzité chemiluminiscence

Z namétenych hodnot v grafu je vidét trend zvySujici se intenzity chemiluminiscence

v zavislosti na zvysujicim se mnozstvi luciferazy.

Zaznam z méfeni je zndzornén na obrazku ¢. 19 pro stanoveni chemiluminiscence
luciferazy I. typu. Na ose x je zndzornén Cas v sekundach a na ose y je intenzita
chemiluminiscenéniho signdlu. Tento zaznam odpovidé nésledujicim podminkam — ATP
100 pl o koncentraci 20 uM, luciferaza 50 pl fedéna 100 pl na 1 ml, luciferin 50 pl
netfedény, pritokova rychlost 30 pl/s.
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Obrazek 16: Zaznam z méereni pro stanoveni intenzity chemiluminiscence luciferazy 1. typu
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5.2.4 Stanoveni luciferazy II. typu z lyzatu bunék

Dal$im métfenim na tomto piistroji bylo stanoveni luciferazy Il. typu z lyzovanych bunék
z Katedry farmakologie a toxikologie. Reak¢éni podminky méfeni byly nasledujici — byla
zvolena vyssi prutokova rychlost 50 ul/s — 100 ul/s, protoze byla podle udaji vyrobce
ocekavana rychlejsi emise zareni. K méfeni byly pouzity 2 roztoky — lyzat z bunck
s obsahem sekretované luciferazy II. typu a ¢inidlo QuantiLuc. Pfi testovani pratokové
rychlosti 50 ul/s ani 150 pl/s nebyl zaznamenan zadny signdl. Byly také vyzkouseny

moznosti:

lyzat 100 pl + QuantiLuc 100 pl + lyzat 100 pl

QuantiLuc 100 pl + lyzat 100 pl + QuantiLuc 100 pl

Také nebylo dosazeno zadné odezvy; ani v piipadée prutoku 150 pl/s.

Charakter reakce koelenterazinu s luciferazou II. typu je pro tento ptistroj pravdépodobné
ptilis rychly. Dochézi pii ni k rychlé emisi zafeni a pfistroj byl pfili§ pomaly na zachyceni
signdlu z pouzité reakce — nez byla reakéni smés dopravena systémem hadi¢ek do

detektoru, tak uz byl chemiluminiscenéni signal pfili$§ nizky.

5.3 Stanoveni s priitokovou spiralni celou (pristroj ¢. 3)

5.3.1 Stanoveni pomoci komerc¢niho kitu

Podminky analyzy — bylo nastaveno pracovni napéti 350 V a byl pouzit rozsah stupnice
0,5-0,05. Piedpokladali jsme, ze tento detektor je citlivejsi diky fotonasobici s vysokym
napétim, proto byl pouZit enzym fedény 1:4 a ATP o koncentraci 20 uM.

5.3.1.1 Stanoveni ATP

Pti méfeni byla testovana zména objemu ATP. Byla vyuzita ,,sandwichova‘“ metoda, kdy
byla smés luciferazy a luciferinu z komercniho kitu pted i za aspirovanym ATP v objemu
100 pl. Tedy byl zvolen konstantni objem luciferazy 200 pl rozdélenych do dvou
aspirovanych zén a byla sniZovana hodnota objemu ATP od 40 pl do 5 pl po 5 ul

Pritokova rychlost byla zvolena na 50 pl/s.

V tabulce ¢. 12 jsou zaznamenany vysledky z méfeni a pfepoctené hodnoty intenzity
chemiluminiscence dle daného rozsahu pfistroje.
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Tabulka 12: Méreni zavislosti intenzity chemiluminiscence na objemu ATP

Intenzita
ATP objem [pl] hodnota rozsah chemiluminiscence [ptA]

40 1,00 0,5 199,20

35 0,85 0,5 170,54

30 0,75 0,5 150,54
25 0,64 0,5 127,40
20 1,31 0,2 104,81

15 1,00 0,2 80,10

10 1,32 0,1 52,79

5 1,40 0,05 27,97

V grafu byla vyhodnocena linearni zavislost, kdy hodnota spolehlivosti R? je 0,9986.
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Obrazek 17: Zavislost intenzity chemiluminiscence na objemu ATP

5.3.1.2 Stanoveni pomoci komercniho kitu
V dal$im méfeni jsme vyzkouseli opét ,,sandwichovou* metodu. Nyni byla testovadna
zména objemu Cinidla z komerc¢niho kitu ke konstantnimu objemu ATP, kterého bylo 40

ul o ¢ =20 uM. Potadi aspirovanych zon bylo: smés ¢inidla — ATP — smés ¢inidla.
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Tabulka 13: Meéreni zavislosti chemiluminiscence na zméné objemu komercniho kitu ke
konstantnimu mnozstvi ATP

Objem luciferazy [pl] Hodnota Rogzsah . In.te1.121ta
chemiluminiscence [ptA]

100+100 200 1,00 0,50 199,20
90+90 180 0,84 0,10 33,52
80+80 160 1,65 0,05 32,98
70+70 140 1,66 0,05 33,20
60+60 120 1,47 0,05 29,36
50+50 100 1,21 0,05 24,24
40+40 80 0,95 0,05 18,93
30+30 60 1,62 0,02 12,94
20+20 40 0,75 0,02 5,96

V grafu byly pouzity hodnoty do 180 pl, protoze hodnota u 200 pl byla velmi vysoka,

a proto nebyla vyhodnocena, pravdépodobn¢ z divodu chyby méteni.
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Obrazek 18: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na objemu smési cinidla z komercniho
kitu

V grafu byla vyhodnocena polynomické nelinedrni zavislost, kdy hodnota spolehlivosti

R?je 0,9952.

5.3.2 Stanoveni pomoci samostatnych ¢inidel luciferazy a luciferinu

Me¢teni probihalo pfi pritoku 120 pl/s, pracovnim napéti 350 V, rozsah byl zvolen na

0,05. U analyzy byl pouzit krok promiseni zménou sméru toku s objemem 20 pl vody
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z diavodu lep§itho promichani aspirovanych zén a lep$i odezvy detektoru. Byly

vyzkouseny 3 typy potadi aspirovanych ¢inidel:

1. ATP, luciferaza, luciferin
2. Luciferaza, ATP, luciferin

3. Luciferaza, luciferin, ATP

Jako nejvhodnéjsi poradi slozek se ukazalo ATP, luciferaza, luciferin — u méfeni byla

viditelna nejlepsi odezva detektoru a nejvyssi chemiluminiscencni signal. Tyto podminky

byly testovany pii prutokoveé rychlosti 120 ul/s.

5.3.2.1 Stanoveni luciferazy I. typu

U analyzy byla pouzita ¢inidla: ATP ¢ = 20 uM, 100 pl; luciferaza, fedéna 100 pl na

5 ml, 10-100 pl; luciferin, netedény (obsah lahvi¢ky do 5 ml), 50 pl. Pritokova rychlost
110 pl/s, napéti 350 V, rozsah 0,05; krok promiseni 20 pl.

Tabulka 14: Meéreni zavislosti chemiluminiscence na zmené objemu luciferdazy

Objem luciferazy Chemiluminiscence
[ul] 1. hodnota | 2. hodnota Primér [LA]
100 1,57 1,58 1,58 31,57
90 1,62 1,69 1,66 33,11
80 1,66 1,84 1,75 35,01
70 1,61 1,69 1,65 33,00
60 1,62 1,63 1,62 32,47
50 1,49 1,49 1,49 29,78
40 1,31 1,26 1,28 25,63
30 0,90 1,02 0,96 19,14
20 0,65 0,68 0,67 13,31

10 0,25 0,26 0,26 5,13

Graf byl vyhodnocen do hodnoty 70 pl, dal$i hodnoty jiz nebyly zahrnuty.
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Obrdazek 19: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na zmené objemu luciferazy

V grafu byla vyhodnocena line4rni zavislost, kdy hodnota spolehlivosti R? je 0,9982.

Zaznam z méfeni na pristroji je zaznamenan na obrazku ¢. 23. Na ose X je znazornén cas

ana ose y je zndzornéna intenzita chemiluminiscence.
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Obrazek 20: Zaznam z mereni chemiluminiscence pomoci samostatnych roztokit luciferinu
a luciferazy
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5.3.3 Stanoveni luciferazy II. typu z lyzatu bunék

Me¢éieni probihalo s ¢inidlem QuantiLuc, ke kterému byl aspirovan lyzat z bunck

sekretujicich luciferazu II. typu.

Podminky analyzy: aspirace roztok — 50 pl/s, aspirovan QuantiLuc 100 pl a poté lyzat
z bunék, pratok — 200 ul/s, napéti 350 V; rozsah 0,02; krok s promisenim 20 pl.

Tabulka 15: Méreni zavislosti intenzity chemiluminiscence na zméné objemu luciferazy 1. typu

Intenzita
Objem lyzatu [pl] 1. hodnota 2. hodnota chemiluminiscence
Primér [AU]

100 0,92 0,92 0,92
95 0,94 0,89 0,91
90 0,92 0,90 0,91
85 0,93 0,90 0,91
80 0,93 0,92 0,93
75 0,94 0,94 0,94
70 0,95 0,91 0,93
65 0,93 0,94 0,93
60 0,97 0,98 0,98
55 0,95 0,96 0,95
50 0,98 0,97 0,97
45 0,98 0,95 0,97
40 0,99 1,01 1,00
35 0,98 0,98 0,98
30 0,96 0,92 0,94
25 0,91 0,89 0,90
20 0,83 0,82 0,82
15 0,72 0,72 0,72
10 0,54 0,54 0,54

5 0,27 0,27 0,27

Hodnoty byly proloZeny polynomickou kfivkou, kdy hodnota spolehlivosti R* je 0,9891.
V grafu jsou znazornény hodnoty pouze do 40 ul z diivodu kolisani naméteného signalu

ve vyssSich objemech aspirovaného roztoku lyzatu.
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Obrazek 21: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na objemu luciferdzy 1. typu
z lyzatu bunek

Na obrazku ¢. 25 se nachazi zdznam z méfeni luciferazy Il typu. Na ose X je vyznacen
¢as v sekundach a na ose y je intenzita chemiluminiscence. Na zdznamu jsou piky za
podminek — QuantiLuc 100 pl, lyzat 45 ul, pratok 200 pl/s, napéti 350 V, rozsah 0,02;
krok promiseni 20 pl.
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Obrazek 22: Zdaznam z merent luciferazy II. typu
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5.3.3.1 Stanoveni luciferazy II. typu pomoci sandwichové metody

U stanoveni luciferdzy II. typu byla vyuzita také sandwichovd metoda:
¢inidlo - enzym - ¢inidlo (QuantiLuc 100 ul — luciferaza II. typu z lyzatu 100 pl -
QuantiLuc 100 ul)

Podminky analyzy byly — pritokova rychlost 200 ul/s, napéti 350 V, rozsah 0,02,
promichavaci krok 20 pl.

Tabulka 16: Vysledky méreni chemiluminiscence sandwichovou metodou - stanoveni
luciferazy II. typu

Objem lyzatu [pl] 1. hodnota [AU] | 2. hodnota [AU] Primér [AU]
100 0,68 0,65 0,66
95 0,73 0,68 0,71
90 0,72 0,70 0,71
85 0,69 0,69 0,69
80 0,60 0,62 0,61
75 0,69 0,64 0,67
70 0,64 0,66 0,65
65 0,67 0,61 0,64
60 0,62 0,64 0,63
55 0,67 0,63 0,65
50 0,65 0,68 0,67
45 0,69 0,67 0,68
40 0,65 0,66 0,66
35 0,28 0,23 0,26
30 0,26 0,26 0,26
25 0,25 0,24 0,24
20 0,23 - 0,23
15 0,22 0,25 0,24
10 0,23 - 0,23

5 0,22 0,22 0,22

Toto méfeni nebylo vyhodnoceno z diivodu skokového zvySeni naméteného signalu. To
bylo zplisobeno rozsvicenim nebo odtazenim Zaluzii. Detektor je velmi citlivy na okolni

svétlo. Méfeni jsme nezopakovali z divodu nedostatku lyzatu z mikrotitracnich desticek.

5.3.3.2 Stanoveni luciferazy I1. typu pomoci sandwichové metody Fedénim lyzatu
U této sandwichové metody bylo vyuzito méfeni, pfi kterém je konstantni objem c¢inidla

a snizuje se objem lyzatu, ktery je ale doplnén odpovidajicim mnoZstvi vody, aby celkovy
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objem lyzatu s vodou byl 60 pl. Méfeni probihalo za stejnych podminek jako ptedchozi

meéteni. Usporadani aspirovanych roztokl byl nasledujici:

QuantiLuc (100 pl) + lyzat s vodou (60 ul) + QuantiLuc (100 ul)

Tabulka 17: Vysledky mereni zavislosti intenzity chemiluminiscence na redeni obsahu luciferdzy
1. typu sandwichovou metodou

Intenzita
Lyzat [ul] Voda [pl] 1. hodnota 2. hodnota chemiluminiscence
Prumér [AU]
5 55 1,22 1,12 1,17
10 50 1,25 1,25 1,25
15 45 1,30 1,30 1,30
20 40 1,36 1,33 1,34
25 35 1,41 1,35 1,38
30 30 1,40 1,40 1,40
35 25 1,30 1,32 1,31
40 20 1,32 1,31 1,32
45 15 1,31 1,28 1,30
50 10 1,31 1,30 1,31
55 5 1,29 1,28 1,29
60 0 1,36 1,36 1,36

V grafu jsou znazornény hodnoty pouze do 30 pl z divodu kolisdni naméteného signalu
ve vysSich objemech aspirovaného roztoku lyzatu. Hodnoty byly proloZeny

polynomickou k¥ivkou, kdy hodnota spolehlivosti R? je 0,9982.
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Obrazek 23: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na obsahu luciferazy II. typu -
sandwichova metoda

5.3.3.3 Stanoveni luciferazy I1. typu pomoci Fedéni lyzdtu

Me¢teni chemiluminiscence luciferazy II. typu pfi fedéni lyzatu z bunek — tedy snizovani

koncentrace luciferazy. Objem luciferazy 50 ul (fedény vodou od 1:0 do 1:8) a QuantiLuc

100 pl. Podminky analyzy byly - pritok 50 pl/s, bez promichavaciho kroku, napéti 350 V,

rozsah 0,01.

V tabulce je zaznamendn procentualni pomér pii fedéni lyzatu z bunék a vody, hodnoty

naméfené piistrojem a jejich primérnéd hodnota.

Tabulka 18: Vysledky méreni intenzity chemiluminiscence za pomoci redeni luciferdzy II. typu -

bez promichani
Procentualni Intenzita
pomér lyzatu | 1. hodnota | 2. hodnota | 3.hodnota | 4.hodnota | chemiluminiscence
s vodou Primér [AU]

100,00 0,26 0,28 0,30 0,25 0,27
75,00 0,28 0,27 0,27 0,27 0,27
50,00 0,26 0,25 0,25 0,25 0,25
33,33 0,19 0,18 0,19 0,18 0,19
25,00 0,13 0,16 0,15 0,16 0,15
20,00 0,09 0,11 0,10 0,11 0,10
16,66 - 0,08 0,08 0,09 0,09
14,29 0,06 0,07 - 0,07 0,07
12,50 0,06 - 0,06 - 0,06
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Na obrazku €. 27 je v grafu zndzornéna kiivka zavislosti intenzity chemiluminiscence na

fedéni lyzatu.
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Obrazek 24.: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na redéni lyzatu z bunék

5.3.3.4 Stanoveni luciferazy I1. typu pomoci iedéni lyzdatu s vodou s promichdanim
U tohoto méfeni byly nastaveny stejné podminky analyzy, navic byl pouzit pouze krok

promiseni s 20 ul vody.
V tabulce a grafu je zaznamenan procentualni pomér fedéni lyzatu a vody.

Tabulka 19: Vysledky mérent intenzity chemiluminiscence za pomoci redeéni luciferazy 1. typu -
s promichanim

Procentualni Intenzita
pomér lyzatu | 1. hodnota | 2. hodnota | 3. hodnota | 4. hodnota | chemiluminiscence
s vodou Primér [AU]
100,00 0,31 0,35 0,32 0,35 0,33
75,00 0,32 0,33 0,32 0,30 0,32
66,66 0,30 0,28 0,27 0,29 0,28
50,00 0,25 0,22 0,24 0,21 0,23
33,33 0,22 0,18 0,18 0,17 0,19
25,00 0,12 0,15 0,14 0,12 0,13
20,00 0,12 0,11 0,12 0,11 0,11
16,66 0,09 0,09 0,11 0,07 0,09
14,29 - 0,06 0,06 - 0,06
12,50 0,06 0,05 - - 0,05
11,11 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03
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Obrazek 25: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na redeni lyzatu - s promichanim

Na obrazku €. 29 se nachédzi zaznam z méteni luciferazy II. typu. Toto méfeni bylo
provedeno pomoci fedéni lyzatu buné€k vodou. Podminky méteni byly — 4 opakovani,
luciferaza fedéna 1:2 (tedy 33,33 %), objem aspirované¢ho enzymu s vodou 50 pl, objem

QuantiLucu 100 pl, pritokova rychlost 50 pl/s, napéti 350 V, rozsah 0,01.
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Obrazek 26: Zaznam meérent luciferazy I1. typu pomoci redeni lyzatu
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5.3.3.5 Stanoveni luciferazy I1. typu pomoci sandwichové metody Fedénim lyzdtu

Pti méfeni bylo vyuzito fedéni s vodou 1:0, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6. U tohoto méteni

byla vyuzita sandwichova metoda - QuantiLuc (100 pl) + Lyzat (60 ul) + QuantiLuc

(100 pl). Podminky analyzy byly zvoleny - napéti 0,350 V, rozsah 0,01; pratok 50 ul/s,

promichévaci krok 20 upl. V tabulce a grafu je zaznamendna zavislost intenzity

chemiluminiscence na procentualnim poméru fedéni lyzatu.

Tabulka 20: Vysledky mérent intenzity chemiluminiscence za pomoci redéni luciferazy I1. typu
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100 0,36 0,34 0,35 0,34 0,35
50 0,25 0,24 0,26 - 0,25
33,33 0,19 0,17 0,19 - 0,18
25 0,13 0,13 - 0,11 0,13
20 0,11 0,09 0,10 0,11 0,10
16,66 0,06 0,07 0,09 0,08 0,08
14,29 0,05 0,05 0,05 - 0,05
primér
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y =-4E-05x2 + 0,0084x - 0,0542

100 120

Obrazek 27: Graf zavislosti intenzity chemiluminiscence na redeni lyzdatu sandwichovou
metodou

53



6 SOUHRN

Porovnani piistrojt
Ptistroj ¢. 1 — neprttokova cela

Neprutokova cela s nizkonapétovym detektorem se ukazala jako nevhodna pro méieni
z divodu nizké citlivosti a malé robustnosti metody. Pfi analyze dochdzelo k tvorbé
bublin v detekéni cele a tim doSlo k interferenci namétfeného signdlu a k ovlivnéni

vysledki analyzy.
Ptistroj ¢. 2 — FIAlab

Pti testovani luciferdzy I. typu byla zvolena optimalni pratokova rychlost 30 ul/s. Pti
vyssim pritoku (50 pl/s) dochdzelo k rozmyvani reakéni zony a snizovani odezvy
detektoru. Byl sledovan trend nasyceni reakce. Determina¢ni koeficient R? u stanoveni
ATP za pomoci komer¢niho kitu je 0,9985. U stanoventi luciferazy I. typu zv1ast’ v roztoku

s luciferinem je determinaéni koeficient R? 0,9893.

Neni vhodny pro stanoveni luciferazy II. typu (sekretované, reagujici s koelenterazinem),
Charakter reakce koelenterazinu s QuantiLucem je pro tento ptistroj pravdépodobné piilis
rychly, protoze intenzita emitovaného svétla je sice vyssi, ale probihad kratS$i dobu.
Prodlevy mezi jednotlivymi ptikazy programu zpomaluji transport reakéni zony do
reakeni cely a reakce probéhne diive, neZz detektor stihne signél zachytit. TudiZ nebyl
naméfen zadny signal.

Ptistroj €. 3 — pritokova spiralni cela

U méfeni s komer¢nim kitem byla vyuzita sandwichova metoda méfeni, kdy u stanoveni

byla zvolena priitokova rychlost 50 ul/s. U stanoveni ATP byl determinac¢ni koeficient R?

0,9986 a u stanoveni luciferdzy z komeréniho kitu byl determinaéni koeficient R? 0,9952.

Pfi méteni samostatnych roztoki luciferazy a luciferinu bylo nejvhodnéjsi potadi slozek
ATP, luciferaza, luciferin. Optiméalni priitokova rychlost byla stanovena na 120 pl/s.

determinaéni koeficient byl R* 0,9982.

Nejlepsich vysledkd u méfeni s QuantiLucem a luciferazou II. typu se dosahuje pii
niz§ich objemech. Pti vysSich objemech piky chvostuji a dochazi k rozmyvéani zon.

U stanoveni luciferazy s QuantiLucem byl determinaéni koeficient R? 0,9891. Aspirace
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vzorkll pii 50 pl/s a pritokova rychlost reakéni smési do detektoru byla 200 pl/s.
U méfeni luciferazy s doplnénim objemu do 60 pl probihala aspirace roztokt pii 50 ul/s
a pritokova rychlost méfeni byla 200 pl/s. Determinaéni koeficient byl R? 0,9982.
U méieni s fedénim lyzatu bunék bez promiseni byl R? 0,9912. Priitokova rychlost byla
50 ul/s. U meéfeni s fedénim lyzatu bunék s promisenim (20 pl) byl determinacni
koeficient R? 0,9969. Pritokové rychlost byla 50 pl/s. Sandwichové méfeni s fedénim

lyzatu probihalo za prutokové rychlosti 50 pl/s s promisenim 20 pl.
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7 ZAVER
Pti méfeni byly pouzity dva typy enzymu luciferazy.

Luciferaza I. typu (nesekretovand) se nachdzi ve svétluskach. Reaguje s luciferinem,
ATP a Mg?" ionty za vzniku oxyluciferinu a dochazi k emisi chemiluminiscence o vlnové

vwr

az v fadech nékolika minut.

Luciferaza II. typu (sekretovand) je pfitomna u motskych zivocichl. V préci byla vyuzita
luciferaza, jejiz vektor byl zaveden do geneticky upravenych bun¢k HepG2. Reaguje
s koelenterazinem =za vzniku koelenteramidu. Pii reakci dochazi k emisi
chemiluminiscen¢niho zéfeni o vinové délce 480-490 nm a o vyssi intenzité, ale probiha

krats$i dobu - pouze jako zéblesk po dobu maximélné n¢kolika vtefin.

Determinaéni koeficient R? se u naméfenych analyz pohyboval od hodnoty
0,9891 do 0,9986. Tato prace byla vyuzita k experimentalnimu stanoveni luciferazy
I. a II. typu v ramci toxikologickych testil. Je to prvni prace na toto téma. Cil prace byl
splnén. Pfistroj a metoda maji potencidl do budoucnosti, ale metoda pottebuje jeste
zdokonalit, aby mohla byt vyuzivana rutinn€ pro standardni testovani. To je ukolem

budoucich diplomovych praci, které se touto tematikou budou zabyvat.
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