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1. UVOD
1.1 Reporterski geni

Reporterski geni Siroko se koriste u prouCavanju genske ekspresije i1 stanicnih dogadaja
povezanih s ekspresijom gena u farmaceutskim i biomedicinskim istrazivanjima, kao i u
molekularnoj biologiji i biokemiji. Glavna uloga im je pracenje ekspresije ciljnog gena
(vrijeme, mjesto, razina itd.). Tipi¢no, reporterski gen je kloniran s DNA sekvencom od
interesa u ekspresijski vektor koji se zatim unosi u stanice domacina. Nakon unosa
rekombinantnog vektora, prisutnost reportera u stanicama testira se izravnim odredivanjem
koncentracije samog reporterskog proteina ili mjerenjem enzimske aktivnosti reportera. Dobar
reporterski gen moze se lako identificirati i kvantitativno mjeriti kada se eksprimira u
organizmu 1ili stanicama od interesa. Najpoznatiji reporteri su primjerice, P-galaktozidaza,

kloramfenikol acetil-transferaza, -glukuronidaza, zeleni fluorescentni protein te luciferaza.
1.2 Bioluminiscencija

Pojam bioluminiscencija dolazi od grcke rijeci bios Sto znaci Zivot 1 latinske rijeci lumos $to
znaci svjetlo. Bioluminiscencija predstavlja jedan od oblika kemiluminiscencije u kojem se
energija (40-60 kcal) oslobada kemijskom reakcijom u obliku vidljive svjetlosti.
Bioluminiscencijska reakcija podrazumijeva oksidaciju luciferina kataliziranu enzimom
luciferazom. Luciferin 1 luciferaza su genericki pojmovi i moraju biti detaljnije definirani
vrstom organizma u kojem se pojavljuju. Luciferaze su proteini razli¢itih veli¢ina (20-62
kDa), struktura i fizikalno-kemijskih svojstava. Bioluminiscencijski reporterski geni koji
kodiraju za luciferaze izolirani su iz raznih vrsta filogenetic¢ki udaljenih organizama sposobnih
za proizvodnju svjetlosti. Luciferini su supstrati luciferaza koji nakon oksidacije prelaze u

vrste odgovorne za svjetlosnu emisiju (Roda, ured., 2010).
1.3 Primjena bioluminiscencijskih reporterskih gena u razvoju lijekova

Uvodenjem bioluminiscencijskih reporterskih gena u prokariotske i1 eukariotske stanice
omoguceno je pracenje odredenih stani¢nih dogadaja mjerenjem bioluminiscentnog signala.
Pomoc¢u bioluminiscencijskih reporterskih gena mogu se proucavati genska ekspresija,
posttranslacijske modifikacije, protein-protein interakcije, stani¢na signalizacija 1 drugi
stani¢ni dogadaji. Luciferazni testovi su jednostavni za izvodenje, dodatkom luciferina u
medij stanica koje eksprimiraju luciferazu dolazi do reakcije popracene emisijom svjetlosti,

koju se detektira pomocu wuredaja za detekciju svjetlosti, tzv. luminometra s



fotomultiplikatorom. Napredna bioluminiscencijska tehnologija omogucuje kvantitativnu
vizualizaciju stanicnih dogadaja na razini pojedinane stanice u stvarnom vremenu
koristenjem visoko osjetljivih kamera s ugradenim nabojem spregnutim uredajima (eng.
charge coupled device, CCD). Zbog jednostavnosti izvodenja, neinvazivnosti i1 velike
osjetljivosti bioluminiscencijskih ispitivanja ona se ¢esto primjenjuju u ranim fazama razvoja
lijekova. Prikladna su za visokoproto¢no pretrazivanje (eng. high-throughput screening, HTS)
opseznih knjiznica kemijskih spojeva u potrazi za spojevima kandidatima za lijek te za
proucavanje mehanizma djelovanja kandidata lijekova u svrhu njihove optimizacije. Takoder,
injektiranjem bioluminiscentnih tumorskih, imunosnih, mati¢nih ili drugih tipova stanica
malim Zivotinjama moguce je pratiti broj i prostornu raspodjelu tih stanica u Zivotinjskim
modelima. Na taj nacin mogu se proucavati patoloski mehanizmi odredenih bolesti i odgovor
organizma na tretman lijekovima pa je bioluminiscentno biolosko oslikavanje (eng.

bioluminescence imaging, BLI) prikladno za primjenu u pretklinickom razvoju lijekova.



2. OBRAZLOZENJE METODE

Korisnost bioluminiscencijskih gena reportera i bioluminiscencijske tehnologije u osnovnim 1
primijenjenim znanstvenim istrazivanjima potvrduje ogromna koli¢ina znanstvenih
publikacija, patenata, proizvoda na trziStu i namjenske instrumentacije. Otkrivanje i razvoj
lijekova je bez sumnje jedno od podrucja koje primjena bioluminiscencije moze znacajno
unaprijediti. Dobro je poznato koliki se napori i nov€ana sredstva moraju uloziti u razvoj
novog lijeka koji se Zeli plasirati na trziSte te koliko lijekova zaista uspije pro¢i klinicka
ispitivanja zbog nedostatka ucinkovitosti i sigurnosti. Stoga je vrlo vazno u najranijim fazama
postupka otkrivanja lijeka dobiti maksimalnu koli¢inu informacija o spojevima koji su
kandidati za novi lijek i1 tako povecati pouzdanost i1 predvidljivost rezultata u sljede¢im
koracima. Takav pristup poti¢e smanjenje troskova i ubrzava cijeli proces otkrivanja i razvoja

lijeka, a 1 u skladu je sa zahtjevima o eti¢nim i odgovornim istrazivanjima.

U literaturi se bioluminiscencijske metode ¢esto navode kao najprikladnije za proces ranog
razvoja lijekova 1 pretklinicka ispitivanja pa ovaj diplomski rad daje pregled najcesce
koristenih bioluminiscencijskih gena reportera i njihovih svojstava. Takoder, cilj ovog rada je
istraziti mogucnosti primjene bioluminiscencijskih gena reportera u procesu razvoja lijekova,
opisati prednosti bioluminiscencijskih metoda pred drugim konvencionalnim metodama
koristenim u razvoju lijekova, uzeti u obzir i nedostatke i potencijalna ogranienja njihove
primjene te razmotriti smjerove u kojima bi se bioluminiscencijska tehnologija mogla razvijati

u budu¢nosti kako bi nadisla postojece probleme.



3. MATERIJALI I METODE

Istrazivanje u okviru ovog diplomskog rada je teorijskog karaktera i ukljucuje pregled
dostupne znanstvene i strucne literature o predlozenoj temi. Literatura je pretrazena
elektronickim putem, a koristene su relevantne bibliografske baze podataka PubMed i Science
Direct. Nakon pocetnog uvida u pregledne radove na temu bioluminiscencijskih gena
reportera dostupne u literaturi napravljen je popis najces¢e koristenih bioluminiscencijskih
gena reportera. Prema popisu su u detaljnijem pretrazivanju baza podataka koristene klju¢ne
rije¢i koje ukljucuju kolokvijalne nazive pretrazivanih bioluminiscencijskih reportera
Hhrefly®, ,.click beetle, ,luciola* ,renilla®, ,,gaussia“, ,metridia“, ,,nanoluc®, ,,cypridina®,
,bacterial luciferase” kao 1 puni latinski nazivi organizama iz kojih luciferaze potjecu,
primjerice ,,photinus pyralis®, ,luciola italica®, ,renilla reniformis* itd. u kombinaciji s
kljuénom rijeci ,,luciferase®. Istrazivanje je dopunjeno i pretragom kratica koje se koriste u
nazivlju reportera, npr. ,,fluc*, ,,rluc®, ,,gluc* itd. Pri pretrazivanju literature na temu novije
primjene bioluminiscencijskih gena reportera u razvoju lijekova koristene su gore navedene
kljucne rijeci, ali uz dodatak klju¢nih rijeci ,,drug development”, ,,drug discovery*, ,new
drugs“ i sl. U tom su slucaju prilikom pretrazivanja literaturni izvori ogranieni na one
objavljene u zadnjih 5 godina. Osim toga, pretrazene su 1 mrezne stranice proizvodaca i
distributera bioluminiscencijskih reporterskih gena kao S§to su Promega, ThermoFisher

Scientific, Biotium, Sigma Aldrich i New England Biolabs.



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1 Bioluminiscencijski geni reporteri
4.1.1 Raznolikost bioluminiscencijskih reportera

Najrazli¢itije vrste organizama, poput bakterija, gljiva, mekusaca, rakova, insekata, riba i
biljakasposobne su emitirati svjetlost u obliku bioluminiscencije. Postoje dva glavna tipa
bioluminiscencije. Prvi tip ukljucuje biokemijsku reakciju oksidacije male organske molekule,
luciferina, katalizirane pomocu enzima luciferaze. Ukupna koliCina emitirane svjetlosti u
ovom je tipu bioluminiscencije izravno proporcionalna koli¢ini luciferina prisutnog u
organizmu. Luciferaze se mogu podijeliti s obzirom na vrstu supstrata koji iskoriStavaju za
svoje reakcije pa razlikujemo luciferaze ovisne o D-luciferinu, koelenterazinu, furimazinu,

Cypridina luciferinu (vargulinu) 1 drugim supstratima (Slika 1.) (Kaskova i sur., 2016).
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Slika 1. Sazeti prikaz bioluminiscencijskih reakcija oksidacije razli¢itih luciferinskih supstata kataliziranih
pripadnim luciferazama (preuzeto i prilagodeno iz England i sur., 2016).



S druge strane, postoje bioluminiscencijski sustavi izolirani iz razliCitih vrsta
bioluminiscentnih bakterija koji ne zahtijevaju dodatak luciferina za provodenje
bioluminiscencijske reakcije. Naime, bakterijski operon /uxABCDE, osim za samu luciferazu
kodira i za enzime potrebne za sintezu supstrata i obnavljanje aktivnosti luciferaze (Contag i

sur., 1995).

Najcesce koristena luciferaza je izolirana iz sjevernoamericke krijesnice Photinus pyralis
(eng. firefly luciferase, FLuc), a neka od njezinih svojstava kao i svojstva ostalih Cesto
koriStenih luciferaza prikazana su u Tablici 1.

Tablica 1. Najces¢e koristene luciferaze za koje su komercijalno dostupne kodirajuc¢e sekvence (preuzeto i
prilagodeno iz Michelini i sur., 2014).

Luciferaza Organizam Duljina M: Supstrat BL Distributeri
proteina (kDa) Amax
(nm) (nm)
FLuc* Photinus pyralis 550 61 D-luciferin 557 Promega,
Thermo
Scientific,
Sigma
Aldrich,

Biotium, NEB

GLuc* Gaussia princeps 185 19.9 koelenterazin | 482 Thermo
Scientific,
Targeting
Systems
RLuc* Renilla reniformis 312 36 koelenterazin | 475 Thermo
Scientific,
Targeting
Systems
NanoLuc* Oplophorus 171 19,1 furimazin 465 Promega
gracilirostris
Luciola Luciola italica 548 61 D-luciferin 610 Targeting
luciferaza Systems
CBG99 Pyrophorus 542 64 D-luciferin 537 Promega
plagiophthalamus




CBR Pyrophorus 542 64 D-luciferin 613 Promega
plagiophthalamus

Cypridina Cypridina noctiluca 555 62 Cypridina 463 Prolume,

luciferin Targeting
luciferaza

Systems

Bakterijska Bakterije rodova 700 A: 42 FMNH + 490 Promega,
luciferaza Photorhabdus i Vibrio B: 37 dugolancani Sigma
(LuxAB) aldehidi Aldrich, NEB

aa- aminokiseline, BL- bioluminiscencija

*-luciferaze dostupne u razli¢itim oblicima (npr. unutarstani¢ne, sekrecijske, s kra¢im poluzivotom)

Drugi tip bioluminiscencije ukljucuje drugaciji reakcijski mehanizam koji ukljucuje
fotoproteine. Fotoproteini imaju sposobnost emisije svjetlosti u vodenim otopinama neovisno
o kemijskoj ili enzimskoj reakciji. Za razliku od luciferaza oni su kovalentno vezani za
luciferin te se emisija svjetlosti dogada u prisutnosti dodanog okidaca, najcesce kalcijevih ili
vodikovih iona, a ukupna koli¢ina emitirane svjetlosti u tom je slu¢aju proporcionalna koli¢ini
prisutnog fotoproteina (Roda, ured., 2011). Najpoznatiji fotoproteini su aequorin izoliran iz
morske vrste Aequorea victoria te obelin iz vrste Obelia longissima (Slika 2.) (Michelini i

sur., 2014).

Aequorin

Obelin

Slika 2. Strukture fotoproteina aequorina (lijevo) i obelina (desno) (preuzeto iz Li i sur., 2012).

Luciferaze su izolirane 1 okarakterizirane u puno vecem broju nego fotoproteini, a i primjera
njihove primjene u biomedicinskom podrucju je viSe. Stoga ovaj rad obraduje prvi tip

bioluminiscencije, odnosno luciferazne reporterske enzime i nacine na koje se njihove

bioluminiscencijske reakcije mogu iskoristiti u razvoju lijekova.




4.1.2 Bioluminiscencijski sustavi ovisni o D-luciferinu
4.1.2.1 Luciferaza Krijesnice

Najcesce koriSten bioluminiscencijski reporter je luciferaza krijesnice (eng. firefly luciferase,
FLuc) (Shimomura, 2006). FLuc je monomerni enzim od 61 kDa kloniran iz
sjevernoamericke krijesnice Photinus pyralis (Slika 3.), ¢lan superporodice adenilat-
formiraju¢ih enzima koja ukljucuje acil- 1 aril-CoA-sintetaze i1 neribosomske peptidne
sintetaze. Primarnom je strukturom FLuc najbliza odredenim acil-CoA ligazama (oko 30%

homologije s biljnom 4-kumarat:CoA ligazom) (Baldwin, 1996).

Slika 3. Sjevernoamericka krijesnica (Photinus pyralis) (preuzeto s
https://en.wikipedia.org/wiki/Photinus_pyralis).

Zajednicki mehanizam ove porodice enzima ¢ini aktivacija supstrata prijenosom adenilatne
skupine na supstrat uz nastajanje meduprodukta vezanog na enzim (Conti i sur., 1996;
McElroy i sur., 1967). FLuc je 4-oksidoreduktaza (ATP-hidroliziraju¢a, dekarboksilirajuca)
(EC 1.13.12.7) koja za reakciju zahtijeva luciferinski supstrat koji u svojoj strukturnoj formuli
sadrzi hidroksi-benzotiazolil-tiazolin-karboksilnu kiselinu (D-LH»). FLuc katalizira reakciju
oksidacije D-luciferina (Slika 4.) u dva koraka popradenu emisijom svjetlosti, obi¢no u
zeleno-zutom podrucju (emisijski maksimum na 550-570 nm). Osim D-luciferina, da bi mogla
proizvesti svjetlost, luciferazi je potrebna prisutnost ATP-a, kisika i metalnih kationa

(najéesce Mg?") (Marques i Esteves da Silva, 2009).
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Slika 4. Reakcija oksidacije D-luciferina u dva koraka popracena emisijom bioluminiscentne svjetlosti (preuzeto
s www.sigmaaldrich.com).

Reakcija luciferaze (Slika 5.) je Sn2 nukleofilna supstitucija na molekuli luciferina (D-LHz)u
kojoj karboksilat na tiazolinskom prstenu napada a-fosfatnu skupinu ATP-a. U prvom se
koraku reakcije oslobada pirofosfat (PP;) i nastaje luciferil-adenilat (LH2>-AMP) vezan na
enzim (Fraga i sur., 2004). U drugom koraku reakcije dolazi do oksidacije LH>-AMP-a (80%)
molekulskim kisikom u nestabilni luciferil-dioksetanon. Luciferil-dioksetanon se u daljnjim
koracima raspada na CO; i oksiluciferin u pobudenom elektronskom stanju. Oksiluciferin
spontanim prijelazom u osnovno stanje generira fotone zelene (enolni tautomer) i crvene (keto

tautomer) svjetlosti (Inouye, 2010; Marques i Esteves da Silva, 2009).
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Slika 5. Mehanizam bioluminiscencijske reakcije luciferaze (preuzeto i prilagodeno iz Kaskova i sur., 2016).

Oksiluciferin primarno nastaje u neutralnom obliku, a zatim gubi proton prijenosom protona u
pobudenom stanju (eng. excited state proton transfer, ESPT) ¢ime nastaju keto ili enolni oblici
oksiluciferina. lako su mogu¢i razli¢iti tautomerni oblici oksiluciferina u pobudenom stanju,
keto 1 enolni oblici se smatraju odgovornima za emisiju svjetlosti iz luciferaze (Solntsev i sur.,
2012). Prilikom povratka oksiluciferina iz pobudenog elektronskog stanja u osnovno stanje
luciferaza proizvodi pocetni bljesak svjetlosti kojem se intenzitet smanjuje tijekom otprilike
15 sekundi na nisku razinu odrzive bioluminiscencije (Gould i Subramani, 1988). Takav
kineticki profil bioluminiscencije posljedica je nakupljanja jednog ili viSe potentnih inhibitora
luciferaze, primjerice dehidroluciferil-AMP-a, ¢ime se ogranicava kataliticki promet enzima
(Kaskova 1 sur., 2016). Dehidroluciferil-AMP nastaje iz ostatka luciferil-adenilata (20%) koji
u drugom koraku reakcije nije oksidiran u luciferil-oksetanon te se zatim prevodi u vodikov
peroksid 1 dehidroluciferin u nizu reakcija u kojima se ne oslobada svjetlost (tzv. ,,tamne*

reakcije) (Fraga i sur., 2006).
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Proteinsku strukturu FLuc ¢ine dvije kompaktne domene. N-terminalna domena je sastavljena

od dviju B-ploca u apaPa strukturi i strukturi B-bacve. B-ploce leze jedna na drugoj, a B-bacva

pokriva krajeve ploca (Slika 6.) (Baldwin, 1996).

Slika 6. Kristalna struktura luciferaze krijesnice Photinus pyralis objavljena u bazi podataka Protein Data Bank
(PDB: 1LCI) (preuzeto iz Conti i sur., 1996).

C-terminalna domena je povezana s N-terminalnom domenom preko savitljive zglobne (eng.
hinge) regije (Slika 7). Aminokiselinski slijed na povrSini dviju domena koje su okrenute
jedna prema drugoj su evolucijski ofuvane u bakterijskim luciferazama i luciferazama

krijesnica §to ukazuje da je aktivno mjesto luciferaze smjesteno u procjepu izmedu dviju

domena (Conti 1 sur., 1996).

C-terminalna
domena

B-ploca A
podjedinica

Aktivno mjesto

B-bure
odjedinica

Slika 7. Dijagram sekundarne strukture luciferaze krijesnice (FLuc). Strelice predstavljaju -vrpce, a krugovi a-
uzvojnice. Smjestaj svake od poddomena u aminokiselinskom slijedu luciferaze je prikazan na donjem
dijagramu (preuzeto i prilagodeno s https://en.wikipedia.org/wiki/Firefly luciferase#cite_note-conti-5).
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Tijekom reakcije luciferaza prolazi kroz konformacijsku promjenu u ,zatvorenu*
konformaciju u kojoj su domene sklopljene kako bi ogradile supstrat. To omogucuje
iskljuenje vode iz reakcije te sprjeCava hidrolizu ATP-a ili produkta u pobudenom

elektronskom stanju (Conti 1 sur., 1996).

Kwm konstanta luciferaze varira izmedu vrsta, ali je uobicajeno oko 1.3x10* mol/L za ATP i
1.4x10* mol/L za D-luciferin. Optimalna pH vrijednost za aktivnost enzima je 7.8, a za
analiticke svrhe moze se koristiti pH 6-8. Pri nizem pH opaza se znacajan pomak emisijskog
spektra FLuc prema ve¢im valnim duljinama (Slika 8.) (Fraga, 2008). Kvantni prinos

luciferazne reakcije na 562 nm iznosi 0,88 na sobnoj temperaturi i pri pH=7,8 (Gould i

Subramani, 1988).

postotak maksimalne bioluminiscencije

. -
480 580 680
valna duljina (nm)

Slika 8. Bioluminiscencijski spektri luciferaze krijesnice na pH 7.8, 7.0 1 6.0. Nizi pH uzrokuje pomak
emisijskog maksimuma FLuc prema ve¢im valnim duljinama. Spektri su normalizirani, intenzitet emisije
svjetlosti je znacajno nizi pri kiselom pH (preuzeto iz Fraga, 2008).

D-luciferin je stabilan pri nizim pH vrijednostima, a kod viSeg pH podlijeZe racemizaciji u L-
luciferin koj je potentni inhibitor reakcije luciferaze. U normalnim analitickim uvjetima
stabilnost D-luciferina ne predstavlja problem, ali uzrokuje ograni¢eno vrijeme skladiStenja

nakon odledivanja smrznutih uzoraka (Kaskova i sur., 2016).

Stabilnost FLuc ovisna je o temperaturi (Gupta i sur., 2011; Koksharov i Ugarova, 2011).
Divlji tipovi luciferaza su nestabilni iznad 25°C 1 potpuno se inaktiviraju nakon 5 min na
50°C, ali razvijeni su njihovi termostabilni mutanti koji su uz dodatak stabilizatora mjesecima

stabilni na sobnim temperaturama (Branchini i sur., 2005). Takoder, uz tri toCkaste mutacije
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aktivnost luciferaze P.pyralis povecana je 12,5 puta, Sto omogucuje detekciju 1 amol ATP-a,
odnosno detekciju pojedinacne bakterijske stanice (Roda, ured., 2011). U stanicama sisavaca
na 37°C vrijeme poluzivota luciferaze je otprilike 3-4 sata (Thompon i sur., 1991). Dodatak
sekvence za razgradnju proteina (PEST sekvence) uvelike destabilizira luciferazu (Paguio i
sur., 2010), Sto ju ¢ini prikladnijom za proucavanje dinamickih procesa koji se odvijaju u
kratkom vremenu. Degradacijski slijed (PEST) je peptidni slijed bogat aminokiselinama

prolinom (P), glutaminskom kiselinom (E), serinom (S) i treoninom (T).

Za stvaranje stabilne luminiscencije i optimizaciju bioluminiscencijskih ispitivanja za rutinsku
laboratorijsku upotrebu dosad su provedene razliCite strategije, a najuspjesnija od njih
ukljucuje koenzim A (CoA) pomocu kojeg se postize maksimalni intenzitet luminiscencije
koji polako opada tijekom nekoliko minuta. Dodatak ~100 pM CoA u reakcijski medij
pomaze ocistiti aktivno mjesto enzima od potentnih inhibitora (poput dehidroluciferil-AMP-a)
¢ime se luminiscencija odrzava kroz dulje vrijeme (Slika 9.) (Marques i1 Esteves da Silva,

2009).

160000 4

(\\\_

Relativne svjetlosne jedinice
(eng. relative light units, RLU)

Dodatak CoA
“a
0 : . . . v )
0 20 40 60 80 100 120
Vrijeme (s)

Slika 9. Kineticki profil luciferaze krijesnice pri visokim koncentracijama supstrata i u¢inak dodatka koenzima
A (CoA) nakon 60 sekundi (preuzeto i prilagodeno iz Fraga, 2008).

Komercijalno dostupni reagensi za odredivanje aktivnosti FLuc stoga Cesto sadrze CoA.
Optimizirano ispitivanje uz CoA proizvodi relativno stabilnu luminiscenciju za manje od 0,3
sekunde, s linearnim podru¢jem 100 milijjuna puta veéim od koncentracije enzima.
Osijetljivost analize omoguéuje kvantitativno odredivanje manje od 10° mola enzima (Gold i

Subramani, 1988).
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Svoju popularnost medu reporterskim molekulama luciferaza krijesnice duguje jednostavnosti
luciferaznih metoda i visokoj osjetljivosti ispitivanja koja se na njima temelje, kao i uskoj
povezanosti sinteze proteina i enzimske aktivnosti. Ekspresijom gena /uc koji kodira za
luciferazu nastaje monomerni protein koji ne zahtijeva nikakve posttranslacijske modifikacije.
Takoder, njegova kataliticka sposobnost postignuta je odmah nakon oslobadanja s ribosoma

(de Wet, 1985) pa to omogucuje neposredno mjerenje ukupne ekspresije reportera u stanici.

Osim dizajna same metode ispitivanja za u€inkovitu primjenu luciferaze vrlo je bitan i dizajn
reporterskih vektora. Jedno od svojstava luciferaze koje se mora uzeti u obzir je
unutarstani¢na kompartmentalizacija luciferaze nakon ekspresije u eukariotskim stanicama.
Naime, luciferaza krijesnice usmjerena je, nakon ekspresije u prirodnim uvjetima, na
odlaganje u peroksisome, no nakon zasi¢enja peroksisoma luciferazom kod visokih razina
ekspresije moze se izlucivati i u citoplazmu (Gould i sur., 1988). Zbog toga relativna
stabilnost enzima moze biti razli¢ita u citoplazmi od one u peroksisomima i moze do¢i do
krive interpretacije rezultata prilikom izrazavanja koncentracije luciferaze preko odredive
bioluminiscencije (Pinto i sur., 1991). Takoder, postoje dokazi da poremecaji u radu
peroksisomne aktivnosti mogu dovesti do destabilizacije transgeni¢nih stani¢nih linija koje
eksprimiraju luciferazu. Kako bi se nadisli ovi problemi, razvijeni su modificirani oblici
luciferaznih gena (tzv., luc+t) kojima je uklonjen signalni slijed za odlaganje u peroksisome

(www.worldwide.promega.com).

Nadalje, vec¢ina luciferaznih reporterskih vektora sadrzi mali intron SV40 smjeSten nizvodno
od luciferaznog gena, a SV40 je Cesto neprikladno procesiran u stanicama sisavaca (Huang i
Gorman, 1990). Primjerice, nepravilno prekrajanje SV40 moze dovesti do kracenja gena
reportera 1 do smanjene ekspresije luciferaze. Zbog toga su razvijeni i pGL3 vektori bez SV40
introna, a poboljSani su im i poliadenilacijski sljedovi §to omogucuje 20 do 200 puta
intenzivniju bioluminiscentnu svjetlost nego u uobicajenim pGL2 vektorima (Groskreutz,

1994).

Geni luciferaze krijesnice su komercijalni proizvodi, a na trziStu su dostupni u razli¢itim
oblicima ukljuc¢uju¢i luc+ i nekoliko vrsta luc2 (luc2, luc2P i luc2CP) (Slika 10.), koji su

karakterizirani smanjenim vremenom poluzivota u stanici (www.worldwide.promega.com).

Osim Promega Corporation, neki od proizvodaca luciferaznih gena su Merck, New England

Biolabs, Termo Fischer Scientific i dr.
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Slika 10. Primjer komercijalno dostupnih vektora s luciferaznim genima. Osim reporterskog gena luc2, luc2P ili
luc2CP vektori ¢esto ukljucuju i selekcijski marker (gen rezistencije na neomicin, higromicin ili puromicin) te
visestruko mjesto za kloniranje preko kojeg je moguce u vektor unijeti gen od interesa. Prikazani su pGL4 vektor
s genom /uc2 (vrijeme poluzivota u stanici 3 h) bez selekcijskog markera (a) i sa selekcijskim markerom
rezistencije na puromicin (/uc2/Puro) (b). Vektor pGL4 s genom /uc2P (c) reagira brze (vrijeme poluzivota u
stanici | h) od luc2, ali s umjerenim intenzitetom signala, a /uc2CP (d) reagira najbrze (vrijeme poluzivota u
stanici 0,4 h) s najnizim intenzitetom signala (preuzeto i prilagodeno s www.worldwide.promega.com).

Zbog toga Sto je FLuc najcesce koriStena i najpoznatija luciferaza Cija su svojstva opsezno
opisana, osim u otkrivanje novih luciferaza veliki se napori ulazu u unaprijedenje FLuc
genetickim inzenjerstvom 1 poboljSanje njezinih supstrata kako bi se Sto viSe priblizila

idealnom reporteru.

Primjerice, bitno je razviti luciferaze koje odrZzavaju svoja svojstva emisije u razli¢itim
eksperimentalnim uvjetima, pri razlicitim pH 1 temperaturama. Luciferaze izolirane iz
krijesnice op¢enito pokazuju pH-ovisnu emisiju (Roda, 2003), a vrlo malo mutanata nema
ovaj nedostatak. Zanimljivo je da je bioluminiscencija luciferaza izoliranih iz vrsta kukaca
rodova Pyrophorus 1 Phrixothrix (Viviani i sur., 2006) pH neovisna, i takvi enzimi, zajedno s
mutantima luciferaze krijesnice koji pokazuju isto svojstvo, su iznimno korisni za razvoj

stani¢nih testova 1 in vivo modela za biolosko oslikavanje (Wang i sur., 2013).
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Nadalje, ugradnja signalne sekvence za razgradnju proteina u gen luciferaze daje enzimu
luciferaze krace vrijeme poluzivota (Leclerc i sur., 2000). Ove luciferaze kratkog vijeka su
nasiroko koriStene u analizama reporterskih gena za pracenje prolaznih dinamickih promjena

u ekspresiji gena.

Zahvaljujuéi teorijskim i eksperimentalnim istrazivanjima mehanizama modulacije boje
dobiveno je nekoliko mutanata, §to je omogucilo rasvjetljavanje katalitickih mehanizama
razli¢itih luciferaza te je prijavljen Sirok raspon luciferaza s podeSenim spektralnim
svojstvima (Yao i sur., 2018; Kaskova i sur., 2016). RazliCite strategije za promjenu boje
bioluminiscencije (Slika 11.), uglavnom se temelje na mutagenezi luciferaznih gena, sintezi
novih luciferinskih supstrata i konjugaciji s nano-fluorescentnim akceptorima. Neki FLuc
mutanti osigurali su 50 do 100 puta veéi intenzitet svjetlosti od izvornog oblika enzima
(Branchini i sur., 2010), iako se ponaSanje luciferaze u Zivim sustavima moze razlikovati od

stvarne enzimske aktivnosti izmjerene u prociS¢enim ekstraktima.

400 nm Vidljiva svjetlost 700 nm

/A

Mutageneza luciferaznih gena\ / B BRET nanosustavi \

WT Y257F Y257A Y257E Y257R

\_ AN

' C Novi luciferinski supstrati

N__,COOH

X~

Slika 11. Razlicite strategije za promjenu boje bioluminiscencije: A) mutageneza luciferaznih gena B) sinteza
konjugata luciferaza i nano-fluorescentnih akceptora ili C) sinteza novih luciferinskih supstrata (preuzeto i
prilagodeno iz Michelini i sur., 2014).

Glavni napori bili su usmjereni na dobivanje mutanata s crveno pomaknutom emisijom za in

vivo snimanje i za dvobojne reporterske analize kada su upareni s luciferazama koje emitiraju
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u zelenom podrucju spektra (Rahnama i sur., 2017; Yeh i sur., 2017; Rumyantsev i sur., 2016;

Wang i sur., 2013).

Osim dizajna novih rekombinantnih luciferaza, pomak bioluminiscentne emisije u NIR-
podrucje spektra moze se posti¢i sintezom posebnih novih supstrata, analoga prirodnog D-
luciferina. Promjene kromofora D-luciferina mogu izravno utjecati na boju oslobodene
svjetlosti. Na primjer, valnu duljinu svjetlosti emitirane koriStenjem odredenog supstrata
moze promijeniti proSirenje konjugacije luciferinskog m-sustava ili mijenjanje supstituenata
na heteroatomu (Hall 1 sur., 2018; Anderson i sur., 2017; Kuchimaru i sur., 2016). Dodatno,
dizajnirani su 1 enzimi koji bolje obraduju modificirane analoge luciferina i tako povecavaju

intenzitet emitirane svjetlosti (Hall 1 sur., 2018; Zhang i sur., 2018; Mofford 1 sur., 2014).

Takoder, sintetiziran je ciklicki alkilaminoluciferin (CycLucl) s emisijskim maksimumom
(Amax) na valnoj duljini od 604 nm koji je omogucio olakSanu detekciju bioluminiscentnog
signala in vivo zahvaljujuci pojacanom signalu (Slika 12.) (Evans i sur., 2014). Medutim,
kratka Am.x onemoguéila je maksimalno iskoriStenje postignute pojacane osjetljivosti u

dubokim tkivima.

Prodor svjetlosti kroz tkiva puno je bolji na valnim duljinama od 650 do 900 nm (NIR
podrucje). Ove se valne duljine mogu posti¢i koristenjem sintetskih analoga D-luciferina
(Amax=706 nm) (Jathoul i sur., 2014), ali takvi supstrati imaju intenzitet signala nizi od D-

luciferina.

Primjer supstrata s kojim su rijeSena oba navedena problema je AkaLumine (Anx=675 nm) u
kojem je aromatska stuktura u D-luciferinu zamijenjena benzotiazolom (Iwano i sur., 2013).
Medutim, AkalLumine je jako hidrofoban spoj §to uzrokuje njegovu slabu topljivost u vodi
(<2 mM) 1 veliki nedostatak za upotrebu in vivo. Zbog toga je morao biti sinetiziran i
AkaLumine-hidroklorid (AkaLumine-HCl) (Slika 12.) (Kuchimaru i sur.,, 2016)
komercijalnog naziva TokeOni. TokeOni prakti¢ni je supstrat koji postize dobru kemijsku
stabilnost, visoku topljivost u vodi i robusnu emisiju NIR-bioluminiscencije (Amax = 677 nm)
s prirodnim Fluc. TokeOni je kompatibilan sa sadasnjim BLI sustavima koji koriste Fluc i
pruza superiornu osjetljivost detekcije meta lijekova, osobito u dubokim zivim tkivima jer
izbjegava probleme apsorpcije i rasprSivanja svjetlosti kratkih valnih duljina u Zivotinjskom

tkivu (www.sigmaaldrich.com).
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Slika 12. Usporedba svojstava razlicitih supstrata FLuc. A) Kemijske strukture luciferaznih supstrata
AkaLumine-HCI, D-luciferina i CycLucl. B) Bioluminiscencijski emisijski spektri Akalumine-HClI, D-
luciferina i CycLucl. C) Ucinkovitost tkivne penetracije bioluminiscencije postignute koristenjem Akalumine-
HCI, D-luciferina i CycLucl. U¢inkovitost tkivne penetracije odnosi se na relativne intenzitete bioluminiscntnih
signala iz pojedinog bunari¢a na mikrotitarskoj plo¢i pokrivenog bioloskim tkivom debljine 4 ili 8§ mm u odnosu
na intenzitet iz nepokrivenih bunari¢a (preuzeto iz Kuchimaru i sur., 2016).

Da bi se ilustrirao u¢inak TokeOni in vivo, usporedena je osjetljivost otkrivanja metastaza
kosti pomo¢u TokeOni s onom pomocu D-luciferina. SCID miSevima su intraarterijski
injektirane stanice humanog raka prostate PC-3 koje stabilno eksprimiraju luciferazu
krijesnice (PC-3/luc) u obliku metastaza kosti. 100 pL 33 mM supstrata (~50 mg/tijelo) je
intraperitonealno injektirano u iste miSeve u intervalima od 4 sata, a slike bioluminiscencije
su dobivene pomocu IVIS-Spectruma (PerkinElmer). TokeOni je uvelike pojacao intenzitet

signala iz metastatskih lezija u straznjici 1 ilija¢nim kostima, $to je detektirano kao povecanje

protoka fotona 5,2 puta (Slika 13.).
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Slika 13. Visoko osjetljivo in vivo snimanje metastaza kosti pomocu TokeOni. Reprezentativne slike
bioluminiscencije dobivene 10 minuta nakon injektiranja supstrata (lijevo) i kvantitativne analize intenziteta
bioluminiscencije iz straznjih udova (desno). TokeOni je injiciran u iste miSeve 4 sata nakon injektiranja D-

luciferina. Prikazane su srednje vrijednosti s pripadnim standardnim devijacijama; n = 6, * p <0,05 (preuzeto s
www.sigmaaldrich.com).
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4.1.2.2 Luciferaze kliSnjaka

Luciferaze kliSnjaka (eng. click beetle luciferase, CBLuc) kao 1 luciferazu krijesnice ubrajamo
u bioluminiscencijske sustave ovisne o D-luciferinu. Nedugo nakon kloniranja cDNA
luciferaze iz sjevernoamericke krijesnice uslijedilo je i uspjesno kloniranje cDNA cak Cetiri
vrste luciferaza iz jamajCanskog kliSnjaka Pyrophorus plagiophthalamus (Wood 1 sur.,
1989a). P. plagiophthalamus ima dva seta bioluminiscentnih organa (Slika 14.), ventralni i
dorzalni set, koji emitiraju svjetlost razli¢itih boja. Iz ventralnog seta izolirane su luciferaze
koje emitiraju svjetlost u Zuto-zelenom (547 nm) i narancastom (594 nm) podrucju, a iz
dorzalnog luciferaze s emisijom u podrucju zelene (548 nm) i zuto-zelene (565 nm) boje

(Biggley i sur., 1967).

Slika 14. Jamajcanski kliSnjak, Pyrophorus plagiophthalamus,
s dva seta bioluminiscentnih organa (preuzeto iz Roda, ured., 2011).

Veli¢inom od 64 kDa su CBLuc sli¢cne FLuc, a u aminokiselinskom slijedu imaju samo 7
aminokiselina manje od FLuc. Ipak, strukturno su CBLuc znatno razli¢ite od FLuc, a razlike
se o€ituju u kemijskim svojstvima. Naime, CBLuc su manje osjetljive na vanjske uvijete,
promjenu temperature, pH vrijednosti i denaturaciju detergentima (Kricka i DeLuca, 1982).
CBLuc su stabilne u rasponu pH vrijednosti od 6-9, a i pri pH >9 je pomak njihovog
emisijskog spektra prema crvenom podrucju znatno manji nego Sto se opaza kod FLuc, zbog
cega su luciferaze kliSnjaka svrstane u luciferaze neovisne opH (Wood i sur., 1989a). Zadnje
tri aminokiseline u primarnoj strukturi CBLuc istovjetne su onima u FLuc i predstavljaju
signalni slijed za odlaganje u peroksisome (Wood i sur., 1989a). Aminokiselinski sljedovi

raznobojnih CBLuc se medusobno poklapaju u 95-99% pa imaju slicne razine ekspresije 1
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vrijeme poluzivota u stanicama. Sve CBLuc kao 1 FLuc kao supstrat koriste D-luciferin uz
kofaktore ATP i Mg®" te je razlika u boji bioluminiscentne svjetlosti rezultat razli¢itih
primarnih struktura, konkretno, odstupanja u 5-32 aminokiseline, a ne kataliziranja razli¢itih

supstrata (Wood 1 sur., 1989b).

Dostupnost nekoliko bioluminiscentnih boja u jednoj vrsti dovela je do razvoja ideje o
viSebojnim reporterskim sustavima, jer je samo nekoliko tockastih mutacija potrebno za
proizvodnju enzima ¢iji ¢e se signali moc¢i jednostavno razlikovati. Kao kalup za nove
poboljSane CBLuc izmedu cetiri divlja tipa luciferaza za manipulaciju genetickim
inZenjerstvom izabrana je Zuto-zeleno emitirajuca luciferaza jer je pokazala najveci intenzitet
emisije bioluminiscentne svjetlosti. Modificiranjem ove luciferaze napravljene su crveno
emitiraju¢a luciferaza kliSnjaka (eng. click beetle red luciferase, CBRLuc) te zeleno
emitirajuce luciferaze (eng. click beetle green luciferase, CBGLuc): CBG68Luc i CBG99Luc
koje kodiraju geni identi¢ni 68,8% odnosno 99% luciferaznom genu CBRLuc luciferaze

(Slika 15.) (Almond i sur., 2003).

Slika 15. Zelena i narancasta bioluminiscentna svjetlost koju emitiraju divlji tipovi CBLuc luciferaza izoliranih
iz Pyrophorus plagiophthalamus te crvena bioluminiscencija mutantne luciferaze CBRLuc (preuzeto iz Almond
isur., 2003).

Vazno je napomenuti da se u proteinskim strukturama CBG68Luc 1 CBRLuc ipak podudaraju
u 98% unato€ velikim razlikama u genetskom kodu. Komercijalno su geni CBR/uc,
CBGO68/uc i CBG99/uc dostupni u obliku vektora u luciferaznom testu Chroma-Luc™ (Slika

16.) (www.worldwide.promega.com).

U primarnoj je strukturi CBLuc u¢injeno nekoliko promjena kako bi im se povecala stabilnost
na temperaturama do 40°C, pojacao intenzitet emisije svjetlosti tepostigao pomak emisijskog

maksimuma CBRLuc-a prema crvenom podrucju spektra. Osim toga, uklonjen im je slijed za
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odlaganje u peroksisome kako bi se nakon ekspresije zadrzavale u citosolu stanice (Almond i
sur., 2003). Kodonskom optimizacijom su prilagodene ekspresiji u stanicama sisavaca, u
odnosu na divlji tip CBLuc im je osjetljivost povecana vise od 10 puta te je dokazano da se
nakon kotransfekcije u istu stanicu putem razli¢itih vektora CBLuc eksprimiraju neovisno
jedna o drugoj Sto omogucuje simultano mjerenje razliitih fizioloSkih procesa od interesa
unutar jedne stanice (Almond i sur., 2003). Zbog navedenih svojstava Chroma-Luc™

luciferaze su idealan izbor za dvostruki luciferazni test te za primjenu u HTS-u (Slika 16.).
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Slika 16. Emisijski spektri Chroma-Luc™ enzima. Zeleno emitirajuce luciferaze kodirane CBG68/uc i
CBG99/uc genima imaju emisijski maksimum na 537 nm, a crveno emitirajuca luciferaza kodirana genom
CBR/uc na 613 nm. Udaljenost emisijskih maksimuma veéa od 75 nm omogucuje iskoristavanje Chroma-Luc™
seta luciferaza za dvostruki luciferazni test u kojemu se detekcija bioluminiscentnog signala odvija pomocu
luminometra s prikladnim optickim filtrima (preuzeto i prilagodeno iz Almond i sur., 2003).

Za in vitro 1 in vivo primjenu CBRLuc i CBG99Luc su usporedene s FLuc te je dokazana
njihova superiornost nad FLuc koja je i1 dalje najkoristenija luciferaza za BLI (Miloud i sur.,
2007). Zbog visokog fotonskog prinosa i1 znatnog udjela crvene bioluminiscencije u ukupnoj
emitiranoj svjetlosti, primjena CBRLuc i CBG99Luc omogucéuje BLI vece osjetljivosti u

razli¢itim misjim tumorskim modelima (Slika 17.).

Emisijski maksimum CBRLuc luciferaze moze se dodatno pomaknuti prema veéim valnim
duljinama (730-743 nm) idealnim za BLI upotrebom sintetskog naftil-luciferina kao supstrata

za bioluminiscencijsku reakciju (Hall 1 sur., 2018).
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Slika 17. Usporedba intenziteta bioluminiscentnih signala CBG99Luc, CBRLuc i FLuc u BLI in vivo. MiSevima
su bioluminiscentne tumorske stanice MO4 ubrizgane supkutano (a), intraperitonealno u peritonealnu Supljinu
(b) i intravenozno u pluéno tkivo (c) te su nakon injekcije D-luciferina miSevi podvrgnuti detekciji BLI signala u
razli¢itim vremenskim intervalima. (a) Na supkutanoj razini CBG99Luc pokazuje znatno veéi intenzitet signala
nego CBRLuc i FLuc. (b) U peritoneumu, prisustvo organa poput zeluca i bubrega uzrokuje apsorpciju svjetlosti
u zelenom podrudju pa su intenziteti CBG99Luc i CBRLuc usporedivi, iako CBG99Luc brze postize maksimum
intenziteta emisije. FLuc u svim vremenskim tockama mjerenja pokazuje znatno nizi intenzitet emisije svjetlosti.
(c) Intravenozno ubrizgane stanice tumora se rasprostranjuju kapilarima u plu¢énom tkivu, a kasnije se pojavljuju
iujetri. Zbog toga $to fotoni moraju proci kroz visoko prokrvljeno tkivo bogato hemoglobinom ukupni intenzitet
emisije svjetlostisvih luciferaza je smanjen 10 puta u usporedbi s peritonealnim modelom. Maksimalni prinos
fotona jednak je za CBG99Luc i CBRLuc, ali je CBG99Luc karakterizirana brzom kinetikom (preuzeto i
prilagodeno iz Miloud i sur., 2007).
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4.1.2.3 Luciola luciferaze

Jedna vrsta luciferaza koje spadaju ubioluminiscencijske sustave koji kao supstrat koriste D-
luciferin su Luciola luciferaze. Najces¢e se primjenjuju enzimi izolirani iz vrsta Luciola
lateralis, Luciola cruciata te Luciola italica. Medu njima je najbolje okarakterizirana

luciferaza izolirana iz talijanske krijesnice Luciola italica (Slika 18.) (Branchini 1 sur., 2006).

Slika 18. Talijanska krijesnica Luciola italica (preuzeto iz Branchini i sur., 2006).

Slijed cDNA ove luciferaze sastoji se od 1647 pb koje kodiraju za 584 aminokiselina.
Filogeneticka analiza proteinskog slijeda ukazala je na blisku povezanost ove luciferaze s
ostalim luciferazama krijesnica koje pripadaju porodici Lampyridae, uklju¢ujuéi i luciferazu
iz P. pyralis. Specifi¢na aktivnost luciferaze iz L. italicaje procijenjena na 78 % aktivnosti
luciferaze iz P.pyralis (nakon korekcije zbog razlika u boji emitirane svjetlosti (Slika 19.)), ali
je intenzitet izlaznog svjetlosnog signala oko 2 puta veci zbog razlika u katalitickom obrtaju

enzima (Branchni i sur., 2006).
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Slika 19. Bioluminiscentne kolonije E. coli koje ekprimiraju L. italica luciferazu (A) i usporedba boje
bioluminiscencije Luciola luciferaze (lijevo) i luciferaze krijesnice (desno) (preuzeto iz Branchini i sur., 2006).

Bioluminiscencija luciferaze iz L.italica je osjetljiva na promjene pH (kao i kod ostalih
luciferaza krijesnica) pa emisijski maksimum s 566 nm pri pH 7,8 pomice prema crvenom
podrucju spektra na 614 nm pri pH 6,0. Km konstante za D-luciferin i ATP iznose 90 uM + 9
uM 1 180 uM = 14 uM, dakle Km konstanta za D-luciferin je 6 puta ve¢a od Ku konstante
luciferaze iz P. pyralis, dok za ATP nije znacajno drugacija (Branchini 1 sur., 2006). Kao iu
ostalih luciferaza ovisnih o D-luciferinu C-terminus aminokiselinskog slijeda Luciola
luciferaze zavrSava s tripeptidom Ala-Lys-Met koji predstavlja signalni slijed za odlaganje u

peroksisome (Branchini i sur., 2006; Gould i sur., 1988).

Za dubokotkivno oslikavanje razvijena je termostabilna crvena varijanta (610 nm) Luciola
luciferaze te je ona kodonski optimizirana za ekspresiju u stanicama sisavaca (Maguire i sur.,
2012). Kombinacijom C-terminalne domene divljeg tipa Luciola luciferaze i N-terminalne
domene FLuc kreirana je nova kimerna luciferaza PpyLit s 1,4 puta ve¢im kvantnim prinosom
bioluminiscentnog signala (Branchini i sur., 2014). Zatim je PpyLit posluzila za dizajn PGL2
luciferaze poboljsane pH-stabilnosti i termostabilnosti koja omogucuje 3 puta osjetljivije
ispitivanje nego FLuc, moze detektirati 101> mola ATP-a, a osim toga je i jeftinija (Branchini

isur, 2015).
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4.1.3 Bioluminiscencijski sustavi ovisni o koelenterazinu

Vec¢ina bioluminiscentnih morskih organizama reagira s luciferinom kolenterazinom.
Imidazopirazin kolenterazin je modificirani diciklicki tripeptid graden od dva tirozinska i
jednog fenilalaninskog ostatka (Hart i sur., 1978). Mehanizam nastanka bioluminiscentne
svjetlosti tijekom oksidacije koelenterazina sli¢an je onom pri oksidaciji D-luciferina (Slika
20.). Oksidacija molekule luciferina (koelenterazina) u prisustvu kisika katalizirana je
luciferazom, pri ¢emu nastaju dioksetani koji gube CO2 i daju oksiluciferin (koelenteramid) u
pobudenom elektronskom stanju. Pri povratku koelenteramida u osnovno elektronsko stanje
dolazi do emisije plave svjetlosti na 480 nm (Shifera i Hardin, 2010; Liu 1 Escher, 1999). Za
razliku od reakcije s D-luciferinom, bioluminiscencijska reakcija oksidacije koelenterazina

neovisna je 0 ATP-u i ostalim kofaktorima (Hart i sur., 1979).
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Slika 20. Reakcija oksidacije koelenterazina popracena emisijom bioluminiscentne svjetlosti (preuzeto i
prilagodeno iz Kaskova i sur., 2016).

Brojne luciferaze prirodnog podrijetla ovisne su o prisutnosti supstrata koelenterazina. Prva
takva luciferaza izolirana je 1978. godine iz dubokomorskog Skampa Opholophorus
gracilirostris (Shimomura, 1978). Opholophorus luciferaza ima molekulsku masu 106 kDa, a
sastoji se od dva identi¢na para podjedinica (19 kDa i 35 kDa), od kojih je podjedinica od 19
kDa zasluzna za kataliticku aktivnost, odnosno, reakciju s luciferinom (Inouye i sur., 2000).

Stoga je kataliticki aktivan fragment kloniran odvojeno te je potvrdena njegova aktivnost
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(Inouye 1 Sasaki, 2007). Emisijski maksimum Opholophorus luciferaze je na 454 nm valne
duljine, a intenzitet bioluminiscencije i kvantni prinos je puno veci nego u ostalih luciferaza
koje iskoristavaju koelenterazin. Ipak, luciferaza iz O. gracilirostris nije kao takva naisla na
Siru primjenu nego je Promega korporacija na temelju njezine kataliticke podjedinice razvila
umjetnu luciferazu nazvanu NanoLuc® (Hall i sur., 2012) koja kao luciferinski supstrat
koristi sinteticki analog koelenterazina, furimazin, a o kojoj ¢e biti rijei u daljnjim
poglavljima. Medu bioluminiscencijskim sustavima ovisnim o koelenterazinu najceS¢e se
koriste luciferaze izolirane iz morskih organizama iz razreda koralja vrste Renilla reniformis

te veslonozaca vrsta Gaussia princeps 1 Metridia longa (Markova i Vysotski, 2015).
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4.1.3.1 Renilla luciferaza

Renilla luciferaza (RLuc) je monomerni enzim veli¢ine 36 kDa sacinjen od 311
aminokiselina. Izolirana je iz vrste Renilla reniformis, morske macuhice (eng. sea pansy)

(Slika 21.), iz razreda koralja (Anthozoa) (Lorenz i sur., 1991).

Slika 21. Morska macuhica Renilla reniformis fotografirana na danjem svjetlu (desno) i prilikom
bioluminiscencije u mraku (lijevo) (preuzeto i prilagodeno iz Lee i Vysotski, 2014).

Enzim RLuc je dekarboksiliraju¢a Renilla-luciferin:kisik 2-oksidoreduktaza (EC 1.13.12.5)
koja katalizira oksidaciju koelenterazina u koelenteramid (Matthews i1 sur., 1977). Osim
luciferaze, bioluminiscencijski Renilla sustav in vivo ukljuCuje jo§ najmanje dva proteina —
Ca®*-regulirani koelenterazin-vezujuéi protein (eng. coelenterazine-binding protein, CBP)
(Charbonneau i Cormier, 1979) te zeleni fluorescentni protein (GFP) koji je sekundarni emiter
svjetlosti u prirodnom sustavu bioluminiscencijskog rezonantnog prijenosa energije (eng.
Bioluminescence Resonance Energy Transfer, BRET) prisutnom u morskoj macuhici (Ward i
Cormier, 1979). BRET podrazumijeva fenomen u kojem se energija nastala luciferaznom
reakcijom umjesto oslobadanja emisijom bioluminiscentne svjetlosti prenosi s luciferaze
(donorske molekule) na fluorescentni protein (akceptorsku molekulu) u neposrednoj blizini
koji onda emitira svjetlost na drugoj valnoj duljini. U odsutnosti GFP oksidacija
koelenterazina popracena je emisijom svjetlosti plave boje s emisijskim maksimumom na 480
nm (Hart i sur., 1978), a u pristustvu GFP emisijski maksimum bioluminiscencijske reakcije
in vivo 1 in vitro pomicCe se u zeleno podru¢je spektra na 509 nm zahvaljujuéi BRET
fenomenu. Prisustvom GFP u reakcijskom mediju takoder se povecava kvantni prinos

bioluminiscencijske reakcije (Ward i Cormier, 1979).

CBP sadrzi tijesno nekovalentno vezanu molekulu nativnog koelenterazina u unutarnjoj
hidrofobnoj Supljini (Stepanyuk i sur., 2008a), a vezanje Ca*" kationa na CBP poti¢e male

konformacijske promjene proteina koje RLuc omogucuju pristup molekuli koelenterazina.
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Ucinkovitost luciferazne reakcije in vitro povecana je nekoliko puta kad se umjesto slobodnog
koelenterazina koristi CBP zbog formacije kompleksa CBP-RLuc (Stepanyuk i sur., 2009).
Dakle, bioluminiscencijska reakcija RLuc ukljucuje tvorbu trostrukog kratko-zivuceg
proteinskog kompleksa CBP-RLuc-GFP u kojem je koelenterazin putem CBP dostavljen
RLuc za oksidaciju, a energija oslobodena oksidacijom se prenosi na kromofor GFP uz

emisiju zelene svjetlosti (Slika 22.) (Markova i Vysotski, 2015).

480 nm

Svjetlost

509 nm

Slika 22. Prikaz bioluminiscencijskog sustava prisutnog u Renilla reniformis. Nakon vezanja tri Ca>" iona, CBP
mijenja konformaciju ¢ime omogucuje RLuc pristup koelenterazinu. RLuc oksidira koelenterazin, a reakcija je u
odsutstvu GFP poprac¢ena emisijom plave svjetlosti (480 nm). Kad je GFP prisutan u reakcijskom mediju javlja
se BRET fenomen izmedu RLuc i GFP i emitira se svjetlost zelene boje (509 nm) (preuzeto i prilagodeno iz
Markova i Vysotski, 2015).

Strukturno se RLuc sastoji od dvije domene, pokrovne domene koja ukljucuje tunel za prilaz
supstrata luciferazi i domene sli¢ne o/p hidrolazi, sastavljene od 8 B-ploca, koja sadrzi vec¢inu
aminokiselinskih ostataka klju¢nih za enzimsku aktivnost (Slika 23.) (Adrio i Demain, 2010;
Loening i sur., 2007). Ne dijeli sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu ni s FLuc, ali ni drugim

luciferazama ovisnim o koelenterazinu (Roda 1 sur., 2009; Lorenz i sur., 1991).
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Slika 23. Sekundarna struktura monomernog enzima RLuc (preuzeto i prilagodeno iz Loening i sur., 2007).

RLuc se nakon ekspresije zadrzava u citoplazmi, a takoder je jedina luciferaza ovisna o
koelenterazinu koja se ne izluCuje iz stanice (Woo i von Arnim, 2008). Optimalna pH
vrijednost za aktivnost RLuc je 7,2. Km vrijednost pri 25°C 1 pri pH 7,2 za divlji tip RLuc
enzima je 0,0025 mM (Farzannia i sur., 2015).

RLuc je pogodna za ispitivanja na stani¢noj razini zbog kratkog vremena poluzivota od 4,5 h
pa se Cesto koristi u HTS-u, no ne pokazuje posebne prednosti u usporedbi s FLuc pa se
najcesce koristi kao kontrolni reporter u dvostrukim luciferaznim testovima uz FLuc kao
eksperimentalni reporter (Thorne 1 sur., 2010). RLuc ipak moze ponuditi odredenu prednost
pred FLuc u ispitivanjima s niskim stani¢nim prezivljenjem jer za bioluminiscencijsku
reakciju ne zahtijeva ATP, a koelenterazin ne inhibira stani¢ni rast (Rahnama i sur., 2017).
Primjena divljeg tipa RLuc zabiljezena je u studijama karcinoma te pracenju i1 kvantificiranju
specifi¢nih stanica. Na primjer, za otkrivanje apoptoznih stanica se koristi aneksin V oznacen
RLuc luciferazom (Farzannia i sur, 2015; Emamzadeh, 2014; Nazari i sur., 2012; Gambbhir 1

sur., 1999).

Problem u primjeni divljeg tipa RLuc luciferaze je taj $to se enzim brzo inaktivira (0,4-0,9 h)
na 37°C u mediju slichom serumu (Loening i sur., 2006). Takoder, plava boja
bioluminiscencije i kratak poluzivot emisije svjetlosti kinetikom bljeska ograni¢avaju njegovu
primjenu in vivo (Loening i sur., 2006). Zbog toga su na divljem tipu enzima provedena razna
usavrSavanja genetickim inzenjerstvom (Song i sur., 2013; Loening i sur., 2010; Loening i
sur., 2007). Primjerice, pokazano je da se otpornost RLuc moze povecati 6 puta jednostrukom
mutacijom C124A (Liu i Escher, 1999). Supstitucijom tri aminokiseline (K189V, V2671 i

M185V) u primarnoj strukturi stvorena je super-RLuc luciferaza s poboljSanim enzimskim
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obrtajem, jaCim intenzitetom izlaznog svjetlosnog signala te produljenim poluzivotom
emitiranih fotona. Ipak, super-RLuc i dalje emitira u plavom podrucju spektra i
karakterizirana je niskom termostabilnos¢éu (Woo i1 von Arnim, 2008). U RLuc8
termostabilnost je uvodenjem 8 mutacija (AS5T, C124A, S130A, K136R, A143M, M185V,
M253L 1 S287L) uspjesno povecana ¢ak 200 puta, a postignut je i1 Cetverostruko veci izlazni
svjetlosni signal (Loening i sur., 2006). Pomak valne duljine emisijskog maksimuma u crveno
podrucje i stabilna svjetlosna emisija kroz dulje vrijeme postignuta je tek u luciferazi super-

RLuc8 (Slika 24.) (Rahnama i sur., 2017).
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Slika 24. Slabljenje emisije svjetlosti nativne RLuc kroz vrijeme i stablina emisija svjetlosti super RLuc8
luciferaze (A). Emisijski spektri nativne RLuc s maksimumom na 480 nm i pomak emisijskog maksimuma u
crveno podrucje spektra super RLuc8 luciferaze (B) (preuzeto i prilagodeno iz Rahnama i sur., 2017).

Posljednja unaprijedena verzija RLuc ukljucuje pet prethodno provjerenih mutacija (Shigehisa
i sur., 2017) 1 jednu novu mutaciju ¢ime je luciferaza stabilna na temperaturama viSim za
10°C nego divlji tip enzima te je povecana njezina otpornost na razgradnju proteazama i

inaktivaciju organskim otapalima (Ishibashi i sur., 2018).

RLuc se cesto koristi za analizu protein-protein interakcija (PPI) (Stefan i sur., 2007;
Paulmurugan i Gambhir, 2003), a posebno je popularna njezina primjena u obliku BRET
sustava u istrazivanju protein-protein interakcija. RLuc se u BRET-u kombinira s
fluorescentnim proteinima GFP2, YFP, mOrange, TagRFP, TurboFB kao akceptorima
bioluminiscentne svjetlosti (De, 2011; Dragulescu-Andrasi 1 sur., 2011; De 1 sur., 2009;
Ozawa 1 Umezawa, 2001; Xu 1 sur., 1999). Poboljsana varijanta RLuc8 koriStena je u
kombinaciji s fluorescentnim proteinom GFP2, primjerice u BRET ispitivanju signalnih

puteva potaknutih inzulinskim receptorima (Kulahin i sur., 2012) te za oslikavanje dubokog
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tkiva u kombinaciji s mOrange (De 1 sur., 2009). Jo§ znacajniji pomaci emisije u crveno
podrucje postignuti su kombinacijama RLuc8 s TagRFP (584 nm) ili TurboFP (635 nm)

fluorescentnim proteinima (Dragulescu-Andrasi i sur., 2011).

RLuc geni u obliku vektora za razli¢ite primjene komercijalno su dostupni od mnogih
proizvodaca poput Thermo Fisher Scientific, Promega, Biotium, BPR Bioscience, AAT

Bioquest, GoldBio i dr.
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4.1.3.2 Gaussia luciferaza

Gaussia luciferaza (GLuc) je mala luciferaza izolirana iz morskog veslonosca vrste Gaussia
princeps (Slika 25.) od svega 19,9 kDa i 185 aminokiselina koja katalizira oksidaciju
koelenterazina neovisnu o ATP-u u prisutnosti Na“ iona te proizvodi svjetlost Sirokog

emisijskog spektra s pikom na 480 nm koji se Siri do 600 nm (Tannous i sur., 2005).

Slika 25. Morski veslonozac Gaussia princeps iz kojeg je izolirana GLuc (preuzeto iz Wu i sur., 2015).

Aktivnost GLuc enzima je visoko stabilna i1 pri niskom pH do 1,5 (Wiles i sur., 2005) te
unutar Sirokog raspona temperatura (90% aktivnosti ocuvano je nakon 30 min inkubacije na
60°C, a 65% na 90°C) (Rathnayaka 1 sur., 2011; Rathnayaka 1 sur., 2010). Optimalna
aktivnost GLuc postize se na pH 7,9 pri temperaturi od 15-20°C (Larionova i sur., 2018).
Bioluminiscencija GLuc ovisna je o koncentraciji soli u mediju, a postize maksimum
aktivnosti pri 50 mM NaCl (Rathnayaka i sur., 2010). GLuc snazno inhibiraju teski metali
(Cu2") 1 aktiviraju monovalentni ioni (CI', I', Br") (Inouye i Sahara, 2008). U kulturi stanica
sisavaca, u usporedbi s FLuc 1 RLuc generira 200 puta intenzivniju svjetlost (Slika 26.)
kratkog trajanja, no kinetika bljeska GLuc ujedno omogucuje u¢inkovitu penetraciju svjetlosti
kroz tkiva pa tako i lakSu detekciju bioluminiscentnog signala, iako se radi o emisiji svjetlosti
u plavom podru¢ju podloznoj rasprSivanju i1 apsorpciji u tkivima (Tannous i sur., 2005).
Nakon izluc¢ivanja u stani¢ni medij vrijeme poluzivota GLuc proteina je 6 dana (Thorne i sur.,

2010).
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Slika 26. Usporedba intenziteta svjetlosti GLuc i RLuc. HeLa stanice su transficirane s 1pg pCMV-GLuc ili
pCMV-RLuc vektora, a aktivnost luciferaza je mjerena u stanicnom supernatantu (S) i stanicnom lizatu (L). ITako
se GLuc velikim dijelom izluCuje iz stanice, u stanici ipak zaostaje odredena koli¢ina GLuc s mjerljivom
aktivno$¢u. RLuc je eksprimirana samo unutar stanice (preuzeto i prilagodeno iz www.international.neb.com).

Ipak, kinetika bljeska ograni¢ava upotrebu GLuc pa su zbog toga razvijene varijante GLuc s
produljenom bioluminiscencijom kroz vrijeme. Primjerice, mutacijom M431 u primarnoj
sturkturi GLuc postignuta je produljena bioluminiscencija, ali je i intenzitet smanjen 3 puta
(Maguire i sur., 2009), a mutacijama M43L i M110L bioluminiscencija se odrzava stabilnom
kroz 14 minuta bez smanjenja intenziteta ako se mjeri u prisutnosti detergenta (npr. Tween
20) (Welsh 1 sur., 2009). DoduSe, dodatak detergenta moze interferirati s oslikavanjem ili
pretrazivanjem procesa unutar stanice denaturacijom proteina ili utjecanjem na njegove
interakcije sa supstratom pa su za BLI in vivo potrebni mutanti GLuc koji imaju produljeno
vrijeme bioluminiscencije 1 u mediju bez detergenta. Takve varijante GLuc stvorene su
uvodenjem 3 mutacije (L30P, L40P, M43V) (Degeling 1 sur., 2013) ili 16 mutacija (Kim i
sur., 2009). Najprikladnija varijanta GLuc za BLI in vivo je ipak tzv. Monsta luciferaza u
kojoj je mutacijama F72W, 1731, H78E 1 Y80W osim promjene kinetickog profila postignut i
pomak emisijskog maksimuma za 33 nm prema crvenom podrucju spektra (Kim 1 sur., 2011).
Nadalje, GLuc je luciferaza koja podlijeze izlucivanju iz stanice, a to svojstvo, iako pozeljno
u nekim vrstama ispitivanja, znacajno ogranicava primjenu GLuc u mnogim unutarstanicnim
ispitivanjima, npr. pracenju signalnih puteva u intaktnim stanicama i proucavanju protein-

protein interakcija. Stoga je nedavno stvorena GLuc koja se zadrzava u stanici modifikacijom
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N-terminalnog signalnog slijeda za izlucivanje i dodatkom cetiri aminokiseline (KDEL) na C-

terminus (Gaur i sur., 2017).

Unaprijedene verzije GLuc komercijalno su dostupne od nekolicine proizvodaca: New

England Biolabs, Promega, Thermo Fisher Scietific i dr.
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4.1.3.3 Metridia luciferaza

Iz vrste morskog veslonoSca Metridia longa 2004. godine je izolirana je jedna od najmanjih
luciferaza s 219 aminokiselina i 23,9 kDa (Markova i sur., 2004). Metridia luciferaza (MLuc)
katalizira jednostavnu reakciju oksidacije koelenterazina popra¢enu emisijom plave svjetlosti
(Slika 27.) kao 1 RLuc 1 GLuc iako s njima ne dijeli strukturne sli¢nosti (Markova i Vysotski,
2015).

Slika 27. Morski veslonozac roda Metridia pod svjetlosnim mikroskopom pri normalnom osvjetljenju (A) i
prilikom proizvodnje bioluminiscencije (B) (preuzeto iz Tessler i sur., 2018).

Strukturno se MLuc sastoji od evolucijski ocuvane C-terminalne domene u kojoj se nalazi
aktivno mjesto enzima, N-terminalne varijabilne domene nevazne za kataliticku aktivnost te
N-terminalnog signalnog slijeda od 17 aminokiselina za izlu¢ivanje iz stanice (Petersen i sur.,
2011). Kataliticka C-terminalna domena sastoji se od dva homologna ponavljanja 70
aminokiselina i1 sadrzava ukupno 10 Cys aminokiselinskih ostataka koji medusobno tvore 5
disulfidnih veza (Markova 1 sur., 2004). Cisteinski ostatci bitni su za katalitiCku aktivnost
enzima $to je dokazano pokuSajem zamjene Cys s Ala ostatcima §to je uzrokovalo potpuni
gubitak aktivnosti MLuc (Goerke i sur., 2008). Pretpostavlja se da disulfidne veze stabiliziraju
prostornu strukturu MLuc zbog ¢ega su izoforme MLuc stabilne u Sirokom podrucju
temperatura (Kim 1 sur.,, 2009), ali otezavaju pravilno smatanje MLuc proteina u
reducirajué¢im uvjetima u citoplazmi prokariotskih stanica (npr. E. coli) pa tocna prostorna
struktura enzima do danas nije jo$ potvrdena (Markova i sur., 2018). N-terminalna domena je
varijabilna pa su iz jednog organizma izolirane razliCite izoforme enzima: MLuc2 s
najkra¢im, MLuc7 sa srednje dugim i MLucl64 s najduljim N-terminalnim dijelom
(Larionova 1 sur., 2017; Markova i sur., 2015; Stepanyuk i sur, 2008b). Varijabilni dio ne

utjece znacajno na bioluminiscenciju Sto je dokazano skra¢ivanjem N-terminalne domene na
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svega 6 aminokiselina u divljem tipu MLuc7 bez gubitka aktivnosti (Markova 1 sur., 2015).
Takoder, daljnje skracivanje varijabilnog N-terminalnog dijela MLuc164 na 15,1 kDa cak je
rezultiralo pojacavanjem svjetlosnog intenziteta i uc¢inkovitosti bioluminiscencijske reakcije.
Skraceni oblici enzima zadrzali su glavne znacajke MLuc7 i MLuc164 uz jednu iznimku —
kinetika gaSenja bioluminiscencije postala je puno brza nego u divljim tipovima enzima
(Markova 1 sur., 2012). Sve izoforme karakterizira velika termostabilnost (90% aktivnosti
ocuvano je nakon lh inkubacije na 60°C, a 50% nakon 1h na 100°C) (Takenaka i sur., 2008),
ali se one razlikuju po optimalnim temperaturama za aktivnost, primjerice, MLuc2 je
najaktivnija pri 5°C, a MLuc7 pri 10-17°C zbog ¢ega ih svrstavamo u izrazito psihrofilne
enzime (Siddiqui, 2015). Nadalje, izoforme se razlikuju po optimalnom pH za aktivnost,
MLuc7 ima Siroki pH optimum s najve¢om aktivnos¢u pri pH 6,5-7,5 dok MLuc2 i MLuc164
imaju nesto uze pH optimume s najve¢om aktivnoscu pri pH 7,51 7,7 (Larionova i sur., 2017).
Kinetika bljeska je zajednicka svim izoformama, ali MLucl64 ima 10 sporije gaSenje
bioluminiscencije kroz vrijeme od MLuc2 i MLuc7 (Markova i sur., 2012; Tannous i sur.,
2005). MLuc? ispoljava najveci bioluminiscentni signal u 1 mM NaCl, a MLuc7 i MLuc164 u
0,5 mM NaCl (Markova i sur., 2015). Medu rekombinantnim MLuc proteinima najuspjelija je
tzv. TurboLuc luciferaza od 16 kDa stvorena na temelju katalitickih domena divljih tipova
luciferaza MLucl64 iz M. longa i MLucl iz M. pacifica. TurboLuc ima aktivnost slicnu
GLuc, ali je njezin emisijski spektar pomaknut na 480 nm te joj je produljeno vrijeme gaSenja
svjetlosnog signala i1 postignuta ucinkovita unutarstani¢na ekspresija uklanjanjem signala za

izlu¢ivanje (Auld i sur., 2018).

Mala veli¢ina, visoka enzimska aktivnost te visoka termostabilnost MLuc enzime Cini vrlo
prikladnim reporterima za HTS. Mala veliCina reportera omogucuje smanjenje metabolickog
optereCenja u stanicama domacina, a smanjuje i stericke smetnje prilikom spajanja
reporterskih proteina s proteinima od interesa te uzrokuje bolji prijenos energije u BRET
konstruktima. Takoder, s MLuc enzimima provedeno je pretrazivanje knjiznice 44 000
kemijskih spojeva na PubChem-u i1 knjiznice prociS¢enih prirodnih spojeva pri ¢emu nisu

identificirani njezini inhibitori (Auld i sur., 2018; Ho i sur., 2013).

Zanimljivo je da je u rodu Metridia postoji posebna vrsta veslonosca M. lucens koja proizvodi
vlastiti luciferin za bioluminiscencijsku reakciju, a ne unosi koelenterazin prehranom kao
ostale vrste (Tessler 1 sur., 2018). M. lucens jos nije potpuno istrazena, ali bi se u buducnosti
mogla iskoristiti njezina navedena svojstva za uklanjanje potrebe dodatka egzogenog

supstrata u reakcijski medij prilikom izvodenja luciferaznog testa.
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4.1.4 Bioluminiscencijski sustavi ovisni o Cypridina luciferinu
4.1.4.1 Cypridina luciferaze

Cypridina luciferaza (CLuc) prirodno je izlu¢iva luciferaza izolirana iz morskog ljuskara vrste
Cypridina (Vargula) hilgendorfii (Slika 28.) koji obitava u juznim obalnim vodama Japana, a
Cesto se naziva ,,morskom krijesnicom® (Thompson i sur., 1989). CLuc je prva luciferaza
izolirana iz morskog organizma koja za bioluminiscencijsku reakciju koristi Cypridina
luciferin (vargulin), supstrat imidopirazinonskog tipa razli¢it od koelenterazina (Shimomura,

2006).

Slika 28. Bioluminiscentni morski ljuskari Cypridina hilgendorfii (lijevo) i Cypridina noctiluca (desno)
(preuzeto iz Nakajima i sur., 2004).

CLuc tezi 61,7 kDa, a sastoji se od 555 aminokiselina koje tvore protein s jednom domenom.
U primarnoj strukturi CLuc se osim signalnog slijeda za izlu¢ivanje iz stanice, nalaze 32 Cys
aminokiselinska ostatka koji tvore 16 disulfidnih veza potrebnih za uspostavu tercijarne
strukture enzima koja omogucava topljivost proteina (Nakajima i sur., 2004). Na dva mjesta
CLuc podlijeze N-glikozilaciji pa bi zbog toga i brojnih disulfidnih veza ekspresija CLuc
trebala biti ogranicena na eukariotske stanice (Markova i Vysotski, 2015; Shimomura, 2006),
ali je posljednjih godina uspjesno provedena i u prokariotskim stanicama (Hunt i sur., 2017).
Nedavno je utvrdeno da je N-glikozilacija bitna za smatanje proteina sa stabilnim aktivnim
mjestom te omogucuje pravilnu interakciju izmedu supstrata i enzima, a na termostabilnost 1

izlu¢ivanje CLuc iz stanice nema utjecaj (Yasuno i sur., 2018).

CLuc katalizira reakciju oksidativne dekarboksilacije Cypridina luciferina (Slika 29.) u
prisustvu kisika bez dodatka kofaktora popracenu emisijom plave svjetlosti s emisijskim

maksimumom na 465 nm (Nakajima i sur., 2004).

38



N . N
? N luciferaza WN 0; ﬁ“ + O;_
|' H kb B R{”"N” "R R{” "N” "R
HN NH -
Cypridina luciferin l
* o@
0-0 o 9

Os__Ry

svjetlost + N, NE
oAl
Ry "N "R,

I
OQV
N\- H I INH
— » N. _NH;
Q]/[N’If\«“‘n’”“z Q,T[“ T
HM

oksiluciferin etioluciferin

Slika 29. Mehanizam Cypridina bioluminiscencijske reakcije (preuzeto i prilagodeno iz Kaskova i sur., 2016).

Bioluminiscencijska reakcija CLuc ovisna je o pH, ionskoj jakosti i temperaturi, a optimalna
temperatura reakcije je 30°C (Shimomura i1 Johnson, 1970). Takoder, od ostalih luciferaza
izoliranih iz morskih organizama razlikuje ju puno sporija kinetika gaSenja bioluminiscencije
kroz vrijeme (Hunt i sur., 2017) zbog Cega je popularna njezina primjena za odredene oblike
ispitivanja, a komercijalno ju distribuiraju brojni proizvodaci kao §to su New England

Biolabs, ATTO, InVivoGen, Prolume RTD, Targeting Systems i dr.

Luciferaza sli¢na CLuc izolirana je iz joS jedne vrste japanskog ljuskara - Cypridina noctiluca
(Slika 29.). Molekulska masa C. noctiluca luciferaze je 61,4 kDa, a sastoji se od 553
aminokiseline s otprilike 84% homologije u nukleotidnom i aminokiselinskom slijedu s
luciferazom iz C. hilgendorfii. Svojstva C. noctiluca luciferaze su sli¢na onima C. hilgendorfii
(Tablica 2.), ali C.noctiluca luciferaza posjeduje znatno vecu aktivnost u mediju stani¢ne

kulture (Nakajima i sur., 2004).
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Tablica 2. Usporedba kemijsko-fizikalnih svojstava Cypridina noctiluca i Cypridina (Vargula) hilgendorfii
luciferaza (preuzeto i prilagodeno iz Nakajima i sur., 2004).

C. noctiluca luciferaza

C. hilgendorfii luciferaza

Broj aminokiselina 553 555
Molekulska masa (kDa) 61,464 61,693
Kwm (uM) 30,0 11,5
Vimax (x10° RLU/s) 2,20 2,20
Amax (Nm) 465 465
Poluvrijeme Zivota (h) na 37°C | 53 50

CLuc je kao i ostale luciferaze koje se izluCuju iz stanice idealna za HTS u obliku
sekrecijskog testa. Zahvaljuju¢i dugom vremenu poluzivota proteina u stanicnom mediju (53
h) CLuc omoguéuje provodenje ispitivanja sekvencijalno tijekom duljih vremenskih perioda
(sati do dani) koriStenjem istih stani¢nih linija jer one ne moraju biti unistene prije mjerenja
bioluminiscentnog signala (Thorne i sur., 2010). Aktivnost luciferaza koje se izluCuju je
dovoljno velika da se one mogu mjeriti u malim volumenima karakteristicnim za HTS (<10
uL), a proces mjerenja je jednostavan i ne zahtijeva posebnu opremu (Nakajima i Ohmiya,
2010). Medutim, CLuc se moze koristiti samo u eukariotskim stani¢nim linijama, dok se

GLuc moze eksprimirati u aktivnom obliku i u E. coli.

Takoder, izlucive luciferaze mogu posluZziti za ex vivo prac¢enje tumorskog rasta jer ¢e veli¢ina
bioluminiscentno oznacenog tumorskog tkiva korelirati s intenzitetom bioluminiscentnog

signala luciferaze izluCene u krv miseva (Wurdinger i sur., 2008).
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4.1.5 Umjetni bioluminiscencijski sustav ovisan o furimazinu
4.1.5.1 NanoLuc® luciferaza

NanoLuc® (NLuc) luciferaza je mali monomerni enzim (19,1 kDa, 171 aminokiselina)
stvoren genetickim inZenjerstvom na temelju kataliticke podjedinice luciferaze iz
dubokomorskog skampa Oplophorus gracilirostris (Hall 1 sur., 2012.). Ovaj rekombinantni
enzim koristi novi sinteticki luciferinski supstrat, furimazin, za dobivanje luminiscencije
visokog intenziteta (Amax = 465 nm) u reakciji neovisnoj o ATP-u. Furimazin je strukturno
vrlo sli¢an koelenterazinu, ali sadrzi furilni supstituent na drugoj poziciji imidopirazinonskog

prstena (Slika 30.) (Kaskova i sur., 2016).

O
02 \|
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Slika 30. Reakcija oksidacije furimazina u furimamid katalizirana NanoLuc® luciferazom popracena emisijom
svjetlosti valne duljine 465 nm (preuzeto i prilagodeno iz Walker i sur., 2017).

Kwm reakcije oksidativne konverzije furimazina u furimamid je 10 uM, a kinetika reakcije
odgovara profilu svjetlucanja s gasenjem bioluminiscencije kroz 2 h (Hall i sur., 2012).
Specificna aktivnost NLuc veca je oko 150 puta od aktivnosti FLuc i RLuc (Slika 31.), a
smatra se da nije uzrokovana samo povecanim kvantnim prinosom bioluminiscencijske
reakcije jer su kvantni prinosi FLuc 1 RLuc takoder dosta visoki (Ando 1 sur., 2008; Loening 1
sur., 2006), nego i1 vecim katalitickim obrtajem NLuc. NLuc je znatno otpornija na vanjske
uvjete, ima vecu termostabilnost i toleranciju na ionsku jakost i pH medija (Hall i sur., 2012).
NLuc zadrzava aktivnost dulje od 15 h na 37°C, a 30 min na 55°C (Dixon i sur., 2016) te je
aktivna u rasponu pH od 5-9, s optimalnom pH vrijedno$¢u za aktivnost od 7-9 (Hall 1 sur.,

2012).
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Slika 31. Usporedba intenziteta bioluminiscentnog signala proc¢is¢enih NLuc, FLuc i RLuc luciferaza. NLuc
luciferaznom reakcijom proizvodi svjetlost otprilike 150 puta veceg intenziteta nego ekvivalentne koncentracije
FLuc ili RLuc (preuzeto i prilagodeno iz Hall i sur., 2012).

Strukturno se NLuc sastoji od 4 o-uzvojnice 1 11 antiparalelnih B-ploca koje formiraju
strukturu B-bacve. U sredini molekule 3 a-uzvojnice (a2, a3, a4) i f-ba¢va omeduju Supljinu

u kojoj se nalazi aktivno mjesto enzima (Slika 32.) (Tomabechi i sur., 2016).

Slika 32. Prikaz sekundarne kristalne strukture NLuc u dijagramu vrpci. NLuc se sastoji od 4 a-uzvojnice i 11
antiparalelnih B-ploc¢a koje formiraju strukturu B-bacve (lijevo), a rotacijom prikaza za 90° vidljiva je sredi$nja
Supljina u kojoj se nalazi aktivno mjesto enzima (desno) (preuzeto i prilagodeno iz Tomabechi i sur., 2016).

NLuc se moze prilagoditi razli¢itim zahtjevima ispitivanja, primjerice, spajanjem sa slijedom

za razgradnju (NLuc-PEST) skracuje se poluzivot NLuc u stanici i postize brzi odgovor na
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dinamiku transkripcije, a spajanjem sa slijedom za izluCivanje iz stanice (secNLuc)

omogucuje se neinvazivno mjerenje bioluminiscencije kroz dulje vrijeme (Hall i sur., 2012).

NLuc je kodonski optimizirana za ekspresiju u eukariotskim stanicama, npr. za ekspresiju u
stanicama kvasca Saccharomyces cerevisiae razvijeni su yNLuc s poluzivotom od 40 min i
yNLuc-PEST s dodatkom signala za razgradnju s poluzivotom od 5 min (Masser 1 sur., 2016).
Ne postoje dokazi da NLuc podlijeze ikakvim posttranslacijskim modifikacijama ili stvaranju
disulfidnih veza u stanicama sisavaca, a raspodjela unutar stanice je uniformna (Hall i sur.,

2012).

NLuc osim furimazina moze oksidirati i ostale spojeve sli¢ne koelenterazinu. Primjerice
sintetiziran je analog koelenterazina s arilnom skupinom na C8 poloZaju imidopirazinonske
jezgre koji uzrokuje emisiju svjetlosti pojacanog intenziteta s pomakom u crveno podrucje
spektra. Nadalje, uvodenje arilne skupine na C6 dodatno pomice spektar u crveno podrucje te

je takav supstrat posebice prikladan za BRET (Shakhim i sur., 2017).

Zbog male veliCine, visokog intenziteta bioluminiscencije i relativno uskog emisijskog
spektra NLuc je prikladna za energetskog donora u BRET sustavima. Naj¢es¢a BRET
kombinacija NLuc je ona s HaloTag crvenim fluorescentnim proteinom (635 nm) nazvana
NanoBRET (Machleidt i1 sur., 2015). Spektralna udaljenost emisijskih maksimuma NLuc 1
HaloTag od 175 nm (Slika 33.) uzrokuje poboljsano spektralno razlu€ivanje i povecanu
osjetljivost i dinamicki raspon ispitivanja u usporedbi s ostalim BRET sustavima (England i

sur., 2016).

NanoBRET BRET]1
175 nm 44 nm
= 1.04 = 1.01
Zgb 081 NLuc HaloTag j?" 0.8 RLuc8 - YFP
g 0.64 (d{:ltlo (akc(‘plﬂl‘] % 0.6 (anUl' l_ﬂkt‘(‘piu r)
;.'@_ 0.4 g 0.4-
"‘E’ =
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= p.0l— . - " 00 ; ' . :
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Slika 33. Usporedba NanoBRET i BRET1 sustava. Spektralna udaljenost izmedu emisijskih maksimuma
donorske i akceptorske molekule puno je ve¢a u NanoBRET nego u BRET1 sustavu (preuzeto i prilagodeno iz
England i sur., 2016).
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Za ispitivanja protein-protein interakcija razvijen je tzv. NanoBit sustav u kojem je NLuc
podijeljena na polipeptidne fragmente od 1,3 kDa i 18 kDa. Dinamicki odgovor na PPI
procijenjen je ispitivanjem s protein kinazom A i1 B-arestinom 2 te se metoda s NanoBit
sustavom pokazala brzom, reverzibilnom i robusnom na temperaturama od 21-37°C (Dixon i

sur., 2017).

NLuc je prikladna i za HTS u malim volumenima zbog velikog intenziteta bioluminiscencije.
Takoder, za HTS ima prednost pred FLuc i1 zbog manje osjetljivosti na inhibiciju kemijskim
spojevima u knjiznicama S$to je vjerojatno posljedica male molekulske mase i neovisnosti
luciferazne reakcije NLuc o ATP-u (Auld i sur., 2018). Pretrazivanjem knjiznice 42 000
kemijskih spojeva na PubChem-u pronadeno je da 2% knjiZnice inhibira aktivnost NLuc (Ho 1
sur., 2013) te je na temelju identificiranih inhibitora zaklju¢eno da NLuc inhibiraju spojevi

koji sadrze tienopirol karboksilat u svojoj kemijskoj strukturi (Walker i sur., 2017).

U usporedbi s RLuc8 (520 nm) za pracenje vezanja liganda na GPCRs NLuc je pokazala veci
intenzitet bioluminiscentnog signala i vecu osjetljivost ispitivanja te je dokazano da ne
uzrokuje promjene u signalizaciji 1 prometu receptora koje je RLuc8 ispoljila u nekim

slucajevima (Stoddart i sur., 2015).

S druge strane, NLuc nema optimalna spektralna svojstva za BLI in vivo, svjetlost valne
duljine 465 nm uvelike podlijeze apsorpciji u tkivima. No NLuc se ipak uspjesno koristi u
pracenju virusnih infekcija i progresije bolesti, a u dvostrukom luciferaznom testu iskoristena
je s GLuc za BLI karcinoma dojke (Stacer i sur., 2013). Za primjenu in vivo je NLuc puno
prikladnija kao dio BRET sustava. Takoder, jedan od problema u primjeni NLuc je genericka

nedostupnost furimazina te njegova visoka cijena (Hall i sur., 2012).
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4.1.6 Bakterijski bioluminiscencijski sustavi

Bakterijske luciferaze su izolirane iz razlicitih vrsta bioluminiscentnih bakterija prije otprilike
30 godina (Frackman i sur., 1990; Engebrecht i sur., 1984; Belas i sur., 1982). Medu brojnim
bakterijskim bioluminiscencijskim sustavima najbolje su proucene luciferaze iz bakterija
Photobacterium phosphoreum, Photobacterium leiognathi, Vibrio harveyi, Vibrio fischeri te
Photorhabdus (Xenorhabdus) I[uminescens. Svi bakterijski bioluminiscencijski sustavi
kodirani su /uxCDABE operonom (Slika 34.) u kojem /uxAB geni kodiraju za a- i f-
podjedinicu heterodimerne luciferaze, a /uxCDE kodiraju za kompleks reduktaze masnih
kiselina sastavljene od tri polipeptida s funkcijom reduktaze, sintetaze i transferaze (Slika 34.)
(Dunlap, 2009). Kompleks reduktaze masnih kiselina katalizira reakciju sinteze dugolan¢anih

masnih aldehida koji imaju ulogu bakterijskih luciferina (Meighen, 1991).

Smjer
genske ekspresije 43
C D A B E
Bakterijska
luciferaza
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Enzimski kompleks reduktaze masnih kiselina

Slika 34. Ustrojstvo luxCDABE operona. Geni JuxA i /uxB kodiraju bakterijsku luciferazu, a luxCDE kodira
kompleks reduktaze masnih kiselina sastavljene od reduktaze, sintetaze i transferaze (preuzeto i prilagodeno iz

www.photobiology.info).

Sve morske vrste bioluminiscentnih bakterija posjeduju i /uxG koji kodira flavin reduktazu
koja katalizira nastanak reduciranog oblika flavin mononukleotida (FMNH>) potrebnog za
luciferaznu reakciju (Nijvipakul i sur., 2008; Lee i sur., 1991; Swartzman i sur., 1990), au V.
harveyi nalazi se 1 luxH koji vjerojatno ima ulogu u biosintezi FMN riboflavina (Richter i sur.,
1997; Meighen, 1993). Dodatno, /uxF gen koji se u ve¢ini bakterija roda Photobacterium
nalazi izmedu /uxB i luxE gena (Slika 35.), kodira flavoprotein homologan luciferazi bez ocite
uloge u bioluminiscenciji (Lee 1 sur., 1991; Soly i1 sur., 1988). U normalnim uvjetima

pojedinacne bakterije ne luminisciraju nego je bioluminiscencija jedan od nacina bakterijske
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medustanicne komunikacije (eng. quorum sensing, QS) koji je reguliran bakterijskom
gusto¢om (Miller i Bassler, 2001). Najbolje je opisan LuxI/LuxR tip QS mehanizma prisutan
u Gram-negativnim bakterijama (Schaefer i sur., 1996). Primjerice, u V. fischeri gen luxl
kodira N-acilhomoserin lakton (AHL)-sintazu koja proizvodi autoinduciraju¢e molekule N-
(3-oksoheksanoil)-homoserin laktona (Eberhard 1 sur., 1981). luxI se nalazi uzvodno od [uxC
(Slika 35.) kao dio /ux operona i konstitutivno je eksprimiran na niskoj razini. /uxR je lociran
uzvodno od /luxI i prepisuje se u suprotnom smjeru te kodira transkripcijski aktivator
eksprimiran takoder na niskoj razini u normalnim uvjetima (Frackman 1 sur., 1990). Pri vecoj
gusto¢i bakterija u kulturi proizvodi se veca koliCina autoinduciraju¢ih molekula koje
aktiviraju LuxR te on vezanjem na regulatorne elemente uzvodno od /ux operona potice
transkripciju /ux gena. /uxl je dio /ux operona pa mehanizmom pozitivne povratne sprege
potice vlastitu sintezu, sintezu luciferaze 1 emisiju svjetlosti (Engebrecht i sur., 1983;

Eberhard i sur., 1981).
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Slika 35. Primjeri /ux operona prisutnih u razli¢itim vrstama bioluminiscentnih bakterija (preuzeto iz Waidmann
isur., 2011).

Sve su bakterijske luciferaze (EC 1.14.14.3) heterodimeri koji se sastoje od kataliticke o-
podjedinice (40 kDa) 1 B-podjedinice (35 kDa) koja je vazna odrzavanje aktivne konformacije
kataliticke podjedinice. a- i B-podjedinice su 32% identi¢ne primarnom strukturom $§to
upucuje na to da je P-podjedinica posljedica duplikacije gena (Wilson i Hastings, 1998).
Bakterijska luciferaza katalizira oksidaciju reduciranog flavin mononukleotida (FMNH>) i

dugolanc¢anog alifatskog aldehida u prisustvu molekulskog kisika (Slika 36.).
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Slika 36. Prikaz reakcija ukljucenih u bakterijsku bioluminiscenciju. Sredisnju ulogu ima LuxAB luciferaza koja
oksidira dugolancani masni aldehid u odgovaraju¢u masnu kiselinu u prisustvu FMNH: i kisika pri ¢emu se
oslobada svjetlost na 490 nm. Za reakciju potreban FMNH, nastaje redukcijom preko NAD(P)H-ovisne FMN
reduktaze (LuxG), a masni aldehid je sintetiziran pomo¢u kompleksa reduktaze masnih kiselina (LuxCDE)
(preuzeto i prilagodeno iz Brodl i sur., 2018).

Luciferaza veze jednu molekulu FMNH ¢ime ju zasti¢uje od oksidacije, a zatim FMNH;
reagira s Oy 1 nastaje visoko stabilni peroksiflavin (spoj A) (Slika 37.). U drugom koraku ovaj
kompleks stupa u interakciju s aldehidom kojom nastaje peroksihemiacetal, a on pak podlijeze
Baeyer-Villigerovoj pregradnji daju¢i odgovarajuc¢u kiselinu i spoj C u pobudenom stanju.
Povratak spoja C u osnovno elektronsko stanje popracen je emisijom plavo-zelene svjetlosti

na 490 nm valne duljine (Kaskova i sur., 2016).
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Slika 37. Mehanizam luciferazne reakcije u bakterijama (preuzeto i prilagodeno iz Kaskova i sur., 2016).
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Nakon emisije svjetlosti i eliminacije vode, FMN se obnavlja. Stoga se derivat FMN smatra
stvarnim izvorom svjetlosti u bakterijskoj bioluminiscencijskoj reakciji, iako se tijekom
reakcije oksidira dugolancani alifatski aldehid pa se on smatra bakterijskim luciferinom

(Close i sur., 2010).

Budu¢i da ne trebaju dodatak egzogenog supstrata, /ux operoni su prikladni za ispitivanje
genske regulacije u bakterijama, konstrukciju stani¢ih biosenzora, proucavanje patogeneze
infekcija u malim Zivotinjama i pracenje bakterija usmjernih na tumore. U literaturi su
najzastupljenije studije koje koriste bakterijsku luciferazu iz P. luminescens koja zadrzava
stabilnost 1 aktivnost na temperaturama do 45°C (Szittner i Meighen, 1990). Prednost
bakterijskih luciferaza je to Sto se bioluminiscentna svjetlost proizvodi na mjestu reporterskog
enzima bez oslanjanja na bioraspolozivost i kinetiku luciferina kao §to je slucaj s ostalim

bioluminiscencijskim reporterima (Close i sur., 2010).

Ipak, bakterijski bioluminiscencijski sustavi se ne preferiraju pred ostalim luciferazama zbog
nekoliko nedostataka. Osim oc€itog porasta u veli€ini gena potrebnih za konstrukciju genske
lux kazete, glavni nedostatci bakterijske luciferaze leze u tome StoLuxA i LuxB podjedinice
nekada mogu biti eksprimirane u razliCitim koli¢inama S§to moze uzrokovati netoc¢ne
kvantitativne interpretacije bioluminiscentih signala (Roda, ured., 2010), a produkti ostalih
lux gena mogu ometati biokemijske procese u stanicama domacina (Wood i sur., 1998).
Takoder, bakterijska luciferaza ima nizu razinu genske ekspresije nego FLuc, niZi intenzitet
emitirane svjetlosti, a valna duljina emitirane svjetlosti od 490 nm nije prikladna za BLI.
Opazeno je i to da je aldehidni supstrat u visokim koncentracijama toksian za stanice

sisavaca pa to otezava optimizaciju ispitivanja (Close i sur., 2010).

Jedna studija provedena na 5 bioluminiscentnih sojeva Gram negativnih bakterija koje su
tretirane razli¢itim koncentracijama 6 antibiotika ukazala je na jo$ jedan aspekt primjene
bakterijskih luciferaza koji ne treba zanemariti prilikom interpretacije rezultata (Wang i sur.,
2018b). Naime, tretiranje bakterija koncentracijama antibiotika koje su ispod minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK) dovodi do poveéanja broja bakterija u kulturi te jaceg

bioluminiscentnog signala.

Novija istrazivanja pokazuju da je toc¢na interpretacija podataka dobivenih koriStenjem
bakterijskog bioluminiscencijskog sustava otezana time Sto molekularna 1 enzimska dinamika
lux sustava ne korelira linearno s genskom ekspresijom koja se proucava. Zbog toga su Igbal i

sur., razvili raCunalni program koji omogucuje korisnicima /ux sustava to¢no zakljucivanje o
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razini genske ekspresije iz izmjerenih vrijednosti intenziteta svjetlosnog signala. Program se
temelji na matematickom modelu koji u obzir uzima aktivnost LuxAB, LuxEC i Fre s
unaprijedenim mehanizmima svih reakcija bakterijske bioluminiscencije, kao i sintezu i

kataliticki obrtaj Lux proteina (Igbal i sur., 2017).

Iako su na bakterijskim luciferazama provedene brojne mutacije za pomak emisijskog spektra
u crveno podrucje, mijenjanje kinetike gasenja bioluminiscencije i poboljSanja sposobnosti
ekspresije u eukariotskim stanicama (Tinikul i Chaiyen, 2014) bakterijska luciferaza jo$ nije
dosegla razinu na kojoj bi znacajkama konkurirala ostalim bioluminiscencijskim reporterima.
Nedavne studije, poput one u kojoj je stvoren poboljSani i/ux operon sa sedam puta
intenzivnijom emisijom svjetlosti kad se eksprimira u E. coli (Gregor i sur., 2018), uz
prethodna saznanja da se /ux operon moze uspjesno eksprimirati u stanicama sisavaca bez
potrebe za dodatkom egzogenog supstrata (Xu i sur., 2014) dokazuju veliki potencijal

primjene bakterijskih luciferaza koji jos nije potpuno iskoristen.
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4.2 Luciferazna reakcija u laboratorijskim uvjetima

Prvi korak u izvodenju luciferaznog testa je dodatak pufera s detergentom za lizu stanica u
uzorak stanica koje su transficirane luciferaznim reporterskim plazmidom. Potom se stani¢ni
ostaci uklone mikrocentrifugiranjem te se u ispitivani uzorak dodaje luciferinski supstrat.
Time zapocinje luciferazna reakcija koja proizvodi svjetlost. Intenzitet svjetlosti, odnosno
aktivnost luciferaze mjeri se pomocu luminometra. Neki luminometri direktno injektiraju
reagens u lizat stanica. Takva automatizacija omogucuje mjerenje signala u precizno vrijeme
odmah nakon injekcije supstrata Sto povecava dosljednost rezultata. Za ru¢ne (manualne)
luminometre, otopina supstrata pomijesa se ru¢no sa stanicnim lizatom 1 bioluminiscencija se

ocitava u definirano vrijeme nakon mijesanja reakcijske smjese.

Osim luminometrom, detekcija svjetlosnog signala iz luciferazne reakcije moze se provoditi i
pomocu scintilatorskog brojaca (Nguyen 1 sur., 1988; de Wet i sur., 1987) ili fotografskog

filma, ali je takvo mjerenje manje kvantitativno (Wood i DeLuca, 1987).

Detekcija luciferaze moze se provoditi in vitro (nakon ekstrakcije luciferaze iz stanica koje ju
eksprimiraju) ili in vivo (Slika 38.). Nedostatak in vitro testova luciferazne aktivnosti je taj Sto

je uzorak unisten u procesu (kao Sto je slucaj s ve¢inom reporterskih genskih sustava).
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Slika 38. Primjer jednostrukog luciferaznog testa u kojem se koristi pGL4 vektor s genom luciferaze krijesnice
(luc) (preuzeto i prilagodeno izwww.worldwide.promega.com)
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Prema kinetici emisije svjetlosti razlikujemo luciferaze s kinetikom bljeska (eng. flash
kinetics) 1 luciferaze s kinetikom svjetlucanja (eng. glow kinetics) (Slika 39.) (Matta i sur.,
2018). Prilikom odabira luciferaznog testa, obicno je potrebno posti¢i kompromis izmedu
intenziteta luminiscencije 1 njezinog trajanja, buduci da se reakcije velikog intenziteta vrlo

brzo i gase.
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Slika 39. Prikaz kinetickih profila Gaussia luciferaze s kinetikom bljeska (,,flash*) i luciferaze krijesnice s
kinetikom svjetlucanja (,,glow*) (preuzeto i prilagodeno iz www.invivogen.com).

Primjerice, koriStenje luciferaze krijesnice ili Renilla luciferaze koja daje maksimalnu
luminiscenciju rezultira ve¢om osjetljivos¢u analize (Matta i sur., 2018), ali analiza s duljim
poluzivotom signala 1 stabilnijeg luminiscentnog signala prikladnija je za ispitivanja na
mikrotitarskim plo¢icama. Zrtvovanje intenziteta luminiscencije za poluZivot signala slabije je

izrazeno kod NanoLuc® luciferaze (England i sur., 2016).

Bioluminiscencija se tijekom reakcije polako gasi uslijed odvijanja popratnih reakcija u
kojima nastaju inhibitori luciferaze, primjerice adenilat-oksiluciferin u reakciji FLuc
(Kaskova 1 sur., 2016). Nastali inhibitori uzrokuju nepovratnu inaktivaciju enzima. Za
odrzavanje konstantne luminiscencije luciferaze tijekom duljeg vremenskog perioda, u
rasponu od minuta do sati, ¢esto je potrebno inhibirati luciferaznu reakciju u razli¢itim
stupnjevima. Ova inhibicija moze smanjiti brzinu propadanja luminiscencije do tocke gdje je
smanjenje signala beznacajno tijekom vremena potrebnog za mjerenje visestrukih uzoraka

(Fraga 1 sur., 2006).
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Na trzistu su dostupni komercijalni testni kompleti razlicitih proizvodaca koji sadrze pufere za
lizu stanica, testni supstrat i reakcijski pufer. Ovi su kompleti posebno pogodni jer nisu skupi i
ukljucuju odgovaraju¢e modifikacije koje polucuju jaCe signale (mjerenja) te pojacavaju

enzimski obrtaj luciferaza (www.thermofischer.com; www.worldwide.promega.com;

www.sigmaaldrich.com).

Liza stanica kao jedan od koraka u protokolu luciferaznog testa moze se izbjeci koristenjem
luciferaza koje se prirodno izluCuju iz stanice, npr. Gaussia luciferaze (GLuc) (Slika 40.)

(Thorne i sur., 2010).
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Slika 40. Sekrecijski luciferazni test koji koristi GLuc luciferazu koja se izluCuje iz stanica. Supernatant stani¢ne
kulture koji sadrzi izlu¢enu GLuc uklanja se u razli¢ito vrijeme (1) i nakon mijeSanja s koelenterazinskim
supstratom (2), ukupna luminiscencija za svaku vremensku tocku se mjeri pomocu prozirnog filtra (3, 4, 5 ...).
Prikazan je i emisijski spektar za GLuc u odnosu na RLuc. Maksimalna emisija GLuc valne duljine sli¢na je
RLucu, ali GLuc pokazuje intenzivniju bioluminiscenciju (preuzeto i prilagodeno iz Thorne i sur., 2010).
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4.2.1 Jednostruki i dvostruki luciferazni testovi

Vecina bioluminiscencijskih testova ukljucuje koristenje jednog ili dvaju reporterskih gena.
Testovi temeljeni na jednom reporterskom genu pruzaju najbrzi i najjeftiniji nacin za stjecanje
podataka o genskoj ekspresiji iz stanica. Medutim, zbog sloZene grade stanica, informacije
prikupljene koriStenjem jednog reporterskog gena mogu biti nedovoljne za dobivanje
detaljnih 1 to¢nih rezultata. U nekim eksperimentalnim uvjetima, promjene bioluminiscencije
mogu biti uzrokovane drugim c¢imbenicima osim kontrole transkripcije koja se proucava
(Schagat 1 sur., 2007). Na primjer, pri ekspresiji prolaznog reporterskog vektora mogu se
pojaviti eksperimentalne razlike zbog varijabilnosti u ucinkovitosti transfekcije izmedu
razli¢itih bunari¢a. Drugi problem nastaje kada sam eksperimentalni tretman smanjuje
vijabilnost stanica, Sto rezultira ne-transkripcijskom redukcijom signala luciferaze. Dakle,
jedno od prvih razmatranja prilikom odabira reporterske metodologije odnosi se na procjenu
hoc¢e 1i informacije koje se mogu dobiti od jednog reportera biti dostatne ili je potrebno

prikupljanje dodatnih informacija pomocu drugog reportera.

Dvostruki reporterski sustavi podrazumijevaju simultanu ekspresiju 1 mjerenje dvaju

pojedinacnih reporterskih enzima unutar jednog sustava (Slika 41.).
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u uzorak signala  FLuc reakcije i pocetak

RLuc reakcije

Slika 41. Koraci u izvodenju dvostrukog luciferaznog testa koji koristi luciferazu krijesnice kao eksperimentalni
reporter i Renilla luciferazu kao normalizacijski reporter (preuzeto i prilagodeno iz www.sigmaaldrich.com ).

Ekspresija eksperimentalnogreportera korelira s djelovanjem specifi¢cnih eksperimentalnih
uvjeta, dok aktivnost Kkotransficiranog kontrolnog reportera predstavlja unutarnju

kontrolu.Vektor s kontrolnim genom reporterom kotransfeciran je s eksperimentalnim
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vektorom, a njegovu ekspresiju pokrece konstitutivni promotor, npr. citomegalovirusni

(CMV) promotor (Slika 42., Slika 43.) (Branchini i sur., 2017).

Slika 42. Primjer konstrukcije gena reportera za izvodenje dvostrukog luciferaznog testa u kojemu je zelena
RLuc luciferaza eksperimentalni reporter, a crvena FLuc kontrolni reporter (preuzeto i prilagodeno iz
www.worldwide.promega.com).
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Slika 43. Ekspresija kontrolnog reportera (crvena FLuc) je konstantna jer je on pod kontrolom konstitutivnog
promotora, a ekspresija eksperimentalnog reportera (zelena RLuc) ovisi o specificnim eksperimentalnim
uvjetima (preuzeto i prilagodeno iz www.worldwide.promega.com).

Najcesc¢e se drugi reporterski gen eksprimira putem kontrolnog vektora radi normalizacije
rezultata eksperimentalnog reporterskog gena te sluzi otklanjanju varijacija u broju stanica ili

ucinkovitosti transfekcije izmedu uzoraka. Takoder, na ovaj na¢in mogu se ukloniti i drugi
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izvori varijabilnosti, kao $to su razlike u volumenima pipetiranja, ucinkovitosti stani¢ne lize i

sl. (Schagat i sur., 2007).

Dakle, dvostruki luciferazni testovi omogucuju pouzdanije tumacenje eksperimentalnih
rezultata. Jo$ neke od prednosti koriStenja dvostrukog reporterskog sustava su usteda

mikrotitarskih ploCica, vremena i novca.

Dvostruki luciferazni testovi zahtijevaju ucinkovitu separaciju svjetlosnih signala
eksperimentalnog 1 kontrolnog luciferaznog reportera. To je moguce provesti na nekoliko
nacina. Prva strategija je supstratna diskriminacija ili sekvencijalno ocitavanje rezultata (eng.
substrate discrimination, sequential reading) (Slika 44.). Ona podrazumijeva koriStenje dviju
luciferaza koje koriste razlicite supstrate. Kod ovog tipa testa detekcija svjetlosnog signala
pojedine luciferaze provodi se u razli¢itom vremenu tijekom ispitivanja dodatkom prikladnog

supstrata u reakcijski medij (Heise 1 sur., 2013).
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Slika 44. Dvostruki luciferazni test koji koristi supstratnu diskriminaciju odnosno sekvencijalno ocitavanje za
razdvajanje svjetlosnih signala dviju razlicitih luciferaza (preuzeto i prilagodeno iz Michelini i sur., 2014).

Primjerice, luciferaza krijesnice i Renilla luciferaza surazli¢itih struktura zbog razli¢itog
evolucijskog podrijetla, i imaju afinitete za razlicite supstrate pa upravo te razlike omogucuju
selektivno razlikovanje njihovih bioluminiscentnih signala u istom reakcijskom mediju bez
dijeljenja lizata (Slika 45.) (Heise 1 sur., 2013). Na isti je na¢in moguc¢e kombinirati i ostale

luciferaze koje ne iskoristavaju jednake supstrate za svoje reakcije.
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A FLue/RLuc Dvostruki luciferazni test
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Slika 45. Postupak u izvodenju dvostrukog luciferaznog testa s FLuc i RLuc. Stanice su lizirane reagensom za
detekceiju koji sadrzi supstrate luciferaze (1), izmjeren je bioluminiscentni signal FLuc (2), zatim je zaustavljena
FLuc reakcija zajedno s dodavanjem supstrata koelenterazina za RLuc (3) te je izmjerena bioluminiscencija
RLuc (4). U ovom slucaju, ukupna bioluminiscencija se mjeri uporabom prozirnog filtra. Prikazani su i emisijski
spektri FLuc i RLuc (CPS, counts per second, broj fotona po sekundi izmjeren na luminometru) (preuzeto i
prilagodeno iz Thorne i sur., 2010).

Druga strategija (spektralna separacija) (Slika 46.) podrazumijeva koristenje luciferaza koje
koriste jednaki luciferiski supstrat za svoje reakcije, ali ne emitiraju svjetlost na istim valnim
duljinama (Slika 47.) pa se detekcija signala moze provoditi jednostrukim dodavanjem

reagensa uz koriStenje odgovarajucih optickih filtara (Cevenini i sur., 2013).

Slika 46. Dvostruki luciferazni test koji koristi spektralnu separaciju za razdvajanje svjetlosnih signala dviju

razlicitih luciferaza (preuzeto i prilagodeno iz Michelini i sur., 2014).
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Slika 47. Spektralna rezolucija izmedu razlicitih luciferaza. Emisijski maksimum FLuc pomaknut prema

crvenom podrucju spektra omogucuje kombiniranje FLuc s ostalim luciferazama (preuzeto i prilagodeno iz
www.thermofisher.com).

Trec¢a strategija je tzv. vremenska separacija (Slika 48.). Ona podrazumijeva koriStenje
luciferaza koje pokazuju razli¢ite kinetike emisije svjetlosti pa se njihovi svjetlosni signali

mogu ocitavati u razli¢itom vremenu tijekom ispitivanja (Michelini i sur., 2014).

3 |
SupstratA 5
HK Vneme
—E— _
gen reporter |
—E— W
gen reporter 2 i
Vnijeme

Supstrat A

Slika 48. Dvostruki luciferazni test koji koristi vremensku separaciju za razdvajanje svjetlosnih signala dviju
luciferaza s razli¢itim kinetikama emisije svjetlosti (preuzeto i prilagodeno iz Michelini i sur., 2014).

Posljednja strategija razdvajanja signala dvaju luciferaznih reportera u dvostrukom
luciferaznom testu je prostorna separacija (eng. spatial separation) (Slika 49.). Ona je
omogucena kad se koriStene luciferaze eksprimiraju u razli¢itim stani¢nim odjeljcima ili se

kombinira upotreba luciferaze koja se izlucuje s onom koja ostaje unutar stanice.

57



Supsirat A ili B
e e 9@:

Tzluéeni
—B— gporter 2

reporter 1
Supstrat A ili B

Slika 49. Dvostruki luciferazni test koji koristi prostornu separaciju za razdvajanje svjetlosnih signala luciferaze
koja se izluCuje i one koja ostaje unutar stanice (preuzeto i prilagodeno iz Michelini i sur., 2014).
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4.2.2 Dvobojni dvostruki luciferazni testovi

Moguce je dizajnirati i dvobojne reporterske testove u kojima se takoder koriste dva
luciferazna reportera, ali oba kao eksperimentalni reporteri (Branchini i sur., 2018). Takva
dvostruka reporterska ispitivanja mogu biti osobito korisna za ucinkovito dobivanje vise
informacija u jednom eksperimentu, primjerice pomo¢u CBGLuc i CBRLuc se moze provesti
ispitivanje dva razli¢ita stani¢na dogadaja dodatkom samo jednog supstrata koji iskoriStavaju
obje luciferaze i mjerenjem zelene i crvene bioluminiscencije koriStenjem luminometra s

odgovaraju¢im filtrima (Slika 50.) (Thorne i sur., 2010).
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Slika 50. Prikazan je protokol dvobojnog dvostrukog luciferaznog testa s luciferazama klisnjaka (CBLuc) u
kojem se liza stanica i detekcija provode uz jednostruko dodavanje reagensa (1), a zelena i crvena
bioluminiscencija se zatim mjere sekvencijalno na ¢itacu mikrotitarske plocice (2) koriste¢i odgovarajuce
opticke filtre. Zabiljezeni su emisijski maksimumi luciferaza, a prikazani su i emisijski spektri luminiscencije za
zelenu i crvenu CBLuc. Toc¢kaste linije na emisijskom spektru predstavljaju valne duljine koje propustaju
koristeni opticki filtri (preuzeto i prilagodeno iz Thorne i sur., 2010).
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4.2.3 ViSestruki luciferazni testovi

U luciferaznom ispitivanju moguce je koristiti odjednom 1 viSe od dvije luciferaze kako bi se
omogucilo istodobno pracenje viSe bioloskih procesa. Primjerice, razvijen je trostruki
luciferazni test koji ukljucuje luciferaze iz tri razli€ite vrste: zelenu luciferazu iz divljeg tipa
Photinus pyralis, sekrecijsku luciferazu iz Gaussia princeps te novu termostabilnu crvenu
varijantu luciferaze iz vrste Luciola italica (Michelini 1 sur., 2008). Kombiniranjem luciferaza
koje se izluCuju i onih koje se ne izluCuju iz stanica, a koriste i razliCite supstrate
onemogucene su medusobne interferencije izmedu razlicitih svjetlosnih signala. Ovakav je
oblik ispitivanja prvotno namijenjen za HTS jer moze dovesti do smanjenja vremena
potrebnog za pretrazivanje knjiznica bioloski aktivnih spojeva, povecati protok pretrazivanja i
omoguciti bolji omjer cijene i ucinkovitosti ispitivanja. No, prijavljeni su 1 viSestruki
luciferazni testovi za biolosko oslikavanje in vivo, primjerice, sustav koji se sastoji tri para
luciferaza i1 njima pripadajucih supstrata za luciferaznu reakciju. Luciferaze iz vrsta Photinus
pyralis, Gaussia princeps 1 Vargula hilgendorfii s pripadaju¢im D-luciferinom,
koelenterazinom 1 vargulinom, iskoriStene su za istodobno pracenje tri razlic¢ita bioloska
dogadaja u ortotopi¢nom modelu tumora mozga (Maguire i sur., 2013). Medutim, koriStenje
viSestrukih supstrata u in vivo ispitivanjima neizbjezno dovodi do manje tocnih rezultata zbog
razlika u bioraspolozivosti razli€itih supstrata i njihovom unosu u ispitivane organizme.
Takoder, viSestruko injektiranje supstrata moze biti stresno za zivotinju i1 dovesti do
potencijalnih operativnih pogresaka (Xu i sur., 2016). Ovi nedostaci mogu se ublaziti
koriStenjem luciferaza koje za svoje reakcije iskoriStavaju isti supstrat, ali emitiraju svjetlost

razli¢itih boja.
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4.3 Primjena bioluminiscencijskih ispitivanja u razvoju lijekova

lako su do sada razvijene brojne reporterske tehnologije za upotrebu u laboratoriju,
bioluminiscencijski testovi su u istrazivanjima posljednjih godina pokazali neusporedivu
osjetljivost, dinamicki raspon, svestranost te jednostavnost koristenja. Zbog visokog kvantnog
prinosa bioluminiscencijskih reakcija 1 relativne netoksi¢nosti luciferina, dosad je razvijen
Sirok repertoar analitiCkih in vitro 1 in vivo metoda temeljenih na bioluminiscenciji, koji se
neprestano $iri zahvaljujuéi napretku u kemiji i molekularnoj biologiji i razvoju novih uredaja
za spektrofotometriju i molekularno oslikavanje. Primjena bioluminiscencijskih analitickih
metoda ukljucuje ispitivanja na razli¢ite analite, imunoanalize, ispitivanja genske ekspresije,
probir lijekova, molekularno oslikavanje zivih organizama, studije karcinoma, istrazivanja
zaraznih bolesti 1 ekoloske studije, ali cilj ovog rada je naglasiti mogucnosti primjene

bioluminiscencijskih sustava u razvoju lijekova.

Razvoj novih lijekova dugotrajan je proces koji zahtijeva godine pretklini¢kih ispitivanja i
mnogobrojne nezaobilazne korake koji ¢e osigurati sigurnost primjene molekule od interesa
kod ljudi s minimalnim rizikom toksi¢nog djelovanja. Zbog toga i najmanja redukcija u
inicijalnim fazama razvoja lijekova rezultira znacajnim ustedama vremena pa je farmaceutska
industrija sklona primjeni novih in vitro i in vivo metoda koje zahtijevaju krace vrijeme za
ispitivanja farmakokinetike, farmakodinamike i toksikoloSkih profila potencijalnih lijekova

kandidata.

Glavni nacini na koje bioluminiscencija moze olakSati razvoj lijekova su implementacija
bioluminiscencijske tehnologije u visokoproto¢na pretrazivanja (eng. high-throughput

screening, HTS) i biolosko oslikavanje (eng. bioluminescence imaging, BLI) (Slika 51.).

HTS podrazumijeva nekoliko koraka: odabir 1 karakterizaciju mete, razvoj metode ispitivanja,
preparaciju reagensa, pretrazivanje baze spojeva i validaciju spoja koji je pokazao najbolja
svojstva (eng. hit compound) u sekundarnim ispitivanjima. Ovaj proces obi¢no traje 2-3
godine u vec¢ini poduzeta za razvoj lijekova (Paul 1 sur., 2010). Integraciju
bioluminiscencijskih sustava u HTS omogucila je Cinjenica da su za bioluminiscenciju

potrebne niske koncentracije reagensa (luciferina i luciferaze).

Nadalje, u pretklini¢kom in vitro 1 in vivo ispitivanju lijekova, neinvazivno bioluminiscentno

oslikavanje postalo je bitna alternativa drugim tehnologijama bioloSkog oslikavanja, a
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bioluminiscentne transgeni¢ne zivotinje prikladni modeli za pretklinicka ispitivanja i

patofizioloske studije (Stell i sur., 2007).

Slika 51. Prikaz in vitro (dolje) i in vivo (gore) bioluminiscentnog oslikavanja. Stanice koje su unosenjem
luciferaznog gena ucinjene bioluminiscentnim mogu se koristiti za ispitivanja na mikrotitarskim plo¢icama s ili
se mogu injektirati u animalne modele. Bioluminiscentni signal se detektira pomocu posebne namjenske opreme,
a rezultati se prikazuju kao slike u skalama pseudo-boja te se mogu racunalno spojiti sa slikama zivotinja za
preciznu lokaciju signala (preuzeto i prilagodeno iz Li i sur., 2012).

Bioluminiscencijska tehnologija olakSava primjenu nacela ,zamjene, redukcije i
usavrSavanja“ odnosno ,,tri Rs* (eng. replacement, reduction, refinement) Russella 1 Burcha
(Tannenbaum 1 Bennett, 2015). "Zamjena" (eng. replacement) se odnosi na preferiranu
upotrebu metoda za koje nisu potrebne zivotinje kad god je moguée takvim metodama postiéi
isti znanstveni cilj. "Redukcija" (eng. reduction) se odnosi na metode koje omogucuju
istraziva¢ima da dobiju usporedive razine informacija od manjeg broja zivotinja, ili da dobiju
viSe informacija od istog broja Zivotinja, ako se primjena zivotinja u istrazivanjima ne moze
izbje¢i. "UsavrSavanje" (eng. refinement) se odnosi na metode koje ublazavaju ili umanjuju
potencijalne bolove, patnje ili nevolje i poboljSavaju dobrobit Zivotinja u istrazivanjima. Ovo
nacelo snazno poti¢e Europska unija u ranom procesu otkrivanja lijekova, u skladu s etickim 1
odgovornim istrazivanjima kako bi se smanjili troskovi 1 poboljsala pouzdanost i

predvidljivost rezultata (Michelini i sur., 2014).
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4.3.1 Kvantitativna visokoproto¢na pretrazivanja

Mikrotitarska plocicas 96 jazica, izvorno dizajnirana da olakSa seroloske studije u virologiji
(Sever, 1962), kasnije je prepoznata kao prikladna zamjena za testove na bazi kiveta, epruveta
1 laboratorijskog posuda. U kombinaciji sa spektrofotometrijskim c¢ita¢ima plocica,
mikrotitarska ploCica je brzo postala standard za izvodenje paralelnih analiza za brzu
preliminarnu procjenu bioloske aktivnosti spojeva. Tijekom 1990-ih, ogroman porast u broju
spojeva u kemijskim knjiznicama i razvoj metoda s osjetljivos¢u prikladnom za ispitivanja u
malim volumenima dodatno je potaknuo koncept paralelne obrade koji se danas prakticira u
formatima ploca s 96, 384 ili 1536 bunari¢a. "Visoka protocnost" je relativan pojam, ali se
opc¢enito definira kao testiranje od 10 000 do 100 000 spojeva dnevno, postignuto
mehanizacijom koja se krec¢e od ru¢no upravljanih radnih stanica do potpuno automatiziranih

robotskih sustava (Martins Lima i sur., 2018; Veloria i sur., 2017).

HTS je preferirani format za identifikaciju novih i potentnih farmakoloskih spojeva.
Povijesno gledano, testovi pretraZzivanja usmjereni su na ograni¢en broj meta od kojih mnogi
ukljucuju procis¢ene proteine. Priblizno dvije tre¢ine terapijskih meta Cine enzimi i receptori
(Zheng 1 sur., 2006). No u zadnje vrijeme HTS laboratoriji sve viSe skre¢u paznju na visoko-
sadrzajno pretrazivanje (eng. high content screening, HCS) koje ispituje bioloske dogadaje na
substani¢noj razini (Inglese, ured., 2006; Taylor, ured., 2006) u intaktnim Zivim stanicama

umjesto lizatima stani¢nih kultura kao uzorcima.

Zbog jednostavnosti, omjera cijene 1 ucinkovitosti, lakog rukovanja, visoke osjetljivosti 1
velikog dinamickog opsega bioluminiscencijske su metode metode od izbora za primjenu u
HTS-u (Kelkar i De, 2012). Uvodenjem supstrata u zive stanice (Levi i sur., 2007; Pfleger i
sur., 2006) i upotrebom luciferaza s visokim kvantnim prinosom (Loening i sur., 2006) moze
se pratiti bioluminiscentni signal iz tek nekoliko stanica kao i njihova kinetika u stvarnom
vremenu §to ¢ini bioluminiscencijske metode idealnim za pretrazivanje velikih baza bioloski

aktivnih spojeva (Badr i sur., 2011; Feng i sur., 2009).

Biolosko oslikavanje zivih stanica omogucio je razvoj mikroskopa sposobnog za mjerenje
ograni¢enog broja fotona iz pojedine stanice ili ¢ak unutarstani¢nih odjeljaka (Welsh 1 sur.,
2004). Nekoliko je studija zadnjih godina potvrdilo da se mikroskopska procjena
bioluminiscentnog signala kao 1 BRET signala moZe primijeniti i na pojedinacne stanice

(Dimiri i sur., 2016; Goyet 1 sur., 2016; Kubota 1 sur., 2017; Enomoto i sur., 2018).
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Analize bioluminiscencije na bazi stanica, zbog svojih posebnih prednosti predvidljivosti,
mogucénosti automatizacije, multipleksiranja i minijaturizacije, ¢ine se najprivlac¢nijim alatom
za visoke zahtjeve ranih faza probira lijekova (Michelini i sur., 2014). Siroko se primjenjuju
tehnologije genskih reportera te ispitivanja protein-protein interakcija (Sun i sur., 2016), a
pomocu njih se mogu provesti studije otkrivanja terapijskih meta 1 mehanizma djelovanja
lijekova, primjerice, vezanja novih agonista/antagonista za humane receptore eksprimirane u
razli¢itim stani¢nim linijama. Osim toga, bioluminiscencija se moze koristiti za in vitro 1 in
vivo pracenje patofizioloskih procesa unutar zivih stanica i malih Zivotinjau stvarnom
vremenu Sto olakSava dijagnostiku 1 pracenje progresije i regresije bolesti u odgovoru na

farmakolosku terapiju.

Pomoc¢u HTS-a moguce je ispitivati i farmakokineticka svojstva lijekova, tzv. ADMET
(apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija i toksi¢nost) in vitro ili in vivo ispitivanjem

na zZivotinjama (Michelini 1 sur., 2010).

Ono §to ograni¢ava bioluminiscencijski HTS je ¢injenica da odredeni spojevi mogu inhibirati
luciferazu ili ¢ak paradoksalno pojacati bioluminiscentni signal daju¢i tako lazne rezultate, Sto
treba uzeti u obzir prilikom interpretacije rezultata (Thorne 1 sur., 2007). Za primjer, vec je
dulje vrijeme dobro poznata i opisana inhibicija FLuc luciferaze resveratrolom (Bakhtiarova i
sur., 2006), a u pretrazivanju knjiZnice spojeva u potrazi za inhibitorima FLuc otkriveno je da
izmedu 2 1 3% knjiZznice moZe ometati njezinu detekciju (Thorne i sur., 2010). Takoder, neki
od lijekova, poput bortezomiba i1 iksazomiba zasticuju FLuc od proteoliticke degradacije i
produljuju joj vrijeme poluzivota Sto dovodi do lazno pozitivnih rezultata (Becker i sur.,
2016). Kao inhibitori luciferaze ve¢ su okarakterizirani benztiazoli, benzimidazoli,
benzoksazoli koji su strukturno sli¢ni D-luciferinu (Thorne 1 sur., 2012) te kalkoni, odnosno
aromatski ketoni 1 enoni, koji su osnovice struktura mnogih lijekova (Zhang 1 sur., 2017a), ali
razvijeni su i razli¢iti sustavi pomocu kojih je moguce predvidjeti koji ¢e spojevi u knjiznici

potencijalno mijenjati aktivnost FLuc (Ghosh i sur., 2018; Chen i sur., 2017).

Ipak, vazno je napomenuti da se artefakti povezani s luciferazama mogu razumjeti u odnosu
na enzimologiju reportera, Sto ¢ini njihovu aktivnost relativno predvidljivom. Nasuprot tome,
artefakti povezani s drugim oblicima ispitivanja, kao Sto je fluorescencija, mogu biti manje
predvidljivi (Simeonov 1 sur., 2008). Zbog toga vrijedi ovom problemu doskociti daljnjim
istrazivanjima 1 razvojem luciferaza s poboljSanom otpornoS¢u na inhibiciju malim

molekulama.
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Glavni smjerovi istrazivanja za koje se bioluminiscencijski HTS prilagodava su pretrazivanja
modulatora genske ekspresije i pretrazivanja modulatora protein-protein interakcija (PPI)
(Slika 52.) (Kelkar i De, 2012). Najjednostavniji pak oblik primjene je ispitivanje vijabilnosti
stanica detekcijom 1 odredivanjem koncentracije ATP-a, posebice primjenjiv u ispitivanju

tumorskih stanica i pra¢enju infekcija, odnosno razvoju citostatskih 1 antimikrobnih lijekova.
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Slika 52. Shematski prikaz primjene bioluminiscencijskih procesa u metodama pretrazivanja. Razliciti oblici
pretrazivackih ispitivanja mogu se razviti na temelju raznih bioluminiscencijskih procesa kao $to su prijenos
energije ili komplementacija proteina. Rezultati se mogu ocitati mjerenjem povecanja ili smanjenja intenziteta
ispitivanja koja se mogu koristiti u mjerenjima in vivo dinamike u odgovoru na modulatore u stanicama ili
zivotinjskim/biljnim modelima (preuzeto i prilagodeno iz Kelkar i De, 2012).
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4.3.1.1 Ispitivanje vijabilnosti stanica odredivanjem koncentracije ATP-a u uzorku

Najpopularniji analit koji se moze detektirati pomocu luciferaze svakako je ATP zahvaljujuci
ranom otkricu da je intenzitet svjetlosti koju proizvede luciferazna reakcija proporcionalan
koncentraciji ATP-a u analiziranom uzorku (McElroy i sur., 1967) te presudnom znacaju

ovog spoja za zZive stanice. Na temelju jednadzbe:

Luciferaza + Luciferin (D-LH,) + ATP-Mg?*
2 Luciferaza + Oksiluciferin(D-L) + AMP + CO, + hv

mogu se napraviti jednostavni sustavi sastavljeni od luciferaze, luciferina (D-LH>) 1 uzorka

koji je potrebno kvantificirati (Slika 53.).
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Slika 53. Ispitivanje vijabilnosti stanica odredivanjem koncentracije ATP-a nakon lize stanica uz pomo¢
luciferaze. Svjetlosni signal iz luciferazne reakcije proporcionalan je koncentraciji ATP-a dostupnog u uzorku
ispitivane stani¢ne kulture, a koncentracija ATP-a korelira s brojem Zzivih stanica u ispitivanoj stani¢noj kulturi

(preuzeto i prilagodeno iz www.worldwide.promega.com).

Molekula ATP-a univerzalni je energetski nosa¢ unutar stanica te je potreban razliCitim
enzimima za obavljanje kataliticke aktivnosti i sl. Zbog toga se unutarstani¢na koncentracija
ATP-a uvijek odrzava na visokoj razini, dakle, analizom njegove koncentracije moguca je
procjena metabolickog potencijala stanice. Ako je stanica zdrava i funkcionalna, odrzava

normalnu razinu ATP-a, medutim, kada stanica umre, razine ATP-a brzo opadaju.
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Odredivanje unutarstani¢ne koncentracije ATP-a omogucuje procjenu ucinka razlicitih agensa

na stani¢nu proliferaciju, odnosno, ispitivanje citotoksicnosti (Guardigli i sur., 2010).

Luciferazni testni setovi za ispitivanje vijabilnosti stanica odredivanjem koncentracije ATP-a

u stani¢nim kulturama komercijalno su dostupni od razli¢itih distributera kao §to su Biotium

(www.biotium.com), Merck Millipore (www.merckmillipore.com), Sigma Aldrich

(www.sigmaaldrich.com), Promega (www.worldwide.promega.com) 1 dr. Postupak

osjetljivog ispitivanja pomocu ovih testnih kompletaukljuc¢uje jednostruko dodavanje smjese
reagensa za odredivanje koncentracije ATP-a izravno u stanice uzgojene u mediju koji je
dopunjen serumom. Nije potrebno ispiranje stanica, uklanjanje medija i visestruko pipetiranje,
a testni komplet se moze koristiti za otkrivanje samo jedne stanice ili 0,01 pikomola ATP-a.
Proizvedeni signal je linearan unutar 6 redova veli¢ine (Slika 54.). Povezivanjem koli¢ine
ATP-a s brojem zivih stanica, test ima Siroku primjenu, od odredivanja broja zivih stanica do

ispitivanja proliferacije stanica ili citotoksi¢nosti.
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Slika 54. Graficki prikaz ovisnosti intenziteta bioluminiscentnog signala o koncentraciji ATP-a, odnosno
vijabilnosti stanica. A) Deseterostruka razrjedenja ATP-a pripravljena su u 100 pL PBS-a po uzorku (oznaceno
crvenom bojom). B) Deseterostruka razrjedenja Jurkat stanica pripravljena suu 100 pL RPMI medija po uzorku

(oznaceno plavom bojom). Neposredno prije mjerenja luminiscencije, u svaki uzorak je dodano 100 pl smjese
reagensa za odredivanje koncentracije ATP-a. Luminiscencija je mjerena tijekom 10 sekundi uporabom Turner
Designs luminometra (preuzeto i prilagodeno iz www.merckmillipore.com).

Za razliku od normalnih stanica, tumorske stanice ve¢inu ATP-a dobivaju procesom glikolize,
a ne oksidativnom fosforilacijom (Warburg, 1925). Stoga je u sklopu proucavanja
metabolizma tumorskih stanica potrebno posebno prouciti doprinos glikolize u sintezi ATP-a

jer nam to moze ukazati i na nove potencijalne mete djelovanja antitumorskih lijekova. Dosad
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su objavljeni brojni radovi o metodama odredivanja koncentracije ATP-a u tumorima pomocu

luciferaze krijesnice (Patergnani i sur., 2014).

Osim na ATP, mnogo je paznje usmjereno i na ostale bioloski vazne metabolite koji sudjeluju
u reakciji kataliziranoj luciferazom, posebice na koenzim A (eng. coenzyme A, CoA)
(Marques 1 Esteves da Silva, 2008), pirofosfat (Sun i sur., 2007; Nyren i Lundin, 1985) te
adenozin-monofosfat (eng. adenosine monophosphate, AMP) (Jansson i Jansson, 2003;

Tanaka i sur., 2001).
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4.3.1.2 Visokoproto¢no pretrazivanje modulatora genske ekspresije

Reporterski geni se primarno koriste za proucavanje stanicnih dogadaja povezanih s
ekspresijom gena. Da bi se izveo reporterski test (Slika 55.), regulatorna regija gena od
interesa klonira se uzvodno od luciferaznog gena u odredeni ekspresijski vektor. Taj se
rekombinantni ekspresijski vektor uvodi u stanice te se one inkubiraju odredeno vrijeme u
odredenim uvjetima. Nakon toga slijedi skupljanje stanica i opcionalno liziranje da bi
otpustile sve proteine (ukljucujuéi luciferazu). Na kraju se u uzorak stanica iz kulture ili
stani¢ni lizat dodaje luciferin i ostali kofaktori potrebni za luciferaznu rekaciju i mjeri se
enzimska aktivnost luciferaze koriStenjem luminometra. Na taj se nacin luciferazna aktivnost

izravno moze povezati s aktivnoscu gena od interesa (Roda 1 sur., 2004).

Luciferazni reporterski geni uspjeSno su primijenjeni u razli€itim vrstama organizama,
primjerice virusima (Sponken i sur., 2015), bakterijama (Gregor i sur., 2018), gljivicama
(Vande-Velde i sur., 2018), kvascima (Zhang i sur., 2016), biljkama (Muranaka i sur., 2013)

izivotinjama (Iwano i sur., 2018).

svjetlost

/ Stanica \

luciferaza

- &

Slika 55. Shematski prikaz tehnologije luciferaznih reporterskih gena. Ekspresijski vektor je uveden u stanicu.
Vektor sadrzi regulatorni slijed (A) pod ¢ijom je kontrolom ekspresija /uc gena (B). Kad se postigne ekspresija
luc gena, koliCina nastalog proteina (luciferaze) moze se pratiti pomocu mjerenja intenziteta svjetlosti in vitro (u
stani¢nim ekstraktima) ili in vivo, podvrgavanjem zivotinje CCD kameri za detekciju fotona. Dobivena slika
svjetlosnih tocaka moze se zatim umjetno stopiti s prethodno dobivenom fotografijom Zivotinje. U oba slucaja
ATP i luciferin (D-LH») moraju biti egzogeno primijenjeni neposredno prije prikupljanja podataka (preuzeto i
prilagodeno iz Roda i sur., 2004).

Luciferazni reporterski geni nailaze na svoju primjenu u ispitivanju strukture promotora i
promotorske aktivnosti (Slika 56.) te funkcionalnoj analizi promotorskih polimorfizama
jednog nukleotida (eng. single nucelotide polymorphism, SNP). Promotorski SNP-ovi mogu

imati veliki bioloSki znacaj, primjerice polimorfizmi citokina su povezani s ishodom bolesti,

69



ukljucujuéi 1 odgovor na tretman interferonom u lijecenju infekcije virusom hepatitisa C
(Huang i sur., 2007). Takoder, na ovaj je na¢in moguca identifikacija i procjena ucinkovitosti

lijekova koji djeluju na gensku ekspresiju.

RNA-polimeraza Transkripcijski faktori
— -

B Promony hi Luciferaza - Gen
! ! reporter
Transkripcija
mRNA [ Luciferaza EMA%
Translacija

-=- Reporterski
protein

¥ + Supstrat

Svjetlost

Svjetlosni signal = Ekpresija luciferaze = Promotorska aktivnost

Slika 56. Anliza promotorske aktivnosti pomoc¢u luciferaznog gena reportera. Aktivnost odredenog promotora
moze se odrediti mjerenjem svjetlosnog signala koji je ovisan o ekspresiji luciferaze jer je luciferazni gen pod
kontrolom promotora ¢ija se aktivnost ispituje (preuzeto i prilagodeno s www.thermofisher.com).

Takoder, pomoc¢u gena reportera moguce je ispitivati i signalne puteve u stanicama.
Primjerice, medu najvaznijim metama lijekova su receptori povezani s G-proteinima (eng. G-
protein coupled receptors, GPCR). Procijenjeno je da je viSe od 50% lijekova usmjereno
upravo na GPCR-ove (Klabunde i Hessler, 2002). Vezanje liganda na GPCR potice signalnu
kaskadu koja zavrSava aktivacijom transkripcije gena S$to omogucluje povezivanje

bioluminiscencije s receptorskom aktivnoscu.

Nadalje, luciferazni geni reporteri iskoriSteni su i za studije RNA-interferencija (eng. RNA
interference, RNAi). RNAI je mehanizam koji inhibira gensku ekspresiju prije nego se ciljna
mRNA prevede u protein. Dvije povezane vrste molekula RNA koje moduliraju RNAi
procese su kratke nekodiraju¢e molekule microRNA (miRNA) i mala interferirajuéa RNA

(eng. Small interfering RNA, siRNA) (Lin i sur., 2008).
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Bilo koji bioloski dogadaj koji utjeCe na aktivnost transkripcijskog faktora ili razinu

ekspresije gena moze se pratiti genskim reporterskim testom (Slika 57.).

Vanjski podra#aj T
l Receptor l
Protein-protein Provodenje
terakeije «  signala
Virusna infekeija Transkripeijski
1 5ITenje virusa - Bl
-M— Promoter ~— e = —W—
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Glo =M pomaer —  Jur —M—
obrada mRENA i ij .

Analiza delecija
Smatanjt: proteina ‘
TransEac:]_]a
Ribozim

“RNAJ'MIRNA

Slika 57. Primjene bioluminiscencijskih gena reportera ukljucuju proucavanje strukture i aktivnosti promotora,
analizu transkripcijskih faktora, proucavanje vezanja i aktivacije membranskih receptora, aktivacije jezgrinih
receptora, protein-protein interakcija, RNAi i sl. (preuzeto i prilagodeno iz Allard i Kopish, 2008).

HTS se moZe prilagoditi za identifikaciju modulatora genske ekspresije tako da se u
pretrazivanju koriste stani¢ne kulture s ekspresijskim vektorima sisavaca koji sadrze
luciferazni reporterski gen pod specificnim promotorom ili regulatornom sekvencom od
interesa. Takav oblik HTS-a omogucdit ¢e identifikaciju spojeva koji moduliraju gensku
ekspresiju. Primjerice, uvodenjem luciferaznog gena pod kontrolu transkripcijskog faktora
NF-kB (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i Nrf2 (eng.
nuclear factor erythroid 2-like 2) istrazen je ucinak niza fitokemijskih spojeva i1 biljnih
ekstrakata 1z vrsta Withania somnifera (Ashwagandha), Sutherlandia frutescens
(Sutherlandia) i Euterpe oleracea (Agai) na oksidativni stres i upalne procese koji su povezani
s aktivacijom navedenih transkripcijskih faktora, a imaju bitnu ulogu u neurodegenerativnim

bolestima (Ajit 1 sur., 2016).
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Zbog potrebe uvodenja unutarnjeg referentnog signala za korekciju analitickog odgovora i
normalizaciju nespecifi¢nih interakcija dobar izbor vrste luciferaznog testa u HTS-u je
dvostruki luciferazni test (Slika 58.) (Kelkar i De, 2012). Reporter se bira na temelju koriStene
stani¢ne linije, kinetike promatranog stani¢nog procesa te vrste detekcijskog uredaja

(oslikavanje zive stanice ili mjerenje na mikrotitarskoj plocici).
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Slika 58. Shematski prikaz dvostrukog luciferaznog testa dizajniranog za ispitivanja dogadaja na razini stanice.
Prikazane su konstitutivno eksprimirana FLuc za promatranje tkivno specifi¢ne transkripcije te RLuc
namijenjena kontroli stani¢ne proliferacije. Kad ispitivani ligand (ili neki drugi faktor) ude u stanicu, veze se na
regulatorni slijed promotora i utjece na transkripciju gena bilo njezinom aktivacijom ili supresijom. Aktivacija ili
supresija ekspresije proteina moze se mjeriti kao normalizirani svjetlosni signal iz reporterskih molekula i
proporcionalna je koli¢ini bioloski dostupnog liganda (preuzeto i prilagodeno iz Kelkar i De, 2012).

Luciferaza koja ¢e se koristiti u bioluminiscencijskom HTS-u odabire se prema njezinim
svojstvima (veli¢ini, valnoj duljini emisijskog maksimuma, poluvremenu zivota u stanici,
izlu¢ivanju iz stanice) s obzirom na zahtjeve ispitivanja, a Tablica 3. daje pregled najcesce

koristenih luciferaza u HTS-u i njihova svojstva.
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Tablica 3. Luciferaze koje se najéesce koriste u HTS-u (preuzeto i prilagodeno iz Thorne i sur., 2010).

Luciferaza Vrsta Molekulsk Valna Ovisna Supstrati Sekrecija | Vrijeme Tip
a masa duljina o ATP- ? poluzivot | HTS
emisijskog u? a proteina | testa
maksimuma
Luciferaza | Photinus pyralis 62 kDa 550-570 nm Da D-luciferin Ne 3h B&
krijesnice /ATP C
(FLuc)
Luciferaza Pyrophorus 60 kDa Zelena: Da D-luciferin Ne 7h C
klisnjaka /ATP
(CBLuc) plagiophthalamus 573 nm
Crvena: 613
nm
Renilla Renilla 36 kDa 480 nm Ne Koelentera Ne 4.5h B&
luciferaza reniformas zin C
(RLuc)
Gaussia Gaussia princeps 20 kDa 460 nm Ne Koelentera Da 6 dana (u | -**
luciferaza zin stani¢no
(GLuc) m
mediju)
Cypridina Cypridina 62 kDa 465 nm Ne Vargulin Da 53h(u KK
luciferaza (tzv. stani¢no
(CLuc) noctiluca Cypridina m
luciferin) mediju)

B, format biokemijskog ispitivanja; C, format stani¢nog ispitivanja.

*-nije primjenjiva, **-Ove luciferaze trenutno nemaju Siroku primjenu u HTS-u.
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4.3.1.3 Visokoproto¢no pretrazivanje modulatora protein-protein interakcija

Male promjene u ekspresiji gena uzrokovane malim molekulama u nekim slucajevima mogu
povezati te male molekule sa specificnim staniénim mehanizmom djelovanja te se stoga
analiza genske ekspresije moze koristiti za identificiranje stani¢nih procesa na koje djeluju
lijekovi (Higa 1 sur., 2017; Lee 1 sur., 2017a). Konkretno, ako inaktivacija (eng. knockout)
jednog gena ili skupa gena rezultira istom promjenom obrasca genske ekspresije koja se opaza
1 kada se stanice tretiraju odredenim lijekom, tada se moze zakljuciti da su ti geni mete
djelovanja lijeka. Medutim, klju¢no ogranienje ispitivanja djelovanja lijekova na
proucavanje genske ekspresije je to da promjene ekspresije gena mogu biti udaljene u
vremenu i zaklonjene opseZznim umrezenjem istrazivanog signalnog puta s drugim signalnim
putovima. Na primjer, inhibicija enzima u biokemijskom putu moze pokrenuti Citav niz
paralelnih promjena u nekoliko drugih signalnih putova, §to u konacnici rezultira pokretanjem
kompleksnog remodeliranja ekspresije gena (Michnick i sur., 2007). Dakle, iako se analizom
genske ekspresije pomocu genskih reportera mogu dobiti mnoge korisne informacije o
djelovanju lijekova, one Cesto nisu dostatne za to¢nu identifikaciju mete djelovanja lijeka i
potpuno razumijevanja njegovog mehanizma djelovanja. Naime, istrazivanjem iskljucivo
genske ekspresije ne moze se dobiti uvid u protein-protein interakcije (PPI) koje su u osnovi
mnogih stani¢nih procesa. Stoga, da bi se to¢no odredio signalni put na koji je usmjereno
djelovanje lijeka unutar slozene biokemijske mreze zive stanice, pozeljno je razviti metodu

koja ¢e izvjestavati o promjenama u PPL

PPI se Cesto smatraju okosnicom "interaktoma", koji je cijeli niz molekularnih interakcija koje
postoje u stanici (Vidal i sur., 2011). U interaktomu, molekularne interakcije povezuju sve
vrste molekula kako bi oblikovale ogromnu sofisticiranu mrezu, koja predstavlja sve bioloske
procese u toj stanici i klju¢na je za razumijevanje Zivota na temeljnoj razini. Budu¢i da se veci
dio interaktoma sastoji od interakcija izmedu proteina, PPI posreduju mnoge druge vrste
interakcija kako bi ih doveli u jednu interakcijsku mrezu. Na primjer, mnogi transkripcijski
faktori (u interakcijama protein-DNA) obavljaju svoje funkcije u spoju s drugim proteinima u
kompleksu (Chen 1 Rajewsky, 2007), a mnogi receptori (u interakcijama protein-ligand)
koriste PPI u nizvodnim signalnim kaskadama (Hunke i Miiller, 2012). U teoriji, svi PPI i
njihova svojstva mogu se precizno predvidjeti iz genomskih informacija putem racunalnih
pristupa, medutim, prakti¢na to¢nost i primijenjivi opseg su ograniceni zbog racunalne snage i

metodologije (Sun i sur., 2016). Stoga se pouzdani i detaljni PPI podaci mogu dobiti ili
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potvrditi samo eksperimentima, a imati odgovaraju¢e metode za to je iznimno vazno u bilo

kojim bioloskim istrazivanjima koja ukljucuju procese na molekularnoj razini.
4.3.1.3.1 Konvencionalne metode ispitivanja protein-protein interakcija

Postoje mnoge tehnike dostupne za istrazivanje PPI-a, svaka ima svoje prednosti i1 slabosti, ali
se samo nekolicina njih obi¢no koristi zbog njihove ukupne izvedbe i upotrebljivosti.
Najcesce se koristi sustav dvaju kvascevih hibrida (eng. yeast two-hybrid, Y2H system), a iz
svog prvotnog oblika ova se meteoda razvila u mnogo varijanti te postala svestrana metoda za
otkrivanje PPI svih vrsta. Koristi ¢injenicu da mnogi eukariotski transkripcijski faktori imaju
dvije razli¢ite domene, od kojih su obje potrebne za aktivaciju transkripcije. Ako svaku
domenu transkripcijskog faktora spojimo s razli¢itim proteinom od interesa (protein ,,mamac*
1 protein “plijen®), sustav ¢e moci pokazati stupaju li ta dva proteina u interakciju aktivacijom
reporterskog gena koji je pod kontrolom transkripcijskog faktora (Briickner i sur., 2009;
Berggard i sur., 2007). Y2H se moze lako posti¢i osnovnim molekularnim tehnikama,
pogodnim cak i za slabe PP i prikladne je osjetljivosti. Medutim, moZe se izvoditi samo in
vivo, ima nulti ili zanemariv odgovor na dinamicke interakcije i1 zahtijeva da se proteinski
testovi lokaliziraju. Koimunoprecipitacija (eng. co-imunoprecipitation, Co-IP) i tandemsko
afinitetno prociS¢avanje (eng. tandem affinity purification, TAP) su takoder popularne
metode; obje se oslanjaju na stabilna vezanja izmedu proteina i razvile su se iz metoda
proc¢is¢avanja proteina (Berggard i sur., 2007). Ove dvije metode imaju prednost u otkrivanju
viSestrukih PPI u jednom trenutku 1 intrinzi¢no visoke proto¢nosti, §to je korisno za razvoj
lijekova pri pronalazenju potencijalnih partnera za vezanje specificnih proteina. Ipak, njihov
opseg primjene je jos viSe ogranicen od Y2H, buduci da se mogu obaviti samo in vitro i nisu

prikladni za slabe ili prolazne PPI i detaljnije PPI studije.

Zbog ogranic¢enja ovih dominantnih metoda, konstantno se razvijaju nove i poboljSane metode
kako bi se zadovoljile potrebe sve vaznijeg istrazivanja PPI. Primjerice, metoda analize
proteina na mikro¢ipu (eng. protein microarray) se pokazala briljantnom za pracenje i
funkcionalno odredivanje PPI u velikim razmjerima (LaBaer i Ramachandran, 2005), a NMR
spektroskopija moze se koristiti za proucavanje PPl u iznimno preciznim detaljima
(O'Connell 1 sur., 2009). Medutim, mnoge od tih metoda zahtijevaju specijaliziranu ili skupu
opremu za izvodenje, a ponekad zahtijevaju 1 specificno znanje za analizu rezultata (Rao i
sur., 2014; Berggard i sur., 2007). Stoga se klasicne, ali jednostavne metode kao $to je Y2H

jo§ uvijek nasiroko rutinski koriste u mnogim laboratorijima za otkrivanje PPL
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4.3.1.3.2 Bioluminiscentni rezonantni prijenos energije

Metoda bioluminiscentnog rezonantnog prijenosa energije (eng. Bioluminescence Resonance
Energy Transfer, BRET), koja je prisutna ve¢ nekoliko godina, uz nedavna dostignuca
pokazuje superiorni potencijal da bude mocna, ali jednostavna metoda i izvrsna alternativa
Y2H za istrazivanja PPL. Procedura BRET-a je vrlo jednostavna i rezultat je lako
interpretirati, a moZe se obaviti osnovnim molekularnim tehnikama uz relativho niske
troSkove te je stoga vrlo pristupacna mnogim laboratorijima. Za razliku od Y2H, BRET ne
zahtijeva stani¢nu aktivnost da bi pokazao signal, tako da se moze posti¢i i in vivo 1 in vitro, 1
moze se koristiti na proteinima koji nisu lokalizirani u jezgri. NajvaZnija karakteristika BRET
testa je da ima brz i reverzibilan odgovor na dinamicke PPI, te koristi lako mjerljivu svjetlost
kao signal ocitavanja, §to je izuzetno vrijedno za pracenje PPI-a u stvarnom vremenu za
funkcionalna i regulatorna istrazivanja ili druge korisne primjene. Osim toga, uz odgovarajucu
opremu, moze se ¢ak koristiti kao tehnika snimanja za mapiranje i prouc¢avanje lokalizacije

PPI-a (Sun i sur., 2016).

U BRET-u, dva proteina od interesa, koja se nazivaju "mamac" i "plijen" (slicno kao i kod
Y2H), odvojeno su vezana za luciferazu i fluorescentni protein (FP) (Slika 59.). I luciferaza i
fluorescentni protein su proteini koji mogu proizvesti svjetlost, medutim luciferaza proizvodi
svjetlost oksidacijom luciferina, dok FP zahtijeva vanjsku pobudu kao §to je svjetlost vece
frekvencije (Rowe i sur., 2010). Stoga, u prisutnosti luciferina, ali bez vanjske ekscitacije,
normalno samo luciferaza moze konstantno proizvoditi svjetlost, Sto je slucaj kada nema
izravne interakcije izmedu proteina od interesa. S druge strane, ako dva proteina od interesa
mogu medusobno djelovati, interakcija ¢e ih dovesti u neposrednu blizinu, kao i s njima
povezane luciferaze i FP-e, i moze se pojaviti fenomen Forsterovog rezonantnog prijenosa
energije (eng. Froster Resonance Energy Transfer, FRET) (Subramanian i sur., 2000).
Tijekom FRET dogadaja, pobudena energija elektrona na luciferazi (donorska molekula) se
prenosi na FP (akceptorska molekula), uzrokujué¢i pobudivanje FP-a i njegovu proizvodnju

svjetlosti.
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Slika 59. Principi BRET testa. Strelice pokazuju pojednostavljenu proceduru koristenja BRET-a za detektiranje
interakcije izmedu dva proteina: (a) cDNA proteina od interesa (Protein A i B) spojene su s genima luciferaze i
fluorescentnog proteina, i koeksprimirane kao obiljezeni kimerni proteini, (b) luciferaza oksidira luciferin,
oslobadajuci visokofrekventnu svjetlost, dok FP ostaje neaktivan, (c) interakcije izmedu proteina A i proteina B
dovode luciferazu i FP u neposrednu blizinu te FP crpi energiju iz luciferaze i generira svjetlost nize frekvencije,
uzrokujuéi lako uocljivu promjenu valne duljine emisije u spektru (preuzeto iz Sun i sur., 2016).

Kako luciferaza i FP emitiraju svjetlost razliitih frekvencija, odnosno valnih duljina, dogadaj
prijenosa energije moze se lako promatrati i kvantificirati, $to ukazuje na prisutnost

interakcije izmedu proteina od interesa (Slika 60.).
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Slika 60. Prikaz FRET i BRET fenomena. Luciferaza emitira svjetlost drugacije valne duljine od one kad se u
BRET-u upari s fluorescentnim proteinom (preuzeto iz Yao i sur., 2018).
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Postoje mnogi tipovi luciferaza i fluorescentnih proteina, od kojih svaki ima svoja posebna

fizicka 1 opticka svojstva, a BRET se moze izvesti razli¢itim kombinacijama. Ovisno o izboru,
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svaka kombinacija moZze imati odredene prednosti nad drugima; na primjer, parovi koji sadrze
FP-e koji emitiraju na duljim valnim duljinama bolji su u PPI detekcijama dubokog sloja.
Razli¢iti odabiri luciferaza i FP-a dovode do BRET sustava s razliitim prednostima, a kada
studije navode stvaranje nove BRET metode, to obi¢no znaci da su pronadeni novi parovi
luciferaze 1 FP-a koji imaju odredene prednosti, a ne stvarne promjene BRET principa ili

postupaka, Sto treba uzeti u obzir prilikom pretrazivanja literarnih baza podataka na ovu temu.

Takoder, u zadnje je vrijeme proucavana i prikladnost BRET sustava koji kombiniraju
bioluminiscentne proteine i kvantne tocke (eng. quantum dots, QD). QD su poluvodicke
Cestice nanometarskih promjera koje mogu emitirati svjetlost specificnih valnih duljina kada
se pobude elektricnom ili svjetlosnom energijom (Mezzanotte 1 sur., 2017). Oni pruzaju
dvostruku prednost jer imaju samoemitiraju¢e sonde (npr. nema potrebe za vanjskim izvorom
svjetlosti) 1 emisiju svjetlosti u NIR podrucju spektra. lako se ve¢ina BRET nanosustava na
bazi QD sastoji od RLuc konjugiranog s QD (Slika 61.) (Yu 1 sur., 2016; Kumar i sur., 2011),
uspjesno je razvijen i vrlo uc¢inkovit BRET sustav s FLuc konjugiranim na kvantne Stapice
CdSe/CdS i CdSe/CdS/ZnS (Alam i sur.,, 2014). DoduSe, jo$ nije prijavljena njihova
prikladnost za in vivo primjenu. Jo§ uvijek je konjugacija bioluminiscentnih sondi s QD vrlo
komplicirana i zahtijeva mnogo vremena pa to otezava Siru primjenu ovih sustava i oni nisu

komercijalno dostupni.
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Slika 61. Primjer BRET sustava koji kombinira Luc8 luciferazu i kvantne toc¢ke (eng. quantum dots, QD). Luc8
(donorska molekula) emitira svjetlost na 480 nm koja pobuduje kvantnu tocku (akceptorska Cestica) koja onda
emitira svjetlosni signal u NIR-podrucju spektra na 655 nm (preuzeto iz Xing i sur., 2009).
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4.3.1.3.3 Metoda komplementacije proteinskih fragmenata

Metoda razdvojene luciferaze (eng. split luciferase assay, SLA) drugi je nacin izuavanja PPI
pomocu bioluminiscencije. SLA je jedna od metoda komplementacije proteinskih fragmenata
(eng. protein-fragment complementation assay, PCA) pa se u literaturi moze naci i pod tim
nazivom. U ovom pristupu (Slika 62.), luciferaza je rastavljena na dva dijela, $to uzrokuje
gubitak njezine aktivnosti. Svaki je dio (na genskoj razini) spojen s jednim proteinom od
interesa. Fragmenti reporterskih proteina dovode se u medusobnu neposrednu blizinu kroz
povezivanje dvaju proteina od interesa koji su u medusobnoj interakciji, Sto im omogucuje da
se smotaju ponovno u jedinstvenu trodimenzijsku strukturu reporterskog proteina i
rekonstruiraju njegovu aktivnost. Dodatkom luciferina u reakcijski medij moze se ocitati

bioluminiscentni signal koji je posljedica PPI (Azad i sur., 2014).

Slika 62. Metoda razdvojene luciferaze — zbog interakcije proteina A i proteina B dolazi do spajanja dviju
fragmenata razdvojene luciferaze i obnavljanja njezine aktivnosti §to se o€ituje kao bioluminiscentni signal
(preuzeto iz Kaskova i sur., 2016).

PCA je jednostavna metoda koja omogucuje medusobno povezivanje gena, a zatim i
povezivanje gena s njihovim funkcijama. To se postize prvenstveno, mjerenjem interakcija
medu proteinima koji su kodirani genima od interesa, a zatim promatranjem onoga S$to se
dogada s tim interakcijama kada se na njih djeluje lijekom, hormonom ili inaktivacijom nekih

drugih gena.

Klju¢na zabrinutost koja se javlja vezana za PCA strategiju je 1 ta da bi proteinski kompleksi
mogli ostati ,,zarobljeni* kada ponovno smotani PCA reporterski enzim sprijeci disocijaciju
kompleksa, a to moze dovesti do krivog tumacenja lokalizacije ili prometa proteinskog

kompleksa. Medutim, to se opcenito ne opaza jer se reverzibilnost PCA temelji se na
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principima smatanja proteina kako je 1 dokazano u studijama baziranim na Gaussia 1 Renilla

luciferazama (Stefan i sur., 2007; Remy i Michnick, 2006).

Umjesto otkrivanja nepoznatih PPI, PCA se takoder moze koristiti za ispitivanje posljedica
odredenih podrazaja na signalne putove. U takvoj strategiji, u signalni su put na razlicita
mjestaubaceni unaprijed definirani PCA reporteri. Na primjer, u signalnoj kaskadi, PCA
reporteri mogu biti dizajnirani da izvjeStavaju o pocetnom dogadaju vezanja, kao Sto je
povezivanje signalnog efektorskog proteina s receptorom koji se aktivira hormonom. Mogu
izvjeStavati 1 o posrednickim interakcijamauklju¢enim u sekundarni dogadaj na signalnom
putu ili mogu izvijestiti o krajnjem odgovoru kao $to je aktivacija specificnog transkripcijskog
faktora. Dakle, skup PCA reportera moze izvjeStavati o razliCitim koracima odredenog
signalnog puta te dati uvid u djelovanje perturbacije na bilo koju proteinsku komponentu tog

signalnog puta ili bilo kojeg drugog puta koji na njega djeluje (Wehr i Rossner, 2016).

Brojne su prednosti koriStenja PCA u razvoju lijekova. Primjerice, optimalna meta u
signalnom putu od interesa moze se identificirati u jednostavnoj stani¢noj analizi, a procjena
potencijalnih mimoilaznih puteva, nespecifi¢nih ili toksi¢nih u¢inaka moze se provesti unutar
istog testa, ¢ime se zaobilaze skupe pogreske u srednjem 1 kasnom stadiju klinickih faza
ispitivanja lijjekova. Osim toga, razvoj PCA je relativno jednostavan, i nema potrebe za
proizvodnjom rekombinantnih proteina ili proc¢i§¢avanja proteina, §to je Cesto nuzno za razvoj
in vitro testova za identifikaciju novih meta za lijekove u velikim razmjerima. Nadalje, buduci
da se primarne pretrage provode u zivim stanicama, odmah se dokazuje i da su ispitivane
male molekule permeabilne za membranu i1 stoga je vjerojatnije da su bioraspolozive
(Michnick 1 sur., 2007). Naposljetku, PCA omogucuju analizu kombinacija lijekova, koji
mogu utjecati na vise razliCitih meta istovremeno (Wehr i Rossner, 2016), Sto je posebno

bitno u podrucju razvoja antitumorskih lijekova.
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4.3.2 Biolosko oslikavanje Citavih organizama

Alati za biolosko oslikavanje omogucuju istrazivacima da "vide" unutar tkiva 1 stanica 1 prate
stanine dogadaje u stvarnom vremenu. No, vecina sondi koje se koriste u bioloSkom
oslikavanju ograni¢ena je na pracenje stani¢nog ponaSanja na mikro skali - u posudama za
uzgoj staniénith kultura 1 na mikrotitarskim plo¢icama (Porterfield i1 Prescher, 2015).
funkcionirati u veé¢im prostornim i vremenskim razmacima. Uzimajuéi u obzir zahtjeve
biokompatibilnosti i osjetljivosti u Citavim tkivima i Zivotinjama, tek nekolicina reportera

odgovara ovoj primjeni (Rathburn i Prescher, 2017).
4.3.2.1 Metode bioloskog oslikavanja

Trenutno dostupni alati bioloSkog oslikavanja temelje se na detekciji specifinog reporterskog
sustava eksprimiranog na stani¢noj razini. Konvencionalne metode bioloskog oslikavanja
temelje se na detekciji sondi koje emitiraju gama zracenje vizualizirano pozitronskom
emisijskom tomografijom (eng. positron emission tomography, PET) i jednofotonskom
emisijskom kompjutoriziranom tomografijom (eng. single photon emission computed
tomography, SPECT) u nuklearnom oslikavanju ili magnetske rezonancije u oslikavanju
magnetskom rezonancijom (eng. magnetic resonance imaging, MRI) (Slika 63.) (Cunha i sur.,

2014).

Glavni nedostatak ovih metoda za razvoj lijekova predstavlja Cinjenica da su prvotno sve
navedene metode razvijene za klinicku upotrebu i slabo su prilagodene potrebama
pretklini¢kih ispitivanja. Metode nuklearnog oslikavanja, PET i SPECT, imaju nisku
rezoluciju koja ograni¢ava njihovu upotrebu u malim zivotinjama te njihov kapacitet za
visoko proto¢na pretrazivanja (HTS) u analizi lijekova kandidata. Glavna prepreka za njihovu
pretklini¢ku upotrebu je i to Sto su zahtijevaju upotrebu specificnih radioizotopa kratkog
poluvremena raspada (Nairne i sur., 2015). MRI je prikladniji za primjenu u malim
zivotinjama zbog sposobnosti da isporuci vrlo detaljnu anatomsku 1 funkcionalnu informaciju
o ucinku lijekova cak i u kompleksnim organima (primjerice, mozgu), medutim, kapacitet
izlaznog signala u MRI je vrlo nizak, a MRI ujedno zahtijeva visoke operativne troSkove i
skupocjenu opremu kojom moze upravljati samo posebno obucen stru¢njak (Beckmann i sur.,

2004).
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Slika 63. Razli¢iti nacini bioloSkog oslikavanja malih Zivotinja. Prikazani su uobi¢ajeni uredaji koji se koriste u
prikazanim metodama i ilustrativni primjeri slika koje se mogu njima dobiti. (A) mikroPET cijelo tijelo
koronarne slike Stakora injiciranog s ['*F]FDG (2-deoksi-2-['8F]fluoroglukoza), koji pokazuje prihvac¢anje sonde
u miSi¢nom, sr¢anom i mozdanom tkivu te akumulaciju u mjehuru zbog bubreznog klirensa. (B) mikroCT
koronarna slika trbuha misa nakon injekcije intravenskog jodiranog kontrastnog sredstva. (C) microSPECT
koronalna slika trbuha misa i podruéja zdjelice nakon injektiranja *"Tc metilen difosfonata, koja prikazuje
nakupljanje sondi u kostima. (D) Slika mi§jeg modela koji sadrzi tumorske stanice oznacene fluorescentnim
proteinom GFP koje su se prosirile na razli¢ita mjesta. (E) mikroMRI koronarna T2-ponderirana slika misjeg
mozga. (F) Slika dobivena bioluminiscentnim oslikavanjem misa s potkoznim ksenograftom koji eksprimira

dobivene koriStenjem CCD kamere. Slika vidljivog svjetla prekrivena je fotografskom slikom misa sa skalom u
p/s/em2/sr (fotonima po sekundi po kvadratnom centimetru po steradianu) (preuzeto i prilagodeno iz Massoud i
Gambhir, 2003).

Zbog toga se primjena konvencionalnih metoda bioloskog oslikavanja u pretklinickom
razvoju lijekova uglavnom zamijenjuje primjenom optickih metoda. Opticke metode temelje
se na snimanju svjetlosnih signala u vidljivom i bliskom infracrvenom (NIR) podrucju spektra
za vizualizaciju razlicitih stani¢nih procesa. U metode optickog bioloskog oslikavanja spadaju
fluorescentno i bioluminiscentno biolosko oslikavanje (eng. bioluminescence imaging, BLI)
koje se temelji na koriStenju fluorescencijskih i bioluminiscencijskih reportera (sondi).
Fluorescencijski reporteri podrazumijevaju niz fluorescentnih proteina (FP) od kojih je
najpoznatiji 1 najces¢e koristen zeleni fluorescentni protein (eng. green fluorescent protein,

GFP). FP apsorbiraju fotone na valnim duljinama karakteristiénim za pojedinu vrstu FP-a
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¢ime molekula FP-a prelazi u pobudeno elektronsko stanje. Pri povratku u osnovno
elektronsko stanje dolazi do emisije svjetlosti valne duljine razli¢ite od pobudne svjetlosti
(Lichtman 1 Conchello, 2005). Bioluminiscencijski reporteri obuhvacéaju luciferaze koje
takoder proizvode fotone kao posljedicu energetskih prijelaza iz pobudenog elektronskog
stanja viSe energije u nize energetsko stanje. Medutim, oni se razlikuju u nainu nastanka
pobudenih stanja. U bioluminiscenciji, pobudena stanja su proizvod egzotermnih kemijskih
reakcija, dok u fluorescenciji pobudena stanja nastaju apsorpcijom svjetlosti (Hosseinkhani,

2011).

Opticke metode bioloskog oslikavanja prednjace u jednostavnosti izvodenja i omjeru cijene i
ucinkovitosti. Napredovale su od opazanja anatomskih razlika u tkivnim prerezima u tocno
odredenom trenutku do istovremenog oslikavanja viSestrukih bioloskih svojstava stanica
longitudinalno u vremenu, na neinvazivan nadin unutar Zivog zivotinjskog modela
(Ntziachristos, 2010). Opticko bioloSko oslikavanje in vivo pruza vaznu dopunu
informacijama dobivenim u in vitro ispitivanjima (Maggi 1 Ciana, 2005). Takoder, in vivo
pristup omogucuje smanjenje broja zZivotinja koje se koriste u istrazivanjima. Primjerice,
jedna se zivotinja moZze viSestruko snimati kako bi se (obi¢no u stvarnom vremenu) vizualno
pratila progresija ili regresija infekcije ili bolesti, a ujedno sluzi samoj sebi kao kontrola te se
posljedi¢no uklanja potreba za sekvencijalnim zrtvovanjem zivotinja u razlicitim vremenskim
tockama tijekom ispitivanja. Dakle, omoguceno je prikupljanje podataka vece statisticke
znacajnosti upotrebom manjeg broja zZivotinja (Patterson i sur., 2014). Takoder, velika je
prednost optickih metoda neinvazivnost koja pociva na snimanju fotona vidljivog spektra
svjetlosti umjesto ponavljajueg ioniziraju¢eg zracenja koriStenog u drugim metodama

bioloskog oslikavanja.

Ipak, vazno je razmotriti i ogranic¢enja optickih metoda. Vazna razmatranja ukljucuju dubinu
prodiranja svjetlosti kroz tkiva, rasprSenje i apsorpciju fotona u tkivima te pravilan izbor
sondis obzirom na valnu duljinu emitirane svjetlosti - jer svi navedeni ¢imbenici utjecu na
rezoluciju slike, omjer signala i pozadinskog Suma oslikavanja te kvalitetu podataka koji se

oslikavanjem stjecu (McKinnon i sur., 2017).
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4.3.2.2 Bioluminiscentno biolosko oslikavanje in vivo

In vivo BLI cijelog tijela nudi osjetljivu, kvantitativnu, neinvazivhu metodu u pracenja
infektivnih stanja i rasta tumora i metastaza zivih zivotinja u stvarnom vremenu. BLI se moze
prilagoditi i za pracenje ekspresije luciferaze specifi¢ne za tkivo u transgeni¢nim misevima, te
proucavanje PPI i signalnih kaskada u stvarnom vremenu (Zinn 1 sur., 2008). Napredovanje
bolesti ili djelotvornost lijekova moze se procijeniti ubrizgavanjem = Zivotinji
bioluminiscentnog markera kao $to su tumorske stanice ili stanice patogena preobrazene da
emitiraju svjetlost. Stanice su ucinjene bioluminiscentnima uvodenjem ili bakterijske genske

kasete (/luxABCDE) ili gena za luciferazu (/uc) (Slika 64.).
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Slika 64. Shematski prikaz koraka potrebnih za uspjeSno oznacavanje stanica luciferazom i izvodenje in vivo
bioluminiscentnog bioloskog oslikavanja (preuzeto i prilagodeno iz Carceles-Cordon i sur., 2016).

Nakon injekcije luciferina u tijelo zivotinje moguce je detektirati bilouminiscentnu svjetlost

koja prolazi kroz slojeve zivotinjskog tkiva pomocu fotoosjetljivih uredaja spregnutih

nabojem (eng. charge-coupled devices, CCD) (Slika 65.).
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Slika 65. Uredaj za snimanje bioluminiscentnog signala in vivo (lijevo) i mi§ postavljen unutar uredaja (desno)
(preuzeto i prilagodeno iz Carceles-Cordon i sur., 2016).

CCD uredaji pretvaraju fotone u elektronske naboje i tako pruzaju slike visoke kvalitete (Slika
66.) (Mezzanotte 1 sur., 2017). Najces¢e se slike detektiranog bioluminiscentnog signala
prikazuju uz skalu pseudo-boja od kojih svaka predstavlja odredeni intenzitet bioluminiscente
svjetlosti izrazen u fotonima po sekundi po kvadratnom centimetru po steradianu (p/s/cm?/sr)
te stapaju s fotografijama miSeva za preciznu lokalizaciju bioluminiscentnog signala u

zivotinjskom tijelu (Slika 66.) (Massoud i Gambhir, 2003).
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Slika 66. Primjeri slika dobivenih bioluminiscentnim biolo§kim oslikavanjem miSeva in vivo. Lijevom je misu
implantiran potkozni ksenotransplantacijski tumor koji eksprimira Fluc, a desnom intraperitonealne tumorske
stanice koje eksprimiraju Fluc. Nakon injekcije D-luciferina (bilo intravenskim ili intraperitonealnim putem)

pomoc¢u CCD kamera detektira se bioluminiscentni signal. Fotografije miSeva stapaju se sa slikama detektiranog
bioluminiscentnog signala i skalom u fotonima po sekundi po kvadratnom centimetru po steradianu (p/s/cm?/sr)
(preuzeto i prilagodeno iz Massoud i Gambhir, 2003).

85



Vecina sustava za snimanje daje dvodimenzionalnu (2D) informaciju omjestu i intenzitetu
bioluminiscentne svjetlosti emitirane iz zivotinjskog modela, ali razvijena je i1 metoda
trodimenzionalnog (3D) BLI. Ipak, 3D BLI je skuplje i manje u¢inkovito (Zinn i sur., 2008)

pa njegova primjena jos uvijek nije zazivjela u procesu razvoja lijekova.

lako je potencijal za in vivo BLI u razvoju lijekova uzbudljiv, postoje neki nedostaci ove
metode zbog kojih nije vjerojatno da ¢e se BLI mo¢i implementirati u klinicka ispitivanja na
ljudima nego je njegova primjena isklju¢ivo ogranicena na pretklini¢ku fazu. Prvenstveno,
vrlo je problemati¢no uvodenje nekraljeznjatkog gena u Covjekove stanice (Kelkar i De.,
2012). Drugi je nedostatak u BLI slabljenje bioluminiscentnog signala koje ovisi o valnoj
duljini emisije svjetlosti, dubini stanica koje sadrze bioluminiscencijske reportere i tipu tkiva
koje ih okruzuje. Naime, generalni problem bioluminiscencije je slaba penetracija svjetlosti
kroz kozu i tkiva jer se vecina svjetlosti na valnim duljinama ispod 600 nm apsorbira
uglavnom zbog prisutnosti hemoglobina u vaskulariziranom tkivu. Koeficijent apsorpcije
tkiva sisavaca na 400 nm je 10 cm™, dok je na 700 nm 0,03 cm’!, i izracunato je da se do 99%
svjetlosti emitirane iz unutarnjih organa, kao $to su plu¢a, moze izgubiti tkivnom apsorpcijom
(Weissleder 1 Ntziachristos, 2003). Takoder, prostorna rezolucija BLI je relativno niska (3,0—
5,0 mm) u usporedbi s drugim nac¢inima snimanja, kao §to su MRI i kompjutorska tomografija

(Zinn 1 sur., 2008).

Ova ogranicenja osjetna su 1 u pretklini¢koj fazi razvoja lijekova, ali im se moze doskociti na
razne nacine. Primjerice, genetickim inzenjerstvom moguce je iz divljih tipova luciferaza
izoliranih iz raznih organizama kreirati njihove poboljSane verzije kao §to je opisano u ranijim

poglavljima.
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4.3.2.3 Usporedba bioluminiscencije i fluorescencije

Razlika u nac¢inu nastanka pobudenih stanja odgovornih za emisiju fotona u fluoresceneciji i
bioluminiscenciji (Hosseinkhani, 2011) uvelike utjecCe na karakter fotometrijske analize. Na
primjer, analize na bazi fluorescencije obi¢no su mnogo veéeg intenziteta svjetlosnog signala,
jer se svjetlost visokog intenziteta koristi za generiranje pobudenog stanja. U
bioluminiscencijskim testovima, kemijske reakcije potrebne za generiranje pobudenih stanja
obicno donose nize stope emisije fotona. Iako bi se dalo zakljuciti da veca svjetlina
fluorescencije korelira s boljom osjetljivos¢u ispitivanja, obicno to nije slucaj. Osjetljivost
ispitivanja odredena je statistickom analizom signala u odnosu na pozadinu, pri cemu relativni
signal predstavlja razliku izmjerenog signala uzorka i1 izmjerenog signala pozadine.
Fluorescencijski testovi imaju puno vece signale pozadine, Sto dovodi do nizih relativnih
signala (Leblond i sur., 2010). To se dogada jer fluorometri ne mogu savrSeno diskriminirati
izmedu vrlo velikog priljeva fotona u uzorak i mnogo manjeg ispustanja fotona iz analitickih
fluorofora. Razlikovanje pobudnih i emisijskih fotona postize se u velikoj mjeri pomocu
optickih filtara koji razlikuju fotone na temelju njihovih duljih valnih duljina i1 smjera
putovanja. Ipak, opticki filtri nisu savrSeni u svojoj sposobnosti razlikovanja valnih duljina, a
fotoni mogu promijeniti smjer rasprSivanjem (Rathburn i Prescher, 2017). Budu¢i da fotoni
nisu potrebni za stvaranje pobudenih stanja u bioluminiscenciji, oni ne predstavljaju
inherentnu pozadinu pri mjerenju fotonskog priljeva iz uzorka pa bioluminiscencija ima
prednost pred fluorescencijom. Dobiven niski pozadinski signal omogucuje precizno mjerenje

vrlo malih promjena u intenzitetu svjetlosti (Schulz i Semmler, 2008).

Neke od prednosti fluorescencije su jednostavnost izvodenja ispitivanja, veliki broj dostupnih
fluorescentnih proteina i moguénost da se simultano za oslikavanje koriste viSestruki reporteri
razli¢itih boja (Patterson 1 sur., 2014). Provodenje bioluminiscencijskih ispitivanja nesto je
kompliciranije od fluorescencijskih. Luciferinski supstrat potreban je za ve¢inu luciferaznih
reakcija, a nije endogen u animalnim modelima pa mora biti primijenjen egzogeno. Stoga je
bitno posti¢i eksperimentalnu konzistentnost kako bi dobiveni rezultati iz razliCitih ispitivanja
bili usporedivi. Potrebno je, naime, na pocetku ispitivanja generirati kineticku krivulju
raspodjele luciferina u organizmu kako bi se postiglo optimalno doziranje luciferina i
optimalno vrijeme za oslikavanje animalnih modela nakon injekcije supstrata. Iako se za
svako ispitivanje kineticka krivulja generira samo jednom, problem se moze javiti u
eksperimentima u kojima se Zivotinje promatraju od rodenja do odrasle dobi zbog promjena u

metabolizmu koje mogu utjecati na procesuiranje luciferina (Patterson i sur., 2014).
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Problem dodatka egzogenog luciferina u nekim je modelima rijeSen upotrebom bakterijske
luciferazne genske kazete (/luxABCDE) koja sadrzi gene i za luciferazu i za luciferin (Close 1
sur., 2013), a moze se rijesiti i primjenom luciferaza koje se prirodno izlucuju iz stanica kao
Sto su luciferaze iz vrsta Gaussia princeps 1 Oplophorus gracilirostris. Medutim, izlu€ivanje
luciferaze iz stanice moze dovesti do njezine difuzije u tijelu i tako onemoguciti tocnu

lokalizaciju svjetlosnog signala (Patterson i sur., 2014).

S druge strane, ponekad interpretacija rezultata dobivena snimanjem FP moze biti otezana.
Glavni razlog tomu je autofluorescencija koze, dlake i tkiva Zivotinja, kao i odredenih
stanicnih  komponenti, primjerice nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfata (NADPH),
flavinskih koenzima, elastina i kolagena (Monici, 2005). Ako se valna duljina emisije FP-a
preklapa s valnim duljinama autofluorescentnih spojeva rezultati se ne mogu pravilno ocitati.
Autofluorescencija uzrokuje i interferencije mnogih ¢esto koristenih FP s klorofilom koji je
prisutan u uobicajenoj hrani za laboratorijske miSeve (McNally 1 sur., 2006). Poteskoce su
osobito uocljive pri ispitivanju bioloskih uzoraka koji mogu biti ispunjeni razliitim
heterociklickim spojevima koji fluoresciraju, obi¢no u koncentracijama mnogo ve¢im od
analitickih fluorofora od interesa. Problem se, doduSe, minimizira u jednostavnim uzorcima,
kao S$to su procis¢eni proteini, ali za otkrice lijekova se sve vise u HTS-u koriste zive stanice
koje imaju izuzetno slozene kemijske konstitucije i mogu pokazivati znacajnu inherentnu
fluorescenciju. Nadalje, i same knjiznice kemijskih spojeva iz kojih se HTS-om probiru novi
potencijalni lijekovi sacinjene su od spojeva koji mogu pokazivati fluorescenciju na

odredenim valnim duljinama (Simeonov i sur., 2008).

Nasuprot fluorescenciji kod koje ocitanje rezultata moze biti otezano zbog autofluorescencije,
sva detektirana svjetlost u bioluminiscencijskim ispitivanjima potjece iz luciferaznih reportera
jer komponente stanica i tkiva ne pokazuju endogenu bioluminiscenciju (Patterson i sur.,

2014).

Slika dobivene bioloskim oslikavanjem miSa kojem su ubrizgane stanice oznacene
fluorescencijskim i bioluminiscencijskim reporterima prikazane su na Slici 67., a usporedba

nekih od relevantnih svojstava fluorescencije 1 bioluminiscencije u Tablici 4.
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Slika 67. Slike dobivene bioloskim oslikavanjem misa kojem su ubrizgane stanice oznacene fluorescencijskim
(lijevo) i bioluminiscencijskim (desno) reporterima (preuzeto i prilagodeno iz Patterson i sur., 2014).

Tablica 4. Usporedba svojstava fluorescencijskih i bioluminiscencijskih reportera za uporabu u optickom
oslikavanju in vivo. Luciferaza upotrebljena za ovu usporedbu je FLuc (preuzeto i prilagodeno iz Patterson i sur.,
2014).

Fluorescencija Bioluminiscencija
Izvor svjetlosti Protein Kemijska reakcija
Autofluorescencija Da Ne
Supstrat - D-luciferin
Potrebni kofaktori - ATP + 02
Reporteri Veliki broj dostupnih Manji broj dostupnih
fluorescentnih proteina luciferaza
Broj miSeva po Nekoliko Nekoliko
snimanju
Vrijeme snimanja Milisekunde Minute

Zajednicki problem kojem bioluminiscencija i fluorescencija podlijezu je apsorpcija svjetlosti
u tkivima. Fluorescentni 1 bioluminiscentni signal kod oslikavanja u animalnim modelima
mora proé¢i kroz nekoliko slojeva tkiva u kojima se dogadaju apsorpcija i rasprSenje signala
(Imamura i sur, 2018). Apsorpcija se razlikuje po tkivima ovisno o molekulama kromofora
koje se u njima nalaze, primjerice, hemoglobin u krvi ili melanin u kozi 1 kosi (Slika 68.)
(Patterson 1 sur., 2014). Kromofori imaju niske apsorpcijske koeficijente u NIR podrucju
spektra (650-900 nm) pa uglavnom apsorbiraju plavi i zeleni dio vidljivog svjetla (do otprilike
600 nm). Posljedi¢no, crveni dio (bliski i srednji dio infracrvenog spektra) emitirane svjetlosti
prolazi kroz tijelo zivotinje 1 moze se detektirati detektorima koji se nalaze izvan samog

animalnog modela (Arranz i1 Ripoll, 2015). Elasticno Rayleigh rasprsenje, pak, manje ovisi o
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tkivu kroz koje emitirana svjetlost prolazi, a visSe na njega utjeCu interakcije sa stanicnim
komponenatama, posebice membranama i obrnuto je proporcionalno valnoj duljini emitirane
svjetlosti. Iako se 1 NIR svjetlost rasprSuje, ve¢inom ipak prolazi kroz animalno tkivo pa se
signali iz unutarnjih organa mogu detektirati izvan tijela male Zzivotinje kakve su

eksperimentalni misevi (Rice 1 sur., 2001).

Vidljiva
svietlost
(Gama 7rake X-zrake L lualjulm‘l,asm Imra:rvelm Mikrovalovi Radiovalovi
Fraten|e Fracen|e
: >
HLnglnhi}s NIR. sonde
' Melanin
€ ) ————
NADFH Klorofil
£ > ps =
Elastin Flawin
—>
Kolagen

Slika 68. Podrucja valnih duljina na kojima se dogada tkivna apsorpcija svjetlosti i autofluorescencija.
Cimbenici koji doprinose tkivnoj apsorpciji oznaéeni su zelenim strelicama, a autofluorescentne komponente
stanica i tkiva crnim strelicama. Crvenom strelicom oznaceno je pozeljno podrucje emisije optickih NIR-sondi
(preuzeto i prilagodeno iz Patterson i sur., 2014).

RjeSavanje problema tkivne apsorpcije svjetlosti obi¢no se postize dizajniranjem posebnih
bioluminiscencijskih i fluorescencijskih sondi (Anderson i sur., 2017; Kuchimaru i sur., 2016;
Rumyantsev i sur., 2016) i modifikacijom luciferinskih supstrata da emitiraju u bliskom
infracrvenom (eng. near-infrared, NIR) podrucju spektra (Evans i sur., 2014; Harwood i sur.,

2014; Mofford i sur., 2014).

Zakljucno, za oslikavanje mikroskopske strukture, preferirana je fluorescencija u odnosu na
bioluminiscenciju zbog veceg intenziteta proizvedene svjetlosti jer je optika potrebna za
oslikavanje stani¢nih struktura relativno neucinkovita pri prikupljanju svjetlosti. Stoga nizak
pozadinski Sum svojstven bioluminiscenciji u mikroskopskim ispitivanjima ¢ini neznatnu
prednost jer je signal obi¢no daleko ispod moguénosti detekcije uredaja (Schulz i Semmler,

2008). Nadalje, bioluminiscencijske metode zasad imaju ograni¢enu prostornu razlucivost,
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koja predstavlja udaljenost dvaju detalja koji se jo§ mogu razlikovati na slici (Kelkar i1 De,
2012), a dobivanje slike je u velikoj mjeri stvar detekcije rubova koja se vise oslanja na jacinu

signala i na nju puno manje utjece pozadinski Sum.

S druge strane, u makroskopskim mjerenjima, koja zahtijevaju to¢nu kvantifikaciju s visokom
osjetljivos¢u, bioluminiscencijski testovi Cesto nadmasuju analogne analize na bazi
fluorescencije. Makroskopska mjerenja temelj su HTS-a koji se oslanja na upotrebu
mikrotitarskih plocica kako bi se $to brze izmjerio jedan parametar u velikom broju uzoraka.
Testovi koji se temelje na fluorescenciji ili bioluminiscenciji mogu pruziti brzi protok
uzoraka, medutim, velika je vjerojatnost da ¢e fluorescencijska mjerenja biti otezana
svjetlosnom kontaminacijom (zbog pobudne svjetlosti) ili kemijskim sastavima uzoraka i
knjiznice kemijskih spojeva. KoriStenje bioluminiscencije kod HTS-a ograni¢eno je uglavnom

nedostatkom raspolozivih metoda analize.

Zbog svoje duge povijesti, fluorescencija se ¢es¢e koristi (Thorne i sur., 2010), ali napretkom
u studijama bioluminiscencije i razvojem novih unaprijedenih bioluminiscencijskih metoda,

bioluminiscencija sve vise zauzima mjesto fluorescencije.
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4.4 Novije primjene bioluminiscencijskih gena reportera u razvoju lijekova
4.4.1 Luciferaza Krijesnice

Tipicna biokemijska ispitivanja koja koriste FLuc uklju¢uju mjerenje koncentracije ATP-a i
ADP-a i odredivanje vijabilnosti stanica (Kaskova i sur., 2016) ili koriStenje pro-luciferinskih
supstrata za detekciju aktivnosti ciljnog proteina od interesa (Fan i Wood, 2007; Cali i sur.,

2006).

FLuc je prikladna i za stani¢na ispitivanja dinamickih promjena u transkripciji gena zbog
kratkog vremena poluzivota (Thorne 1 sur., 2010). Za otkri¢e inhibitora proteina toplinskog
Soka (eng. heat shock protein 90, Hsp90) kljucnih u terapiji tumora i neurodegenerativnih
bolesti razvijen je HTS temeljen na smatanju toplinski denaturirane FLuc (Davenport i sur.,
2018), a za HTS novih lijekova koji sprjecavaju nepravilno proteinsko smatanje FLuc je

iskoriStena u obliku PCA testa (Sheahan i sur., 2016).

Takoder, PCA test s FLuc pokazao se iznimno korisnim u istrazivanju signalnih puteva u
stanici u koje su uklju¢eni GPCR (Hattori i Ozawa, 2015). Primjerice, spajanje jednog
proteinskog fragmenta FLuc s GPCR-om, a drugog s p—arestinom2 ili Rab5 omogucilo je
kvantitativnu analizu internalizacije GPCR-a (Lu 1 sur., 2016). Nadalje, razvijena je posebna
osjetljiva platforma za ispitivanje novih lijekova, agonista, antagonista 1 alosterickih
modulatora ove vrste receptora koja iskoristava FLuc, nazvana GloSensor (Slika 69.) (Fan 1
sur., 2008). GloSensor se temelji na rekombinantnom senzoru razine ciklickog
adenozinmonofosfata (cAMP) u stanici koji je dobiven modifikacijom FLuc. Izmedu N- i C-
terminusa FLuc ubacena je domena protein kinaze A (PKA) odgovorna za vezanje cAMP-a
(RIIBB) ¢ime je omoguceno moduliranje aktivnosti luciferaze u prisutnosti cAMP-a. Stoga se
promjena u razini unutarstani¢nog cAMP-a, sekundarnog glasnika, zbog aktivacije Gs ili Gi-

vezanih GPCR-a, moze pratiti detekcijom bioluminiscentnog signala (Kumar i sur., 2017).

Osim GloSensor testa, GPCR-ovi koji moduliraju unutarstani¢nu razinu cAMP-a se mogu
ispitivati pomocu luciferaza kao gena reportera smjestenih pod kontrolu elementa odgovora
na cAMP (eng. cAMP response element, CRE) (Slika 69.) (Hill 1 sur., 2001). Povecana razina
unutarstanicnog cAMP-a aktivira protein kinazu A (PKA) vezanjem na njezinu regulatornu
podjedinicu nakon ¢ega dolazi do oslobadanja njezine kataliticke podjedinice koja migrira
izmedu citoplazme 1 jezgre (Karin i sur., 1994). Kataliticka podjedinica fosforilira CRE-

vezujudi protein (eng. cAMP response element binding protein, CREB) koji se veze na CRE u
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promotorskoj regiji luciferaznog gena Cija se ekspresija inducira cAMP-om. Stoga se moze
pratiti aktivacija receptora popracena povecanjem unutarstani¢ne razine cAMP-a mjerenjem

ekspresije luciferaznog gena koji je pod kontrolom CRE.

Vezanje agonista

GPCR
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Luciferaza kl']][:mlcl:
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Slika 69. Prikaz GloSensor testa i CRE (eng. cAMP response element) reporterskog testa za Gs i Gi-vezani
GPCR. Nakon vezanja agonista dolazi do aktivacije GPCR-a i disocijacije Ga podjedinice s GBy podjedinica. G
podjedinica stimulira adenilat ciklazu (AC) ¢ime se povecava razine cAMP-a u stanici, a suprotno tome, G;j
podjedinica inhibira AC ¢ime se smanjuje razina cAMP-a. Ova promjena u stanicnom cAMP-u moze se mjeriti
bioluminiscencijskim testovima u zivim stanicama: (A) GloSensor testom i (B) CRE-luciferaznim testom. U
GloSensor testu, nastali cCAMP se veze na cAMP-veznu domenu GloSensor proteina, koji je rekombinantna
luciferaza krijesnice s cAMP-veznom domenom protein kinaze A (RIIbB). Vezanje cAMP-a na ovo mjesto
uzrokuje konformacijsku promjenu rekombinantne luciferaze u aktivni oblik, koji zatim oksidira supstrat D-
luciferin u oksiluciferin i emitira svjetlost (A). U CRE reporterskom luciferaznom testu, cAMP aktivira PKA
uslijed fosforilacije i nuklearne translokacije CREB-a. Prema tome, ekspresija luciferaze se indirektno regulira
indukcijom cAMP (B) (preuzeto i prilagodeno iz Kumar i sur., 2017).

Ovaj nacin ispitivanja je jako osjetljiv, jednostavan i daje uvid u nizvodne modulatore i
inhibitore cCAMP/PKA signalnih puteva. Glavno ograni¢enje ovog testa je to Sto zahtijeva
relativno duZe vrijeme izvodenja i1 postoji mogucénost dobivanja lazno pozitivnih rezultata
zbog stimulacije CREB-a koja nije povezana s aktivacijom GPCR-a (Kumar i sur., 2017). Na
isti je nacin moguce pratiti aktivaciju transkripcijskih faktora NF-kB, nuklearnog faktora

aktiviranih T-stanica (eng. nuclear factor of activated T-cells, NFAT) i1 serumskog elementa
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odgovora (eng. serum response element, SRE) nakon vezanja liganda na GPCR (Azimzadeh i
sur., 2017). IskoriStenje FLuc za ovu namjenu je vrlo bitno jer od 70% odobrenih lijekova na
trziStu koji spadaju u male molekule na selektivne ligande GPCR-a otpada 33% (Santos i sur.,

2017).

GloSensor se Cesto koristi za detekciju aktivnosti enzima ili proteina u odgovoru na lijekove.
Primjerice, razvijena je GloSensor platforma za aktivaciju kaspaza 3/7 (Slika 70.) koja se
moze koristiti 1 za prikazivanje aktivnosti brojnih drugih proteaza (Pal i Rehemtulla, 2018).
Kaspaze su cistein-aspartat proteaze koje pokreéu proces apoptoze razgradnjom proteina
bitnih za stani¢ne funkcije, a medu njima su efektorske kaspaze 3 1 7 koje se aktiviraju
pomocu inicijatorskih kaspaza 8 1 9 koje su, pak, aktivirane u odgovoru na ekstrinzi¢ni ili
intrinzi¢ni signal (Duclos i sur., 2017). Stoga se aktivacija kaspaza 3/7 koristi kao surogatni
signal apoptoze (Zhivotovsky, 2003) te je iskoriStena za proucavanje procesa apoptoze i
narusene regulacije apoptoze u tumorima (Julien 1 Wells, 2017). Sposobnost neinvazivnog
bioloSkog oslikavanja apoptoze u Zivim stanicama i zZivotinjskim tumorskim modelima ne
samo da moze pruziti novi uvid u bioloske osnove ove bolesti, ve¢ se moze koristiti 1 kao
kvantitativna metoda za pretraZivanje i procjenu ucinkovitosti novih terapijskih strategija u

lije¢enju tumora.

Caspase 3/7 ¥
L ow Luminesence ~ 'LUminesence

Slika 70. Shematski prikaz mehanizma GloSensor testa za kaspaze 3/7. U odgovoru na apoptozu aktiviraju se
kaspaze 3/7 te poti¢u razgradnju peptidne poveznice izmedu N- i C-fragmenta FLuc §to rezultira obnovom
enzimske aktivnosti FLuc i pojacanjem bioluminiscentnog signala u prisutnosti D-luciferina (preuzeto iz Pal i
Rehemtulla, 2018).

U BRET sustavima FLuc nije uobicajena, iako emisija dugih valnih duljina karakteristi¢na za
FLuc moze biti korisna u otkrivanju PPI-a dubokog sloja, tako da je vrlo rano razvijen BRET
sustav koji koristi Fluc kao donorsku molekulu i DsRed kao akceptorski fluorescentni protein

(Arai i sur., 2002) u literaturi nazvan BRET3 (isto ime se koristi i za jedan BRET sustav koji
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iskoriStava RLuc). Medutim, ovaj sustav nije postao popularan poput mnogih BRET sustava
temeljenih na Rluc-u, a primjena FLuc je joS uvijek vrlo rijetka u danaS$njim BRET sustavima
(Sun 1 sur., 2016). Jedan od glavnih uzroka tome je glomazna veli¢ina FLuc od 62 kDa
(Thorne 1 sur., 2010). FLuc je gotovo dvostruko vec¢a od Rluc, a to otezava manipulaciju
njome 1 moze imati negativan utjecaj na obiljeZzene proteine. Drugo, aktivnost FLucovisi o
ATP-u i zahtijeva dodatak magnezijevih kationa, $to je dodatno ogranicilo njezinu primjenu u
BRET-u (De i sur., 2013). Konac¢no, emisija FLuc osjetljiva je na temperaturu i ionsku snagu,
a spektar ¢e biti pomaknut prema crvenom ako se temperatura poveca, Sto znaci da Forsterova

udaljenost nije konstantna, a rezultat ¢e biti neto¢an ili zbunjuju¢i (Gammon i sur., 2009).

Luciferaza krijesnice prikladna je i1 za molekularno oslikavanje in vivo na cijelim
organizmima jer svjetlost koju emitira sadrzi i znacajnu frakciju u bliskom infracrvenom
(NIR) podrucju spektra pa moze prolaziti kroz bioloska tkiva. D-luciferin takoder dobro
difundira u tkivima sisavaca (Ciana i sur., 2003) cak i kroz krvno-mozdanu, krvno-testisnu

barijeru i placentu, a odlikuje ga i niska toksi¢nost te slaba antigenost (Lipshutz i sur., 2001).

Dakle, FLuc se Siroko primjenjuje u ranim stadijima otkri¢a i u pretklini¢kim ispitivanjima
lijekova, a najCesce je iskoristena u podrucju antitumorskih lijekova. Zadnjih nekoliko godina
razvijeni su, primjerice, jednostavni testovi s FLuc kao reporterom za procjenu toksi¢nosti
lijekova koji djeluju na ekspresiju tumorskog supresora p21 (McMahon i sur., 2016), a HTS-
om temeljenim na PCA testu s FLuc pretrazeni su lijekovi koji uzrokuju stabilizaciju p53
sumoilacijom (Sekar i sur., 2016) u stani¢nim kulturama i Zivotinjskim modelima. Osim p21,
pomoc¢u FLuc kao gena reportera prouceni su transkripcijski faktor TWIST1 zasluzan za
poticanje tumorskih metastaza i rezistencije tumora na lijekove (Roberts i sur., 2017) te
TWEAK-Fnl14 signalni put koji zavrSava aktivacijom transkripcijskog faktora NF-xB i
uzrokuje terapijsku rezistenciju glioblastoma, najsmrtonosnijeg oblika karcinoma mozga
(Roos i sur., 2017). Pomocu FLuc se moze pratiti i ekspresija proteaze 50 specificne za testise
(eng. testes-specific protease 50, TSP50) koja je poja¢ana u tumorskim stanicama i povezana
s inhibicijom apoptoze pa se TSP50 namece kao potencijalna meta antitumorskih lijekova
(Wang i sur., 2016). Za pracenje tumorske progresije in vivo Koriste se 1 misji modeli koji
eksprimiraju FLuc pod kontrolom E2F1 genskog promotora, aktivnog tijekom proliferacije
stanica (Lampreht Tratar i sur., 2018). Navedene studije pokazale su da su bioluminiscencijski
testovi prikladni za razvoj] HTS-a za identifikaciju novih antitumorskih lijekova koji ciljaju

navedene mete.
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Kao platforma za testiranje antitumorskih lijekova razvijena je korioalantoinska membrana
(eng. chorioallantoic membrane, CAM) pileCeg embrija na koju su nasadene stanice
primarnog pankreasnog duktalnog adenokarcinoma (eng. pancreatic ductal adenocarcinoma
cells, PDAC) transducirane lentivirusima koji eksprimiraju FLuc (Rovithi i sur., 2017). Veliki
je uspjeh to Sto je model zadrzao histopatoloske 1 geneticke karakteristike originalnog tumora,

a tumorski rast se moze lako pratiti pomocu bioluminiscentnog signala FLuc.

Pomocu bioluminiscentnih misjih modela hepatocelularnog karcinoma koji eksprimiraju FLuc
otkrivena je antitumorska aktivnost apigenina (Li i sur., 2017a), a seskviterpenski lakton,
partenolid, identificiran je kao potencijalni inhibitor Wnt/B-katenin signalnog puta ¢ija je
pojacana aktivacija karakteristicna za tumore (Zhu 1 sur., 2018). Bioluminiscencijska
tehnologija s FLuc iskoriStena je u prac¢enju karcinoma debelog crijeva u mi§jem modelu koji
oponasa humanu tumorsku progresiju uz intaktni imunosni antitumorski odgovor (Terracina i
sur., 2015), a oznaCavanjem makrofaga povezanih s tumorom (eng. tumor-associated
macrophages, TAMs) s FLuc moguce je pratiti migraciju TAMs u tumorske lezije (Choi 1
sur., 2016). Migracija TAMs u tumorsku leziju poti¢e tumorsku progresiju pa se navedeni
modeli koriste za procjenu djelovanja lijekova koji blokiraju mehanizme tumorske progresije
povezane s makrofagima. Na slican nacin iskoriSteno je 1 oznafavanje mastocita s FLuc u
prac¢enju njihove migracije u tumorske lezije na misjim modelima karcinoma pluca (Oh 1 sur.,

2017).

Antitumorski lijekovi ¢esto imaju ozbiljne nuspojave od kojih je najcesca citotoksi¢nost. Nrf2
(eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) je glavni regulatorni transkripcijski faktor
koji igra kljuénu ulogu u antioksidacijskom signalnom putu koji predstavlja zastitni odgovor
organizma na citotoksicne efekte uzrokovane antitumorskim lijekovima. Uvodenjem
luciferaznog gena pod kontrolu transkripcijskih faktora koji pokrecu Nrf2 signalni put,
moguce je predvidjeti odgovor tumora na terapiju odredenim antitumorskim lijekom i u ranim
stadijima otkri¢a lijekova identificirati spojeve kandidate za lijek koji ¢e ispoljavati
citotoksicne nuspojave (Ning i sur., 2015). Za mjerenje in vivo odgovora na endogeni i
egzogeni oksidacijski stres, ukljucuju¢i 1 onaj uzrokovan lijekovima, razvijen je 1
bioluminiscentni mis§ji model u kojem je ekspresija FLuc spregnuta s ekspresijom hem

oksigenaze 1 (McMahon i sur., 2018).

Bioluminiscencija nalazi svoju primjenu i u prijeko potrebnom razvoju novih antimikrobnih

lijekova. Bioluminiscencijska tehnologija omogucava stvaranje bioluminiscentnih
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mikroorganizama prilagodbom luciferaza za ekspresiju u ispitivanom patogenu. Inokulacijom
stani¢nih kultura ili eksperimentalnih Zivotinjskih modela transformiranim patogenom
moguce je pratiti infekciju 1 njezin odgovor na farmakoloSku terapiju detekcijom

bioluminiscentnog signala (Avci i sur., 2018).

Opcenito, primjena bioluminiscentnog oslikavanja u proucavanju patogena ima prednosti u
usporedbi s konvencionalnim strategijama za analizu infekcija u zivotinjskim modelima
(Hutchens 1 Luker, 2007; Doyle i sur., 2004). Tradicionalne metode lokalizacije i
kvantificiranja prisutnosti patogenih mikroorganizama u zivim eksperimentalnim zivotinjskim
modelima infekcija uglavnom su se oslanjale na Zrtvovanje zivotinja, uzorkovanje tkiva i
brojanje jedinica koje stvaraju kolonije (eng. colony-forming units, CFU) (Chang 1 sur.,
2011). Pomoc¢u BLI infekcije se mogu vizualizirati unutar pojedinih Zivotinja tijekom
vremena, bez potrebe za eutanazijom kako bi se odredilo mjesto i koli¢ina patogena. Opticko
snimanje omogucuje sveobuhvatno ispitivanje svih tkiva i1 organa, umjesto uzorkovanja
mjesta za koja se ranije znalo da su zarazena. Osim toga, to¢nost inokulacije specificnih tkiva
moze se izravno odrediti prije nastavka eksperimenta s zivotinjama koje su neuspjesno
cijepljene ispitivanim mikroorganizmom. Varijabilnost izmedu zivotinja moze se kontrolirati,

jer BLI omogucuje da se svaka zivotinja prati pojedinacno (Aveci i sur., 2018).

U literaturi postoje brojni primjeri iskoriStenja FLuc za pracenje virusnih, bakterijskih,
gljiviénih 1 parazitskih infekcija te HTS 1 BLI u razvoju lijekova usmjerenih protiv razlicitih

patogenih mikroorganizama.

Mnogi lijekovi usmjereni protiv virusa humane imunodeficijencije (HIV) su trenutno u
pretklini¢kim i klinickim fazama razvoja, ali se razvoj ovih lijekova odvija relativno sporo
¢emu je djelomicno uzrok nedostatak prikladnih HTS testova kojima bi se procjenjivao
ucinak novih antivirotika. Zbog toga su razvijeni bioluminiscencijski HTS za brzu i direktnu
metodu pretrage anti-HIV lijekova, u obliku dvostrukog luciferaznog testa s FLuc i RLuc za
nadziranje genske ekspresije kemokinskih receptora CCRS i CXCR4 koji posreduju ulazak
HIV-a u stanice (Feng i sur., 2018) i za detekciju inhibitora transkripcijskog trans-aktivatora
(eng. transcription trans-activator, Tat) koji je zaduzen za transkripcijsku elongaciju virusne
RNA (Shin i sur., 2017). Takoder, ista kombinacija luciferaza u dvostrukom luciferaznom
testu je iskoriStena i za HTS u kojem se simultano mogu pratiti replikacija HIV-a i
citotoksi¢nost ispitivanih antivirotika (Mitsuki i sur., 2016). Osim za HIV, u zadnjih nekoliko

godina pokazano je da se bioluminiscencijski HTS mogu koristiti za pretragu antivirotika
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protiv virusa svinjske gripe (Shen i sur., 2014), virusa malih boginja (Liu 1 sur., 2015) te
virusa zute groznice, Dengue-virusa i Zika-virusa (Liu i sur., 2017). Misji modeli zarazeni
bioluminiscentnim uzro¢nicima infekcije razvijeni su za in vivo procjenu djelotvornosti

antivirotika protiv virusa ebole (Li i sur., 2016) 1 Dengue-virusa (Lee i sur., 2017b).

lako se u istrazivanju bakterijskih infekcija viSe koriste bakterijske luciferaze, i FLuc je
moguce unijeti u bakterijske kromosome te stvoriti bioluminiscentne sojeve bakterija (de Wet
i sur., 1985; Chang i sur., 2011) za vizualizaciju i prac¢enje procesa infekcije i imunosnog
odgovora domacina na infekciju te ispitivanja ucinkovitosti antibioti¢ke terapije i razvoja
bakterijske rezistencije na antibiotike. Zadnjih godina, u razvoju antibakterijskih lijekova
iskoriStene su bakterije Leptospira interrogans (Ratet i sur., 2014), Escherichia coli (Lowell i
sur., 2015), Mycobacterium bovis (Ozeki i sur., 2015), Streptococcus mutans, Streptococcus
gordonii i Streptococcus sanguinis (Merritt i sur., 2016), Pseudomonas aeruginosa (Turcano i
sur., 2017), Borrelia burgdorferi (Adams 1 sur., 2017) 1 dr. transformirane da eksprimiraju

FLuc.

Uspjesna transformacija gljivica s FLuc za primjenu u ispitivanju novih antifungalnih lijekova
in vitro 1 in vivo prijavljena je zadnjih godina za Aspergillus fumigatus (Papon 1 sur.,

2014),Candida albicans (Dorsaz i sur., 2017) i Mucor circinelloides (Binder i sur., 2018).

Bioluminiscencijski geni reporteri su revolucionarizirali i podru¢je razvoja antiparazitskih
lijekova jer su omogudili lakSe razumijevanje biologije parazita i patogeneze infekcije
pracenjem geneticki modificiranih bioluminiscentnih parazita tijekom razlicitih stadija
njihovih zivotnih ciklusa u razli¢itim domacinskim organizmima. Bioluminiscentnim su u
zadnjih nekoliko godina pomoc¢u FLuc uspjesno ucinjeni paraziti Plasmodium falciparum
(Stone i sur., 2014), Leishmaniamexicana (Cardiha i sur., 2017), Trypanosoma cruzi (Taylor i
Kelly, 2014), Trypanosoma brucei (Calvo-Alvarez 1 sur., 2018), Giardia lamblia 1
Cryptosporidium parvum (Hennessey 1 sur., 2018) te su njihov rast i razmnoZzavanje praceni u
stanicnim kulturama ili zivotinjskim modelima u odgovoru na farmakolosku terapiju ¢ime je
dokazano da se bioluminiscencijski testovi mogu koristiti u HTS-u opseznih knjiznica

kemijskih spojeva za identifikaciju 1 procjenu djelotvornosti novih antiparazitika.

Glavni izazov u BLI parazitskih infekcija bila je nemoguénost vizualizacije malog broja
parazita koji su Cesto povezani s kroni¢nim stadijima bolesti. Primjena FLuc s emisijskim
maksimumom pomaknutim prema crvenom podru¢ju spektra rijeSila je ovaj problem

(Branchini i sur., 2010). Na mi§jim modelima infekcije s Trypanosoma cruzi pokazano je da

98



se u razdobljima duljim od 6 mjeseci moze kontinuirano pratiti optereCenje organizma

parazitom te tkivna raspodjela i djelotvornost lijekova (Taylor i Kelly, 2014).

Iako se bioluminiscencijska tehnologija najviSe iskoriStava za studije antitumorskih i
antimikrobnih lijekova, postoje primjeri nedavne primjene FLuc u HTS-u za identifikaciju
novih lijekova kandidata za lijeCenje osteoporoze (Gong 1 sur., 2016), reumatoidnog artritisa
(Balkrishna 1 sur., 2019), upalnih bolesti crijeva (Tambuwala 1 sur., 2015) te Alzheimerove

bolesti (Chen i sur., 2018; Wang i sur., 2018a) i dr.
4.4.2 Luciferaze kliSnjaka

CBRLuc 1 CBGLuc su kao i FLuc luciferaze ovisne o ATP-u, pa se mogu koristiti u
ispitivanju vijabilnosti stanica. Doduse, FLuc je prikladnija za ovaj tip ispitivanja zbog svoje
vece aktivnosti, ali su CBLuc u prednosti za mjerenja koncentracije ATP-a u okoliSu koji

njime nije bogat zbog ve¢e KM vrijednosti (Branchini i sur., 2017).

CBRLuc je posluzila za razvoj HTS za detekciju inhibitora translokacije transkripcijskog
faktora p53 u mitohondrije (Noda 1 sur., 2017). p53 je tumorski supresor koji se aktivira pri
oSte¢enju DNA 1 oksidacijskom stresu i aktiviran premjesta iz citosola u matriks mitohondrija
da bi pokrenuo nekroticnu smrt stanice pa se navedeno HTS ispitivanje moze koristiti za

otkrivanje lijekova protiv bolesti u kojima nekroza stanica ima znacajnu ulogu.

Takoder, na temelju CBRLuc i CBGLuc su razvijeni PCA konstrukti Simer-R i Simer-G koji
sadrze domene estrogenskih receptora za vezanje liganda (Kim 1 Umezawa, 2016). Mjerenjem
intenziteta crvene i1 zelene bioluminiscencije moguée je pomocu ovih reportera procijeniti
agonisticko 1 antagonisticko djelovanje odredenog spoja nakon njegovog vezanja na

estrogenski receptor.

U obliku PCA testa za ispitivanje PPI CBLuc su ukljuene u stani¢ne biosenzore koji
izvjestavaju o aktivnosti protein kinaze G (Schramm 1 sur., 2018) te kemokinskoj signalizaciji

(Luker i Luker, 2016).

Na podrucju razvoja novih antiparazitika, CBRLuc i CBGLuc su iskoriStene u dvostrukom
luciferaznom testu za identifikaciju novih antimalarika usmjerenih na razli¢ite razvojne
stadije parazita Plasmodium falciparum, a posebice gametocita, oblika zasluznih za

transmisiju parazita iz ljudi u komarce i Sirenje bolesti (Cevenini i sur., 2014).
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Takoder, s CBRLuc je provedena studija in vivo mi§jeg modela infekcije srediSnjeg zivcéanog
sustava parazitom Trypanosoma brucei, uzrocnikom bolesti spavanja (Van Reet i sur., 2014).
Dokazana je preferabilnost bioluminiscencijskih sustava koji koriste D-luciferin nad onima
koji koriste koelenterazin, uslijed nize cijene i1 vece bioraspolozivosti D-luciferina, za
primjenu u studijama tripanosomijaze i ispitivanju antiparazitika. Koelenterazin, naime, za
razliku od luciferina, ne prelazi krvno-mozdanu barijeru u dovoljnoj koli¢ini (Kaskova i sur.,

2016).

U poslijednjih nekoliko godina probiotici su postali jedan od obecavajucih oblika terapije
razli¢itih bolesti. Ipak, pracenje bakterijskih sojeva nakon njhovog uvodenja u kompleksne
ekosustave gastrointestinalnog trakta i procjena ucinkovitosti odredenog probiotika i1 dalje
predstavlja izazov. U literaturi postoji nekoliko primjera u kojima je bioluminiscencijska
tehnologija omogucila pracenje bakterijskih sojeva unutar crijeva te pridonijela boljem
razumijevanju interakcija izmedu probiotika i domacinskog organizma. Za stvaranje
bioluminiscentnih sojeva bakterija Lactobacillus plantarum 1 Lactococcus lactis iskoriSteni su
CBRLuc, GLuc i /[ux bakterijska luciferaza (Daniel i sur., 2013), ali je nedugo nakon
dokazano da je primjena dvostrukog luciferaznog testa s CBRLuc i CBG99Luc
najucinkovitija za simultano pracenje dvaju sojeva bioluminiscentnih mlije¢nih bakterija u
crijevima miseva in vivo 1 ex vivo u misjem fecesu (Daniel i sur., 2015). Takoder, BRET
metodom koja iskoriStava CBRLuc u kombinaciji s fluorescentnim proteinom mCherry

praceni su sojevi bakterije Lactobacillus reuteri (Karimi i sur., 2016).

Prijavljena je 1 primjena CBRLuc za transformaciju odredenih sojeva mikobakterija na kojima
je mogucée provesti pretrazivanje novih antibiotika te procjenu ucinkovitosti antibioticke
terapije na mijeSane mikobakterijske infekcije u kombinaciji CBRLuc s FLuc (Chang i sur.,
2014). Takoder, kodon optimizirana CBRLuc za ekspresiju u Lysteria monocytogenes
pokazala je vecu osjetljivost za BLI bakterijskih infekcija od bakterijske luciferaze (Ur

Rahman i sur., 2017).

U gljivicu Candida albicans CBRLuc i CBGLuc se uspjesno uvedeni pod kontrolu genskih
promotora gljivice koji su aktivni tijekom morfogeneze hifa ¢ime je dokazano da se
bioluminiscencijsko ispitivanje u u jednostavnoj izvedbi genskog reporterstva moze koristiti
za identifikaciju novih antifungalnih lijekova te procjenu njihove ucinkovitosti (Kapitan i sur.,

2016).
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4.4.3 Luciola luciferaza

U zadnjih 5 godina u literaturi je zabiljezena samo jedna studija koja iskoriStava Luciola
luciferazu, a moze se primjeniti u razvoju lijekova. U njoj je procijenjena ucinkovitost
kapecitabina i fotodinamicke terapije u mi§jem modelu karcinoma dojke (Anand i sur., 2019).

Ranije studije koje ukljucuju Luciola luciferazu popisane su drugdje (Kaskova i sur., 2016).
4.4.4 Renilla luciferaza

Najces¢a primjena RLuc je u BRET sustavima. S RLuc su razvijeni su razli¢iti stani¢ni
senzori temeljeni na BRET-ukoji su primjenjivi u HTS-u, npr. za pracenje autofagije in vivo i

in vitro (Woo 1 sur., 2017) ili dimerizacije opioidnih receptora (Baiula, 2015).

Medu brojnim BRET sustavima za proucavanje GPCR-ova (Unal, 2019), razvijen je i
konformacijski biosenzor temeljen na intramolekularnom BRET-u s RLuc koji se moze
koristiti za identifikaciju ortosterickih i alosterickih liganda GPCR-ova (Sleno i sur., 2016).
BRET s RLuc8 i mVenus koristen je za proucavanje vezanja liganda na GPCR histaminske

receptore Hi (Bosma i sur., 2016).

U proucavanju GPCR signalizacije RLuc je nasao primjenu i u obliku PCA testa, primjerice,
spajanje jednog proteinskog fragmenta RLuc s GPCR-om, a drugog s f—arestinom?2 ili Rab5

omogucilo je kvantitativnu analizu internalizacije GPCR-a (Lu i sur., 2016).

RLuc se Cesto koristi i u obliku PCA testa za razne namjene, npr. za pretrazivanje spojeva koji
utjeCu na pravilno smatanje proteina (Sheahan i sur., 2016) ili poti¢u apoptozu tumorskih
stanica posredovanu aktivacijom kaspaze-3 u misjem modelu humanog glioma (Singh 1 sur.,
2016). Takoder, pomoc¢u RLuc PCA HTS testa su dekvalinijev klorid 1 klofoktol identificirani
kao inhibitori Cdc7 (eng. cell division cycle 7) serin/treonin kinaze pretjerano eksprimirane u
tumorskim stanicama s vaznom ulogom u inicijaciji DNA-replikacije i toleranciji na oSte¢enja

DNA (Cheng i sur., 2018).

Nadalje, RLuc je uklopljena u znatan broj HTS pretraga antivirotika, posebice za viruse protiv
kojih jo$ nisu razvijeni u¢inkoviti lijekovi. PCA test s RLuc iskoriSten je za HTS antivirotika
usmjerenih protiv koronavirusa koji uzrokuje respiratorni sindrom srednjeg Istoka (eng.
Middle East respiratory syndrome coronavirus, MERS-CoV). Nafamostat je medu 1000
pretrazenih spojeva identificiran kao potentni inhibitor transmembranske serinske proteaze u

stanicama domacina zaduzene za aktivaciju virusnog S-proteina (Yamamoto 1 sur., 2016).
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Virusni S-protein se nalazi u ovojnici virusa i posreduje ulazak virusa u stanice domacina

nakon aktivacije proteazama.

Dengue virus i virus Zapadnog Nila uzrokuju tesku hemoragijsku vruéicu i oko 25 000 smrti
godisnje. Pomo¢u HTS-a s RLuc pretrazena je knjznica 120 000 kemijskih spojeva u potrazi
za inhibitorima virusnih proteaza koji bi zaustavljali replikaciju ovih virusa te je 8 spojeva
poblize analizirano kako bi se utvrdilo njihovo djelovanje na replikaciju virusa i
citotoksi¢nost, a 3 spoja su se pokazala potentnim inhibitorima virusnih proteaza
zadovoljavajuc¢ih svojstava (Balasubramanian i sur., 2016). Takoder, u in vivo ispitivanju
ucinkovitosti lijekova protiv virusa Rift Valley groznice, medu 727 spojeva je dokazano da
mitoksantron moze ublaziti tezinu bolesti u mi§jim modelima, iako ni jedan spoj nije potpuno

suzbio infekciju (Lang i sur., 2019).

U dvostrukom luciferaznom testu s FLuc je RLuc omogucila prac¢enje replikacije virusa HIV-
a 1 evaluaciju antiretrovirotika (Shin 1 sur., 2017; Mitsuki i sur., 2016), pretragu inhibitora
replikacije Zika virusa (Li 1 sur., 2018) i prac¢enje patogeneze Ebola virusa te identifikaciju
spojeva koji djeluju na virusni protein 24 (VP24) koji inhibira signalizaciju potaknutu

interferonom i imunosni odgovor na virusnu infekciju (Fanunza i sur., 2018).

Dvostruki luciferazni test s RLuc je uklju¢en u otkri¢e lijekova protiv hemoglobinopatija
poput bolesti srpastih stanica. Omogucio je, npr. identifikaciju oko 1000 potencijalnih
lijekova kandidata koji djeluju na aktivaciju y-globin gena (Xie i sur., 2016) te u drugoj studiji
232 spoja koja induciraju ekspresiju y-globina od koji je 7 odabrano za potencijalne buduce

lijekove 1 pusteno u daljnji razvoj (Peterson 1 sur., 2014).

Jos neke od primjena dvostrukog luciferaznog testa s FLuc i RLuc su HTS onkofetalnih
kromatinskih faktora bitnih za transformaciju tumorskih stanica 1 metastaziranje, koji bi mogli
biti mete novih antitumorskih lijekova za agresivne maligne bolesti (Peter i sur., 2016) i
pracenje genske ekspresije upalnih procesa u astrocitima posredovanih sfingozin-1-fosfatom

(Dusaban i sur., 2017).
4.4.5 Gaussia luciferaza

Luciferaze koje se izluCuju iz stanica danas se Siroko koriste kao osjetljivi reporteri u
razli¢itim in vitro 1 in vivo ispitivanjima uklju¢uju¢i PCA i imunoloske analize, HTS 1 BLI in
vivo. Najpopularnija je ipak njihova primjena u HTS-u za pretrazivanje modulatora genske

ekspresije jer se koriStenjem luciferaza koje se izluCuju iz stanice moze izbjeéi korak lize
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stanica prije mjerenja bioluminiscentnog signala (Auld i sur., 2018). GLuc je ¢ak uspjesno
iskoristena kao reporter izluCen u krv za neinvazivno ex vivo pracenje bioloskih procesa u
zivotinjama (progresiju tumora ¢ak i u nepristupaCnim mjestima, metastaza, odgovora na
farmakolosku terapiju, transfer gena i aktivaciju transkripcijskih faktora), a za detekciju
njezine aktivosti bilo je potrebno samo nekoliko mikrolitara krvi (Bovenberg i sur., 2013;

Wurdinger i sur., 2008).

Veliki broj studija posvecen je istrazivanju PPI pomocu PCA testa (Luker i Luker, 2014).
Budu¢i da prostorna struktura GLuc jo$ nije otkrivena, parovi za PCA test izabrani su izmedu
fragmenata GLuc podijeljenih na razli¢itim mjestima na temelju svoje sposobnosti da
ponovnim spajanjem obnove aktivnost luciferaze (Remy 1 sur., 2006). Izabrani su parovi
fragmenata od 1-109. i 110-169. aminokiseline GLuc s molekulskom masom od 9-10 kDa, a
njihova komplementacija je uzrokovala obnavljanje samo 10% pocetne aktivnost GLuc, ali je
ta vrijednost ipak premasila specifi¢nu aktivnost intaktnih RLuc 1 FLuc (Auld 1 sur., 2018;

Tannous 1 sur., 2005).

Razli¢ite nedavne primjene GLuc fragemenata u PCA uklju¢uju povezivanje kemokina sa
specificnim receptorima in vivo (Luker i Luker, 2014), dimerizaciju prekursora amiloidnih
peptida (Decock i sur., 2015), otkrivanje mehanizma lipidne regulacije u Drosophila i
misevima detekcijom interakcija izmedu 487 droplet-asociranih proteinskih parova (Kolkhof i
sur., 2017), otkrivanje PPI tijekom apoptoze (Gilad 1 sur., 2014), ciljanje fragmenata a-

sinukleina za otkrice lijekova za sinukleinopatije (Moussaud i sur., 2015) itd.

Takoder, za in vitro ispitivanje, GLuc je konjugirana s protutijelom za detekciju interferona-y
(Moutsiopoulou i sur., 2017). Genetickim spajanjem GLuc s transportnim proteinom cinka
(ZnT8) koji je identificiran kao autoimuna meta u Secernoj bolesti tipa 1 stvoren je protein
koji se izlucCuje iz stanica insekata u kojima je eksprimiran i moze biti primjenjen bez
proc¢is¢avanja za odredivanje autoantitijela na ZnT8 u serumu pacijenata (Ustinova i sur.,

2014). Metoda se pokazala osjetljivijom nego ELISA.

HTS s GLuc iskoriSten je za pretraZzivanje antivirotika protiv virusa Zapadnog Nila
ubacivanjem GLuc u pseudo-infektivni reporterski virusni vektor (Zhang i sur., 2017b) i
antivirotika protiv virusa gripe koji inhibiraju nastajanje kompleksa virusne polimeraze (Li 1

sur., 2017b).
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GLuc mutant (M60L/M127L) s produljenom emisijom svjetlosti spojen je s humanim
inzulinom te je pomocu njega pretraZzena knjiznica prirodnih produkata u potrazi za

modulatorima izlu¢ivanja inzulina (Kalwat i sur., 2016).

Od svih luciferaza veslonozaca u BLI se uglavnom koriste GLuc i MLuc164 izoforma iz M.

longa.

Primjeri novijih primjena GLuc u BLI in vivo ukljuCuju pracenje izlucenih proteinskih
terapijskih meta spojenih s GLuc, npr. humanog inzulina (Suzuki 1 sur., 2017; Kalwat i sur.,
2016), izlucenih intrapulmonarnih i cirkulatornih proteina u miSevima za procjenu ishoda
genske terapije (Paul-Smith i sur., 2018), pretklinicke miSje modele leukemije mastocita (Bibi

isur., 2016), malignog glioma (Alessandrini i sur., 2016) itd.

Za procjenu ucinka antimikrobnih lijekova pomo¢u GLuc u bioluminiscentne sojeve
tranformirani su Candida albicans (Delarze 1 sur., 2015), E. coli (Liu 1 sur.,, 2014),
Mycoplasma sp. (Degeling 1 sur., 2014), enterovirus 71 (Xu 1 sur., 2015), influenca A virus
(Eckert i sur., 2014) i dr.

GLuc je i jedna od luciferaza u razvijenim trostrukim luciferaznim testovima uz FLuc i CLuc
za kvantifikaciju aktivnosti Src kinaze u Zivim stanicama i in vivo u miSevima (Leng i sur.,
2016) 1 uz FLuc 1 RLuc u in vivo optickom oslikavanju NF-kB aktivnosti 1 apoptoze u

karcinomu dojke (Mezzanotte i sur., 2014).
4.4.6 Metridia luciferaza

HTS ispitivanja koja iskoriStavaju MLuc stvorena su s ciljem identifikacije spojeva koji ¢e
aktivirati gensku ekspresiju faktora induciranih hipoksijom (eng. hypoxia-inducible factors,
HIFs) jer su oni potencijalne terapijske mete za sprjeavanje progresije ishemijskih bolesti
srca, bubrega i mozga (Tsujita i sur.,, 2015). Primjerice, jedna je studija prijavila da
aminokiselinski derivati s furanom 1 tiofen-2-karbonilom u strukturi aktiviraju HIFs

inhibicijom faktora koji inhibiraju HIF-1 (FIH-1) (Kawaguchi i sur., 2018).

Takoder, prijavljena je primjena MLuc u HTS-u za identifikaciju spojeva s protuvirusnim

djelovanjem usmjerenim na citomegalovirus (Koshizuka i sur., 2018).

In vivo primjena MLuc ukljucuje detekciju bioluminiscentnih stanica, npr. zivih cirkuliraju¢ih
stanica karcinoma prostate u krvi pomocu reporterskog adenovirusa selektivnog za tumore

oznacenog s MLuc (Wu i sur., 2014) te pracenje diferencijacije stanica skeletnih miSic¢a
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(Oztiirk-Kaloglu i sur., 2017) i hondrocita (Oberbauer i sur., 2016) u stvarnom vremenu.
Pomoc¢u MLuc je takoder istrazen signalni put u koji je uklju¢en aneksin A6 eksprimiran u
velikim koli¢inama u artikularnim hondrocitima za koji je zaklju¢eno da zavrSava aktivacijom
NF-«xB transkripcijskog faktora (Minashima 1 Kirsch, 2018) te da bi aneksin A6 mogao biti
potencijalna meta protuupalnih lijekova. NF-xB signalni put je ispitan pomo¢u MLuc i u

patogenu Porphyromonas gingivalis uklju¢enom u kroni¢ni periodontitis (Tada i sur., 2016).

Zbog visoke termostabilnosti MLuc je uspjes$no iskoriStena u studijama stani¢ne hipertermije

uzrokovane zagrijavanjem nanocesticama (Mukherjee i sur., 2014).

MLuc je jedna od luciferaza koriStenih u novom Matador ispitivanju citotoksi¢nosti koje
iskoriStava svojstva novijih morskih luciferaza jakog intenziteta bioluminiscencije i dugog
poluvremena zivota, a moZze se primjeniti za razvoj novih citostatika 1 imunostatika (Matta 1

sur., 2018).
4.4.7 Cypridina luciferaza

Prethodne primjene CLuc luciferaze sazete su u preglednom radu (Kaskova 1 sur., 2016), a u
zadnjih nekoliko godina postoji tek nekolicina primjera iskoristenja CLuc luciferaze, posebice

u razvoju lijekova.

U dvostrukom luciferaznom testu je CLuc iskoriStena za ex vivo kontinuirano pracenje
tumorske progresije u miSevima (Morita i sur., 2016). Po potrebi su informacije dobivene s
CLuc upotpunjene in vivo BLI za analizu prostorne raspodjele tumorskih stanica u mi§jem
organizmu. Ovakvim oblikom ispitivanja se postizu ustede luciferina i smanjuje stres kojem
su izlozene male zivotinje u eksperimentu te omogucuje dugoro¢no nadziranje tumorske

progresije.

U HTS ispitivanju modulatora interleukin-6 (IL-6) signalnog puta u stanicama jetre uz pomo¢
CLuc je ustanovljena potencijalna terapijska vrijednost odredenih mikroRNA za lijeCenje
kroni¢ne jetrene bolesti i nekih tumora (Servais 1 sur., 2019). IL-6 1 ostali njemu sli¢ni citokini
dijele zajednicki receptor glikoprotein 130 (gp130) koji aktivira signalnu kaskadu koja
ukljucuje Janus kinaze (JAK) i transkripcijske faktore za provodenje signala i aktivaciju
transkripcije (eng. signal transducer and activator of transcription, STAT). CLuc je uvedena u
reporterski vektor pod kontrolu STAT-elemenata odgovora pa se ovaj stanini sustav moze
koristiti 1 za identifikaciju drugih spojeva koji utjeCu na JAK/STAT signalni put narusen u

nizu bolesti.
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4.4.8 NanoLuc® luciferaza

Primjena NLuc omogucila je napredak u pracenju vijabilnosti stanica koriStenjem
luciferinskog prosupstrata. Luciferinski prosupstrat sintetiziran je tako da ga samo Zive
stanice mogu prevesti u aktivni supstrat za NLuc luciferazu koji ¢e poluciti bioluminiscentni
signal. Izravnim dodatkom NLuc i luciferinskog prosupstrata u medij stani¢ne kulture
omogucena je detekcija zivih stanica tijekom 96 h bez naruSavanja stani¢nih funkcija

(Duellman i sur., 2015).

U razvoju antitumorskih lijekova NLuc je uspjesno iskoriSten za identifikaciju spojeva koji
inhibiraju HIF-1 signalizaciju pa time i ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora rasta (eng.
vascular endothelial growth factor, VEGF) odgovornog za rast tumora zbog pojacanog dotoka
krvi u tumorske stanice uslijed angiogeneze (Hsu 1 sur., 2016) te za razjasnjavanje signalnih

puteva u koje je VEGF ukljucen u dje¢jem hemangiomu (Kilpatrick i sur., 2019).

NLuc je zbog svoje male veli¢ine naSao Siroku primjenu u proucavanju patogeneze virusnih
infekcija 1 razvoju antivirotika. Uklopljen je, primjerice, u ekspresijske vektore za virus
bjesnoce (Anindita i sur., 2016), Sindbis, Chikungunya i isto¢ni i venecuelanski konjski virus
encefalitisa (Sun 1 sur., 2014) te u nekoliko rodova virusa iz porodice Flaviviridae (Tamura i
sur., 2018). Za razliku od vecih reportera kojima se tijekom virusne replikacije smanjivala
razina ekspresije, NLuc je pokazao vecu stabilnost, a virusni vektori koji su eksprimirali
NLuc uzrokovali su infekcije slicne tezine kao njihovi nemodificirani roditeljski virusi.
IskoriSen je 1 za konstrukciju reportera za virus hepatitisa B (Nishitsuji 1 sur., 2015) 1 virus
HIV-a (Thomas i sur., 2016; Seay i sur., 2015) pri ¢emu je njegova velika osjetljivost

omogucila kvantifikaciju replikacije virusa pri niskim razinama na pocetku infekcije.

Osim u virusima, eksprimiran je u Plasmodium falciparum (Azevedo 1 sur., 2014)i
Plasmodium berghei (De Niz i sur., 2016) za pracenje parazita tijekom njihovih zivotnih
ciklusa i u HTS-u za identifikaciju novih spojeva s antimalarijskim djelovanjem. Takoder,
amastigoti Leishmania mexicana uspjesno su uz NLuc vizualizirani slobodni i1 unutar
makrofaga, a ujedno je otkriveno da odredeni spojevi aktivni protiv Mycobacterium

tuberculosis pokazuju i djelovanje protiv L. mexicana (Berry i sur., 2018).

Pomoc¢u NLuc tranformirani su sojevi bakterije Streptococcus A koji proizvode puno

intenzivniju bioluminiscenciju nego sojevi s FLuc, no FLuc se u ovom slucaju ipak pokazao
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boljim jer moZze razlikovati metabolicki aktivne i neaktivne bakterije Sto NLuc ne moze jer je

njegova bioluminiscencijska reakcija ATP-neovisna (Loh i Proft, 2014).

Agregacija proteina se smatra kljuénim faktorom u nekoliko bolesti od Huntingtonove do
Alzheimerove pa ipak jo§ uvijek ne postoji dovoljno testova kojima bi se in vitro i in vivo
ispitivala agregacija proteina. U tu svrhu je NLuc iskoristen u obliku PCA testa (Zhao 1 sur.,
2016). Jedan fragment NLuc (N64) spojen je na protein za koji je poznato da stvara agregate,
a drugi fragment NLuc koriSten je za mjerenje razine agregacije proteina. Ako protein od
interesa ne podlijeze agregaciji, dodatak drugog fragmenta NLuc luciferaze obnovit ce
aktivnost NLuc nakon dodatka furimazina, dok je u suprotnom smanjenje intenziteta
bioluminiscencije proporcionalno razini proteinske agregacije. Klasi¢ni oblik PCA testa s
NLuc, tzv. NanoBit koriSten je za istrazivanje PPI u patogenezi amiotrofi¢ne lateralne
skleroze 1 za identifikaciju spojeva koji djeluju na dimerizaciju superoksid dismutaze 1
(SOD1) (Oh-Hashi 1 sur., 2016) te za proucavanje interakcija izmedu B-arestina2 i humanog
A3 adenozinskog receptora, podvrste GPCR eksprimiranog u velikim koli¢inama u upalnim 1
tumoskim stanicama, kao potencijalne mete za lijeCenje reumatoidnog artritisa, psorijaze i

hepatocelularnog karcinoma (Storme i sur., 2018).

NLuc je u BRET-u kombiniran s fluorescentnim antagonistima histaminskih H; receptora za
prouCavanje kinetike vezanja liganada na histaminske receptore i razvoj HTS-a za
identifikaciju novih antihistaminika (Stoddart i sur., 2018). Histaminski receptori spadaju u
GPCR-ove, a NanoBRET je Cesto koristen za njihovo proucavanje (Stoddart i sur., 2015) jer
je u zadnjih nekoliko godina sve jasnija vazna uloga GPCR signalizacije u razvoju tumora
(Nieto Gutierrez i McDonald, 2018). Primjerice, konstruiran je misji model humanog
karcinoma dojke koji eksprimira Pi-adrenoceptore vezane na NLuc te omogucuje
vizualizaciju signalizacije Pf2-adrenoceptorima uz pomo¢ fluorescentnog analoga propranolola
(Alcobia i sur., 2018). Propranolol je klasi¢ni antagonist B>-adrenoceptora ¢ija je djelotvornost
u nekim vrstama karcinoma potvrdena klinicki, ali nije mu jo$ u potpunosti razjasSnjen

mehanizam djelovanja u tumorskim stanicama.

NanoBRET je primjenjiv i za proucavanje signalizacije receptorskim tirozin kinazama

(Kilpatrick 1 sur., 2017) 1 unutarstani¢nim kinazama (Robers i sur., 2015).

Takoder, BRET s NLuc i zutim fluorescentnim proteinom za vizualizaciju procesa od vezanja
inzulina za receptore (Shigeto i sur., 2015) 1 s posebnim fluorescentnim konstruktima

LumiFlours za detekciju mikrometastaza u limfnim ¢vorovima (Schaub i sur., 2015).
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U obliku dvostrukog luciferaznog testa NLuc je koriSten s FLuc za vizualizaciju tumora
mozga i sistemskih metastaza u mi§jim modelima (Germain-Genevois i sur., 2016). NLuc je
pokazao vecu aktivnost ex vivo, ali je in vivo FLuc imao veci bioluminiscentni signal zbog
boljih svojstava prodiranja svjetlosti kroz tkivo. Sli¢na studija s NLuc 1 FLuc je provedena i
za pracenje virusne infekcije u miSevima (Sun 1 sur., 2014), a pokazalo se da iako je FLuc
jaceg signala u individualnim zarazenim tkivima, signal na razini cijelog tijela od NLuc se
mogao detektirati tijekom 48 h nakon injekcije supstrata i bio je intenzivniji od ukupnog

signala s FLuc u istom trenutku.

Na temelju NLuc razvijena su bioluminiscentna protutijela na lijekove koja se mogu
detektirati snimanjem jeftinom kamerom spojenom na pametni telefon (Xue i sur., 2017).
Stoga protutijela na lijekove oznaCena NLuc mogu biti iskoriStena za dijagnostiku uz
bolesnika (eng. point of care, PoC)— primjerice, terapijsko pracenje doze (eng. therapeutic
drug monitoring, TDM) kvantifikacijom lijekova u krvi ili serumu na papiru. Na takav je
nacin iskoriStena primjerice yNLuc pod kontrolom humanog a-estrogenskog receptora u
NanoYes platformi u S. cerevisiae za otkrivanje endokrinih disruptora s estrogenskim

djelovanjem (Cevenini i sur., 2017).

Takoder, NLuc je iskoristen za bioluminiscencijski stani¢ni biosenzor koji se moze detektirati
pametnim telefonom, a ucinkovitost sustava potvrdena je ispitivanjem antiupalne aktivnosti i
toksi¢nosti spojeva iz ekstrakta komine bijelog grozda (Cevenini i sur., 2016). Ovakav bi
sustav. mogao zadovoljiti potrebe malih poduzeca kojima nedostaje potpuno opremljen

laboratorij za sigurnosne testove prvog stupnja i brzu pretragu novih bioaktivnih produkata.
4.4.9 Bakterijske luciferaze

Bakterijski /ux geni optimizirani su za primjenu u eukariotskim stanicama (Gupta 1 sur., 2003)
1 stanicama sisavaca (Patterson i1 sur., 2005), no i dalje je najkoriStenija i najpouzdanija
njihova primjena u stvaranju bioluminiscentnih sojeva bakterija, posebice u onim studijama
koje su primjenjive u procesu otkrivanja i razvoja lijekova. Transformirani bioluminiscentni
sojevi bakterija se zatim mogu Koristiti npr. za identifikaciju novih antimikrobnih lijekova ili
procjenu ucinkovitosti ve¢ poznatih protiv visestruko rezistentnih (eng. multi drug resistant,
MDR) bakterija. Takoder, Cesta je njihova primjena u otkrivanju moguénosti prenamjene

postojecih antimikrobnih lijekova za lije¢enje infekcija nekim drugim mikroorganizmima.
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Veliki broj primjena bakterijske luciferaze ukljucuje bioluminiscentne sojeve M. tuberculosis
za HTS pretrazivanje prijekopotrebnih novih antituberkulotika. Primjerice, razvijeni su in
vitro 1 in vivo testovi za ispitivanje potentnosti lijekova protiv M. tuberculosis u njezinom
dormantnom stadiju (Vocat 1 sur., 2015) te za istrazivanje mehanizma djelovanja
antituberkulotika za koje se pretpostavlja da inhibiraju sintezu stani¢ne stijenke bakterija
(Naran 1 sur., 2016). U jednoj je studiji HTS-om knjiznice 4400 prirodnih produkata iz
morskih organizama otkriven jedan spoj koji potentno i selektivno djeluje i na aktivnu i
dormantnu fazu razvoja M. tuberculosis, a ujedno su puupehenonski spojevi identificirani kao
inhibitori dormantne faze (Rodrigues Felix 1 sur., 2017). Nadalje, na temelju farmakofora iz
lijeka celekoksiba sintetizirana su 64 spoja od kojih se 6 pokazalo potencijalnim kandidatima

za lijek protiv tuberkuloze (Salunke i sur., 2015).

HTS proveden s 645 000 spojeva identificirao je 8 potencijalnih inhibitora rezistencije P.
aeruginosa na B-laktamske antibiotike (Collia 1 sur., 2018), a u misjim modelima cisti¢ne
fibroze dokazano je da klaritromicin i inhibitori proteaza inhibiraju razlicite faktore
virulencije P. aeruginosa 1 stoga su pozeljna dodatna terapija u ublaZzavanju upale pluca
uzrokovane infekcijom ovim patogenom kod pacijenata s cisticnom fibrozom (Sandri i sur.,

2018).

Uvodenjem lux gena i Brucella melitensis (Kassem 1 sur., 2016), Streptococcus A (Lamb i
sur., 2018) te S. aureus preinaceni su za razvoj bioluminiscentnih misjih modela bakterijske

sepse 1 infekcije opeklinskih rana (Ogunniyi i sur., 2018).

Pomocu bioluminiscentnog MDR soja Streptococcus pneumoniae otkrivena su 4 nova spoja
izolirana iz rijetkih aktinomiceta sa 16 puta ja¢im antimikrobnih djelovanjem od

levofloksacina (Tiwari i sur., 2015).

Vrijednost biljke Asphodelus microcarpus u razvoju novih antimikrobnih lijekova dokazana
je nakon ispitivanja na 13 razliitih mikroorganizama (Di Petrillo i1 sur., 2017). Etanolni
ekstrakt njezinih listova je pokazao jaku inhibiciju rasta Gram negativnih bakterija, umjerenu
Gram pozitivnih bakterija, a protiv kvasaca nije ispoljio djelovanje. Takoder, pokazao se
djelotvornim za zaustavljanje replikacije Ebola virusa te je inhibirao stvaranje biofilma E.

coli, S. aureus, S. haemolyticus 1 Bacillus clausii.
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Za 1ispitivanje djelotvornosti antibiotika 1 njihovog medusobnog sinergijskog djelovanja
razvijen je robustan, brz i cijenovno isplativ HTS koji medu 39 MDR sojeva ukljucuje i S.

aureus, Enterococcus faecalis 1 Acinetobacter baumannii (Kim 1 sur., 2016).

Iako je prethodno uspjesno provedeno BLI tumora uz pomo¢ bioluminiscentnih bakterija
usmjerenih na tumore (Yu 1 sur., 2004), posljednjih godina nisu prijavljene sli¢cne studije.
Jedan od nacina na koji bakterijska luciferaza moze biti iskoriStena u razvoju antitumorskih
lijekova je metoda induciranog metabolickog bioluminiscentnog oslikavanja (imBI). imBI se
temelji na detekciji spojeva ukljucenih u proces glikolize - laktata, piruvata, glukoze i ATP-a
u tumorima. Ova metoda omogucuje metaboli¢ku klasifikaciju tumora te pracenje promjena u
glikolizi u tumorskim stanicama i na taj nacin doprinosi boljem razumijevanju progresije

tumora 1 poboljSanju antitumorske terapije (Indraccolo i Mueller-Klieser, 2016).

Bioluminiscentne humane stanice koje sadrze /ux gene stvorene su s ciljem detekcije
djelovanja prolijekova prije 1 poslije metabolizma u uvjetima koji odgovaraju onima u
ljudskom organizmu (Xu i sur., 2017). Time se moze smanjiti veliki postotak neuspjeha
spojeva kandidata za lijekove u klinickoj fazi razvoja. Takoder, za procjenu citotoksi¢nosti
spojeva stvoren je stani¢ni biosenzor s HEK293 stanicama koje eksprimiraju bakterijsku
luciferazu i1 ne zahtijevaju dodatak egzogenog supstrata (Class i sur., 2015) koji moze biti

iskori$ten za procjenu sigurnosti potencijalnih lijekova prije njihove daljnje optimizacije.
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5. ZAKLJUCCI

Bioluminiscencijski reporterski geni uspjeSno su izolirani i klonirani iz raznih vrsta

organizama i ve¢ se dugi niz godina upotrebljavaju u procesu razvoja lijekova.

Luciferaze za koje kodiraju bioluminiscencijski geni reporteri razlikuju se svojom veli¢inom,
proteinskim strukturama, vrstom luciferina koje koriste za bioluminiscencijsku reakciju te
fizikalno-kemijskim svojstvima. Stoga svaka luciferaza ima svoje prednosti i nedostatke za

primjenu u odredenim vrstama ispitivanja.

U ranim fazama razvoja lijekova bioluminiscencijska tehnologija moze ponuditi najveci
doprinos u vidu pojednostavljenja, povecanja osjetljivosti te ubrzanja i smanjenja troSkova
HTS ispitivanja koja se koriste u otkrivanju novih spojeva kandidata za lijekove,

razjasnjavanju mehanizma djelovanja i procjeni djelotvornosti lijekova.

U pretklinickoj fazi razvoja lijekova bioluminiscentno biolosko oslikavanje in vivo
omogucuje osjetljivo, neinvazivno, kvantitativno pracenje patogeneze bolesti i odgovora na
farmakolosku terapiju u zivotinjskim modelima. Takoder, u skladu s etickim zahtjevima
omogucuje koriStenje manjeg broja Zivotinja u istrazivanjima i smanjene njihove patnje.
Najcesce je koriSteno za pracenje infekcije ili progresije tumora te procjenu ucinkovitosti

antiinfektivnih i antitumorskih lijekova.

U klini¢ku fazu razvoja lijekova nije vjerojatno da ¢e se bioluminiscencijski geni reporteri
uspjesno ukljuciti, ali zato u ranijim fazama razvoja lijeka nude bitne prednosti pred

konvencionalno koriStenim metodama.

lako primjena bioluminiscencijskih metoda nailazi na odredena ogranicenja, vecéini se
nedostataka moze doskocCiti usavrSavanjem luciferaza genetickim inzenjerstvom ili

kemijskom sintezom novih luciferinskih supstrata s boljim svojstvima.

Sve ubrzanijim napretkom tehnologije, molekularne biologije, geneti¢kog inzenjerstva i
sintetske kemije otkrivaju se novi nacini na koje se moze iskoristiti veliki potencijal primjene

bioluminiscencijskih gena reportera.
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7. SAZETAK

Bioluminiscencijski reporterski geni kodiraju enzime luciferaze koji kataliziraju oksidaciju
luciferina popra¢enu emisijom svjetlosti. Brojne prirodne i rekombinantne luciferaze razli¢itih
svojstava komercijalno su dostupne u testnim kompletima za odredenu namjenu. Luciferazni
test se moze izvesti kao jednostruki, dvostruki ili viSestruki za pracenje viSe stani¢nih
dogadaja istovremeno kombiniranjem luciferaza koje emitiraju svjetlost razli¢itih boja.
Bioluminiscencijski reporterski geni Siroko se koriste za istrazivanje genske ekspresije,
protein-protein interakcija, signalnih puteva i drugih stani¢nih dogadaja. Zbog jednostavnosti
izvodenja, neinvazivnosti, visoke osjetljivosti 1 linearnosti ispitivanja te pogodnog omjera
cijene i u¢inkovitosti bioluminiscencijske metode su jedne od najprikladnijih za primjenu uin
vitro 1 in vivo postupcima u razvoju lijekova. Glavni nacini na koje se bioluminiscencija
iskoriStava u razvoju lijekova su visokoprotocno pretrazivanje opseznih knjiznica kemijskih
spojeva u potrazi za novim spojevima kandidatima za lijek i bioluminiscentno biolosko

oslikavanje pretklinickih Zivotinjskih modela za procjenu u¢inkovitosti lijekova.
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8. SUMMARY

Bioluminescent reporter genes encode luciferases - enzymes that catalyze the reaction of
luciferin oxidation accompanied by light emission. Numerous wild type and recombinant
luciferases of different properties are commercially available in test kits for a particular
purpose. Bioluminescent assay can be performed as a single, double or multiple luciferase
assay for monitoring multiple cellular events simultaneously by combining luciferases
emitting light of a different colour. Bioluminescent reporter genes are widely used to study
gene expression, protein-protein interactions, cell signaling pathways, and other cellular
events. Due to simplicity of performance, noninvasiveness, high sensitivity and linearity of
the assay and good cost-efficacy ratio bioluminescent methods are among the most suitable
for drug development in vitro and in vivo. The main ways in which bioluminescence is used in
drug development are high throughtput screening of extensive chemical libraries in search of
a new drug candidate and bioluminescence molecular imaging in preclinical animal models

for the assessment of drug efficacy.
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