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1. UVOD 

1.1 Reporterski geni  

Reporterski geni široko se koriste u proučavanju genske ekspresije i staničnih događaja 

povezanih s ekspresijom gena u farmaceutskim i biomedicinskim istraživanjima, kao i u 

molekularnoj biologiji i biokemiji. Glavna uloga im je praćenje ekspresije ciljnog gena 

(vrijeme, mjesto, razina itd.). Tipično, reporterski gen je kloniran s DNA sekvencom od 

interesa u ekspresijski vektor koji se zatim unosi u stanice domaćina. Nakon unosa 

rekombinantnog vektora, prisutnost reportera u stanicama testira se izravnim određivanjem 

koncentracije samog reporterskog proteina ili mjerenjem enzimske aktivnosti reportera. Dobar 

reporterski gen može se lako identificirati i kvantitativno mjeriti kada se eksprimira u 

organizmu ili stanicama od interesa. Najpoznatiji reporteri su primjerice, β-galaktozidaza, 

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

1.2 Bioluminiscencija 

Pojam bioluminiscencija dolazi od grčke riječi bios što znači život i latinske riječi lumos što 

znači svjetlo. Bioluminiscencija predstavlja jedan od oblika kemiluminiscencije u kojem se 

energija (40-60 kcal) oslobađa kemijskom reakcijom u obliku vidljive svjetlosti. 

Bioluminiscencijska reakcija podrazumijeva oksidaciju luciferina kataliziranu enzimom 

luciferazom. Luciferin i luciferaza su generički pojmovi i moraju biti detaljnije definirani 

vrstom organizma u kojem se pojavljuju. Luciferaze su proteini različitih veličina (20-62 

kDa), struktura i fizikalno-kemijskih svojstava. Bioluminiscencijski reporterski geni koji 

kodiraju za luciferaze izolirani su iz raznih vrsta filogenetički 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 

Uvođenjem bioluminiscencijskih reporterskih gena u prokariotske i eukariotske stanice 

omogućeno je praćenje određenih staničnih događaja mjerenjem bioluminiscentnog signala. 

Pomoću bioluminiscencijskih reporterskih gena mogu se proučavati genska ekspresija, 

posttranslacijske modifikacije, protein-protein interakcije, stanična signalizacija i drugi 

stanični događaji. Luciferazni testovi su jednostavni za izvođenje, dodatkom luciferina u 

medij stanica koje eksprimiraju luciferazu dolazi do reakcije popraćene emisijom svjetlosti, 

koju se detektira pomoću uređaja za detekciju svjetlosti, tzv. luminometra s 
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fotomultiplikatorom. Napredna bioluminiscencijska tehnologija omogućuje kvantitativnu 

vizualizaciju staničnih događaja na razini pojedinačne stanice u stvarnom vremenu 

korištenjem visoko osjetljivih kamera s ugrađenim nabojem spregnutim uređajima (eng. 

charge coupled device, CCD). Zbog jednostavnosti izvođenja, neinvazivnosti i velike 

osjetljivosti bioluminiscencijskih ispitivanja ona se često primjenjuju u ranim fazama razvoja 

lijekova. Prikladna su za visokoprotočno pretraživanje (eng. high-throughput screening, HTS) 

opsežnih knjižnica kemijskih spojeva u potrazi za spojevima kandidatima za lijek te za 

proučavanje mehanizma djelovanja kandidata lijekova u svrhu njihove optimizacije. Također, 

injektiranjem bioluminiscentnih tumorskih, imunosnih, matičnih ili drugih tipova stanica 

malim životinjama moguće je pratiti broj i prostornu raspodjelu tih stanica u životinjskim 

modelima. Na taj način mogu se proučavati patološki mehanizmi određenih bolesti i odgovor 

organizma na tretman lijekovima pa je bioluminiscentno biološko oslikavanje (eng. 

bioluminescence imaging, BLI) prikladno za primjenu u pretkliničkom razvoju lijekova.  
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2. OBRAZLOŽENJE METODE 

Korisnost bioluminiscencijskih gena reportera i bioluminiscencijske tehnologije u osnovnim i 

primijenjenim znanstvenim istraživanjima potvrđuje ogromna količina znanstvenih 

publikacija, patenata, proizvoda na tržištu i namjenske instrumentacije. Otkrivanje i razvoj 

lijekova je bez sumnje jedno od područja koje primjena bioluminiscencije može značajno 

unaprijediti. Dobro je poznato koliki se napori i novčana sredstva moraju uložiti u razvoj 

novog lijeka koji se želi plasirati na tržište te koliko lijekova zaista uspije proći klinička 

ispitivanja zbog nedostatka učinkovitosti i sigurnosti. Stoga je vrlo važno u najranijim fazama 

postupka otkrivanja lijeka dobiti maksimalnu količinu informacija o spojevima koji su 

kandidati za novi lijek i tako povećati pouzdanost i predvidljivost rezultata u sljedećim 

koracima. Takav pristup potiče smanjenje troškova i ubrzava cijeli proces otkrivanja i razvoja 

lijeka, a i u skladu je sa zahtjevima o etičnim i odgovornim istraživanjima.  

U literaturi se bioluminiscencijske metode često navode kao najprikladnije za proces ranog 

razvoja lijekova i pretklinička ispitivanja pa ovaj diplomski rad daje pregled najčešće 

korištenih bioluminiscencijskih gena reportera i njihovih svojstava. Također, cilj ovog rada je 

istražiti mogućnosti primjene bioluminiscencijskih gena reportera u procesu razvoja lijekova, 

opisati prednosti bioluminiscencijskih metoda pred drugim konvencionalnim metodama 

korištenim u razvoju lijekova, uzeti u obzir i nedostatke i potencijalna ograničenja njihove 

primjene te razmotriti smjerove u kojima bi se bioluminiscencijska tehnologija mogla razvijati 

u budućnosti kako bi nadišla postojeće probleme.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 
 

3. MATERIJALI I METODE 

Istraživanje u okviru ovog diplomskog rada je teorijskog karaktera i uključuje pregled 

dostupne znanstvene i stručne literature o predloženoj temi. Literatura je pretražena 

elektroničkim putem, a korištene su relevantne bibliografske baze podataka PubMed i Science 

Direct. Nakon početnog uvida u pregledne radove na temu bioluminiscencijskih gena 

reportera dostupne u literaturi napravljen je popis najčešće korištenih bioluminiscencijskih 

gena reportera. Prema popisu su u detaljnijem pretraživanju baza podataka korištene ključne 

riječi koje uključuju kolokvijalne nazive pretraživanih bioluminiscencijskih reportera 

„firefly“, „click beetle“, „luciola“ „renilla“, „gaussia“, „metridia“, „nanoluc“, „cypridina“, 

„bacterial luciferase“ kao i puni latinski nazivi organizama iz kojih luciferaze potječu, 

primjerice „photinus pyralis“, „luciola italica“, „renilla reniformis“ itd. u kombinaciji s 

ključnom riječi „luciferase“. Istraživanje je dopunjeno i pretragom kratica koje se koriste u 

nazivlju reportera, npr. „fluc“, „rluc“, „gluc“ itd. Pri pretraživanju literature na temu novije 

primjene bioluminiscencijskih gena reportera u razvoju lijekova korištene su gore navedene 

ključne riječi, ali uz dodatak ključnih riječi „drug development“, „drug discovery“, „new 

drugs“ i sl. U tom su slučaju prilikom pretraživanja literaturni izvori ograničeni na one 

objavljene u zadnjih 5 godina. Osim toga, pretražene su i mrežne stranice proizvođača i 

distributera bioluminiscencijskih reporterskih gena kao što su Promega, ThermoFisher 

Scientific, Biotium, Sigma Aldrich i New England Biolabs.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

4.1 Bioluminiscencijski geni reporteri 

4.1.1 Raznolikost bioluminiscencijskih reportera 

Najrazličitije vrste organizama, poput bakterija, gljiva, mekušaca, rakova, insekata, riba i 

biljakasposobne su emitirati svjetlost u obliku bioluminiscencije. Postoje dva glavna tipa 

bioluminiscencije. Prvi tip uključuje biokemijsku reakciju oksidacije male organske molekule, 

luciferina, katalizirane pomoću enzima luciferaze. Ukupna količina emitirane svjetlosti u 

ovom je tipu bioluminiscencije izravno proporcionalna količini luciferina prisutnog u 

organizmu. Luciferaze se mogu podijeliti s obzirom na vrstu supstrata koji iskorištavaju za 

svoje reakcije pa razlikujemo luciferaze ovisne o D-luciferinu, koelenterazinu, furimazinu, 

Cypridina luciferinu (vargulinu) i drugim supstratima (Slika 1.) (Kaskova i sur., 2016).  

 

Slika 1. Sažeti prikaz bioluminiscencijskih reakcija oksidacije različitih luciferinskih supstata kataliziranih 
pripadnim luciferazama (preuzeto i prilagođeno iz England i sur., 2016). 
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S druge strane, postoje bioluminiscencijski sustavi izolirani iz različitih vrsta 

bioluminiscentnih bakterija koji ne zahtijevaju dodatak luciferina za provođenje 

bioluminiscencijske reakcije. Naime, bakterijski operon luxABCDE, osim za samu luciferazu 

kodira i za enzime potrebne za sintezu supstrata i obnavljanje aktivnosti luciferaze (Contag i 

sur., 1995).  

Najčešće korištena luciferaza je izolirana iz sjevernoameričke krijesnice Photinus pyralis 

(eng. firefly luciferase, FLuc), a neka od njezinih svojstava kao i svojstva ostalih često 

korištenih luciferaza prikazana su u Tablici 1.  

Tablica 1. Najčešće korištene luciferaze za koje su komercijalno dostupne kodirajuće sekvence (preuzeto i 
prilagođeno iz Michelini i sur., 2014). 

Luciferaza Organizam Duljina 

proteina 

(nm) 

Mr 

(kDa) 

Supstrat BL 

λmax 

(nm) 

Distributeri 

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 

gracilirostris 

171 19,1 furimazin 465 Promega 

Luciola 

luciferaza 

Luciola italica 548 61 D-luciferin 610 Targeting 

Systems 

CBG99 Pyrophorus 

plagiophthalamus  

542 64 D-luciferin 537 Promega 



 

7 
 

CBR Pyrophorus 

plagiophthalamus 

542 64 D-luciferin 613 Promega 

Cypridina 

luciferaza 

Cypridina noctiluca 555 62 Cypridina 

luciferin 

463 Prolume, 

Targeting 

Systems 

Bakterijska 

luciferaza 

(LuxAB) 

Bakterije rodova 

Photorhabdus i Vibrio 

700 A: 42 

B: 37 

FMNH2 + 

dugolančani 

aldehidi 

490 Promega, 

Sigma 

Aldrich, NEB 

aa- aminokiseline, BL- bioluminiscencija 

*-luciferaze dostupne u različitim oblicima (npr. unutarstanične, sekrecijske, s kraćim poluživotom) 

Drugi tip bioluminiscencije uključuje drugačiji reakcijski mehanizam koji uključuje 

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 događa u prisutnosti dodanog okidača, najčešće kalcijevih ili 

vodikovih iona, a ukupna količina emitirane svjetlosti u tom je slučaju proporcionalna količini 

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). 

 

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

 

Luciferaze su izolirane i okarakterizirane u puno većem broju nego fotoproteini, a i primjera 

njihove primjene u biomedicinskom području je više. Stoga ovaj rad obrađuje prvi tip 

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

bioluminiscencijske reakcije mogu iskoristiti u razvoju lijekova.  
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4.1.2 Bioluminiscencijski sustavi ovisni o D-luciferinu 

4.1.2.1 Luciferaza krijesnice 

Najčešće korišten bioluminiscencijski reporter je luciferaza krijesnice (eng. firefly luciferase, 

FLuc) (Shimomura, 2006). FLuc je monomerni enzim od 61 kDa kloniran iz 

sjevernoameričke krijesnice Photinus pyralis (Slika 3.), član superporodice adenilat-

formirajućih enzima koja uključuje acil- i aril-CoA-sintetaze i neribosomske peptidne 

sintetaze. Primarnom je strukturom FLuc najbliža određenim acil-CoA ligazama (oko 30% 

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

 

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

 

Zajednički mehanizam ove porodice enzima čini aktivacija supstrata prijenosom adenilatne 

skupine na supstrat uz nastajanje međuprodukta vezanog na enzim (Conti i sur., 1996; 

McElroy i sur., 1967). FLuc je 4-oksidoreduktaza (ATP-hidrolizirajuća, dekarboksilirajuća) 

(EC 1.13.12.7) koja za reakciju zahtijeva luciferinski supstrat koji u svojoj strukturnoj formuli 

sadrži hidroksi-benzotiazolil-tiazolin-karboksilnu kiselinu (D-LH2). FLuc katalizira reakciju 

oksidacije D-luciferina (Slika 4.) u dva koraka popraćenu emisijom svjetlosti, obično u 

zeleno-žutom području (emisijski maksimum na 550-570 nm). Osim D-luciferina, da bi mogla 

proizvesti svjetlost, luciferazi je potrebna prisutnost ATP-a, kisika i metalnih kationa 

(najčešće Mg2+) (Marques i Esteves da Silva, 2009).  
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Slika 4. Reakcija oksidacije D-luciferina u dva koraka popraćena emisijom bioluminiscentne svjetlosti (preuzeto 
s www.sigmaaldrich.com).  

 

Reakcija luciferaze (Slika 5.) je SN2 nukleofilna supstitucija na molekuli luciferina (D-LH2) u 

kojoj karboksilat na tiazolinskom prstenu napada α-fosfatnu skupinu ATP-a. U prvom se 

koraku reakcije oslobađa pirofosfat (PPi) i nastaje luciferil-adenilat (LH2-AMP) vezan na 

enzim (Fraga i sur., 2004). U drugom koraku reakcije dolazi do oksidacije LH2-AMP-a (80%) 

molekulskim kisikom u nestabilni luciferil-dioksetanon. Luciferil-dioksetanon se u daljnjim 

koracima raspada na CO2 i oksiluciferin u pobuđenom 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 prilagođeno iz Kaskova i sur., 2016). 

 

Oksiluciferin primarno nastaje u neutralnom obliku, a zatim gubi proton prijenosom protona u 

pobuđenom stanju (eng. excited state proton transfer, ESPT) čime nastaju keto ili enolni oblici 

oksiluciferina. Iako su mogući različiti tautomerni oblici oksiluciferina u pobuđenom stanju, 

keto i enolni oblici se smatraju odgovornima za emisiju svjetlosti iz luciferaze (Solntsev i sur., 

2012). Prilikom povratka oksiluciferina iz pobuđenog elektronskog stanja u osnovno stanje 

luciferaza proizvodi početni bljesak svjetlosti kojem se intenzitet smanjuje tijekom otprilike 

15 sekundi na nisku razinu održive bioluminiscencije (Gould i Subramani, 1988). Takav 

kinetički profil bioluminiscencije posljedica je nakupljanja jednog ili više potentnih inhibitora 

luciferaze, primjerice dehidroluciferil-AMP-a, čime se ograničava katalitički promet enzima 

(Kaskova i 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 i dehidroluciferin u nizu reakcija u kojima se ne oslobađa svjetlost (tzv. „tamne“ 

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

od dviju β-ploča u αβαβα strukturi i strukturi β-bačve. β-ploče leže jedna na drugoj, a β-bačva 

pokriva krajeve ploča (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 površini dviju domena koje su okrenute 

jedna prema drugoj su evolucijski očuvane u bakterijskim luciferazama i luciferazama 

krijesnica što ukazuje da je aktivno mjesto luciferaze smješteno u procjepu između dviju 

domena (Conti i sur., 1996).  

 

Slika 7. Dijagram sekundarne strukture luciferaze krijesnice (FLuc). Strelice predstavljaju β-vrpce, a krugovi α-
uzvojnice. Smještaj svake od poddomena u aminokiselinskom slijedu luciferaze je prikazan na donjem 
dijagramu (preuzeto i prilagođeno 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 omogućuje 

isključenje vode iz reakcije te sprječava hidrolizu ATP-a ili produkta u pobuđenom 

elektronskom stanju (Conti i sur., 1996).  

KM konstanta luciferaze varira između vrsta, ali je uobičajeno oko 1.3×10-4 mol/L za ATP i 

1.4×10-4 mol/L za D-luciferin. Optimalna pH vrijednost za aktivnost enzima je 7,8, a za 

analitičke svrhe može se koristiti pH 6-8. Pri nižem pH opaža se značajan pomak emisijskog 

spektra FLuc prema većim 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).  

 

Slika 8. Bioluminiscencijski spektri luciferaze krijesnice na pH 7.8, 7.0 i 6.0. Niži pH uzrokuje pomak 
emisijskog maksimuma FLuc prema većim valnim duljinama. Spektri su normalizirani, intenzitet emisije 

svjetlosti je značajno niži pri kiselom pH (preuzeto iz Fraga, 2008). 

 

D-luciferin je stabilan pri nižim pH vrijednostima, a kod višeg pH podliježe racemizaciji u L-

luciferin koj je potentni inhibitor reakcije luciferaze. U normalnim analitičkim uvjetima 

stabilnost D-luciferina ne predstavlja problem, ali uzrokuje ograničeno vrijeme skladištenja 

nakon odleđivanja 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 i 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). Također, uz tri točkaste mutacije 
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aktivnost luciferaze P.pyralis povećana je 12,5 puta, što omogućuje detekciju 1 amol ATP-a, 

odnosno detekciju pojedinačne bakterijske stanice (Roda, ured., 2011). U stanicama sisavaca 

na 37°C vrijeme poluživota luciferaze je otprilike 3-4 sata (Thompon i sur., 1991). Dodatak 

sekvence za razgradnju proteina (PEST sekvence) uvelike destabilizira luciferazu (Paguio i 

sur., 2010), što ju čini prikladnijom za proučavanje dinamičkih 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 različite strategije, a najuspješnija od njih 

uključuje koenzim A (CoA) pomoću kojeg se postiže maksimalni intenzitet luminiscencije 

koji polako opada tijekom nekoliko minuta. Dodatak ~100 µM CoA u reakcijski medij 

pomaže očistiti aktivno mjesto enzima od potentnih inhibitora (poput dehidroluciferil-AMP-a) 

čime se luminiscencija održava kroz dulje vrijeme (Slika 9.) (Marques i Esteves da Silva, 

2009).  

 

Slika 9. Kinetički profil luciferaze krijesnice pri visokim koncentracijama supstrata i učinak dodatka koenzima 
A (CoA) nakon 60 sekundi (preuzeto i prilagođeno iz Fraga, 2008). 

 

Komercijalno dostupni reagensi za određivanje aktivnosti FLuc stoga često sadrže CoA. 

Optimizirano ispitivanje uz CoA proizvodi relativno stabilnu luminiscenciju za manje od 0,3 

sekunde, s linearnim područjem 100 milijuna puta većim od koncentracije enzima. 

Osjetljivost analize omogućuje kvantitativno određivanje manje od 10-20 mola enzima (Gold i 

Subramani, 1988). 
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Svoju popularnost među 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 luc koji kodira za 

luciferazu nastaje monomerni protein koji ne zahtijeva nikakve posttranslacijske modifikacije. 

Također, njegova katalitička sposobnost postignuta je odmah nakon oslobađanja s ribosoma 

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

Osim dizajna same metode ispitivanja za učinkovitu primjenu luciferaze vrlo je bitan i dizajn 

reporterskih vektora. Jedno od svojstava luciferaze koje se mora uzeti u obzir je 

unutarstanična kompartmentalizacija luciferaze nakon ekspresije u eukariotskim stanicama. 

Naime, luciferaza krijesnice usmjerena je, nakon ekspresije u prirodnim uvjetima, na 

odlaganje u peroksisome, no nakon zasićenja peroksisoma luciferazom kod visokih razina 

ekspresije može se izlučivati i u citoplazmu (Gould i sur., 1988). Zbog toga relativna 

stabilnost enzima može biti različita u citoplazmi od one u peroksisomima i može doći do 

krive interpretacije rezultata prilikom izražavanja koncentracije luciferaze preko odredive 

bioluminiscencije (Pinto i sur., 1991). Također, postoje dokazi da poremećaji u radu 

peroksisomne aktivnosti mogu dovesti do destabilizacije transgeničnih staničnih linija koje 

eksprimiraju luciferazu. Kako bi se nadišli ovi problemi, razvijeni su modificirani oblici 

luciferaznih gena (tzv., luc+) kojima je uklonjen signalni slijed za odlaganje u peroksisome 

(www.worldwide.promega.com).  

Nadalje, većina luciferaznih reporterskih vektora sadrži mali intron SV40 smješten nizvodno 

od luciferaznog gena, a SV40 je često neprikladno procesiran u stanicama sisavaca (Huang i 

Gorman, 1990). Primjerice, nepravilno prekrajanje SV40 može dovesti do kraćenja gena 

reportera i do smanjene ekspresije luciferaze. Zbog toga su razvijeni i pGL3 vektori bez SV40 

introna, a poboljšani su im i poliadenilacijski sljedovi što omogućuje 20 do 200 puta 

intenzivniju bioluminiscentnu svjetlost nego u uobičajenim pGL2 vektorima (Groskreutz, 

1994).  

Geni luciferaze krijesnice su komercijalni proizvodi, a na tržištu su dostupni u različitim 

oblicima uključujući luc+ i nekoliko vrsta luc2 (luc2, luc2P i luc2CP) (Slika 10.), koji su 

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

Osim Promega Corporation, neki od proizvođača 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 često uključuju i selekcijski marker (gen rezistencije na neomicin, higromicin ili puromicin) te 

višestruko mjesto za kloniranje preko kojeg je moguće u vektor unijeti gen od interesa. Prikazani su pGL4 vektor 
s genom luc2 (vrijeme poluživota u stanici 3 h) bez selekcijskog markera (a) i sa selekcijskim markerom 

rezistencije na puromicin (luc2/Puro) (b). Vektor pGL4 s genom luc2P (c) reagira brže (vrijeme poluživota u 
stanici 1 h) od luc2, ali s umjerenim intenzitetom signala, a luc2CP (d) reagira najbrže (vrijeme poluživota u 

stanici 0,4 h) s najnižim intenzitetom signala (preuzeto i prilagođeno s www.worldwide.promega.com). 

 

Zbog toga što je FLuc najčešće korištena i najpoznatija luciferaza čija su svojstva opsežno 

opisana, osim u otkrivanje novih luciferaza veliki se napori ulažu u unaprijeđenje FLuc 

genetičkim inženjerstvom i poboljšanje njezinih supstrata kako bi se što više približila 

idealnom reporteru.  

Primjerice, bitno je razviti luciferaze koje održavaju svoja svojstva emisije u različitim 

eksperimentalnim uvjetima, pri različitim pH i temperaturama. Luciferaze izolirane iz 

krijesnice općenito 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 i Phrixothrix (Viviani i sur., 2006) pH neovisna, i takvi enzimi, zajedno s 

mutantima luciferaze krijesnice koji pokazuju isto svojstvo, su iznimno korisni za razvoj 

staničnih testova i in vivo modela za biološko oslikavanje (Wang i sur., 2013). 
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Nadalje, ugradnja signalne sekvence za razgradnju proteina u gen luciferaze daje enzimu 

luciferaze kraće vrijeme poluživota (Leclerc i sur., 2000). Ove luciferaze kratkog vijeka su 

naširoko korištene u analizama reporterskih gena za praćenje prolaznih dinamičkih promjena 

u ekspresiji gena. 

Zahvaljujući teorijskim i eksperimentalnim istraživanjima mehanizama modulacije boje 

dobiveno je nekoliko mutanata, što je omogućilo rasvjetljavanje katalitičkih mehanizama 

različitih luciferaza te je prijavljen širok raspon luciferaza s podešenim spektralnim 

svojstvima (Yao i sur., 2018; Kaskova i sur., 2016). Različite 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 veći intenzitet svjetlosti od izvornog oblika enzima 

(Branchini i sur., 2010), iako se ponašanje luciferaze u živim sustavima može razlikovati od 

stvarne enzimske aktivnosti izmjerene u pročišćenim ekstraktima. 

 

Slika 11. Različite 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 

prilagođeno 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 području 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-

područje spektra može se postići sintezom posebnih novih supstrata, analoga prirodnog D-

luciferina. Promjene kromofora D-luciferina mogu izravno utjecati na boju oslobođene 

svjetlosti. Na primjer, valnu duljinu svjetlosti emitirane korištenjem određenog supstrata 

može promijeniti proširenje konjugacije luciferinskog π-sustava ili mijenjanje supstituenata 

na heteroatomu (Hall i sur., 2018; Anderson i sur., 2017; Kuchimaru i sur., 2016). Dodatno, 

dizajnirani su i enzimi koji bolje obrađuju modificirane analoge luciferina i tako povećavaju 

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

Također, sintetiziran je ciklički alkilaminoluciferin (CycLuc1) s emisijskim maksimumom 

(λmax) na valnoj duljini od 604 nm koji je omogućio olakšanu detekciju bioluminiscentnog 

signala in vivo zahvaljujući pojačanom signalu (Slika 12.) (Evans i sur., 2014). Međutim, 

kratka λmax onemogućila je maksimalno iskorištenje postignute pojačane osjetljivosti u 

dubokim tkivima.  

Prodor svjetlosti kroz tkiva puno je bolji na valnim duljinama od 650 do 900 nm (NIR 

područje). Ove se valne duljine mogu postići korištenjem sintetskih analoga D-luciferina 

(λmax=706 nm) (Jathoul i sur., 2014), ali takvi supstrati imaju intenzitet signala niži od D-

luciferina.  

Primjer supstrata s kojim su riješena oba navedena problema je AkaLumine (λmax=675 nm) u 

kojem je aromatska stuktura u D-luciferinu zamijenjena benzotiazolom (Iwano i sur., 2013). 

Međutim, AkaLumine je jako hidrofoban spoj što uzrokuje njegovu slabu topljivost u vodi 

(<2 mM) i 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 praktični je supstrat koji postiže dobru kemijsku 

stabilnost, visoku topljivost u vodi i robusnu emisiju NIR-bioluminiscencije (λmax = 677 nm) 

s prirodnim Fluc. TokeOni je kompatibilan sa sadašnjim BLI sustavima koji koriste Fluc i 

pruža superiornu osjetljivost detekcije meta lijekova, osobito u dubokim živim tkivima jer 

izbjegava probleme apsorpcije i raspršivanja svjetlosti kratkih valnih duljina u životinjskom 

tkivu (www.sigmaaldrich.com).  
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Slika 12. Usporedba svojstava različitih supstrata FLuc. A) Kemijske strukture luciferaznih supstrata 
AkaLumine-HCl, D-luciferina i CycLuc1. B) Bioluminiscencijski emisijski spektri AkaLumine-HCl, D-

luciferina i CycLuc1. C) Učinkovitost tkivne penetracije bioluminiscencije postignute korištenjem AkaLumine-
HCl, D-luciferina i CycLuc1. Učinkovitost tkivne penetracije odnosi se na relativne intenzitete bioluminiscntnih 
signala iz pojedinog bunarića na mikrotitarskoj ploči pokrivenog biološkim tkivom debljine 4 ili 8 mm u odnosu 

na intenzitet iz nepokrivenih bunarića (preuzeto iz Kuchimaru i sur., 2016). 

 

Da bi se ilustrirao učinak TokeOni in vivo, uspoređena je osjetljivost otkrivanja metastaza 

kosti pomoću TokeOni s onom pomoću D-luciferina. SCID miševima su intraarterijski 

injektirane stanice humanog raka prostate PC-3 koje stabilno eksprimiraju luciferazu 

krijesnice (PC-3/luc) u obliku metastaza kosti. 100 µL 33 mM supstrata (~50 mg/tijelo) je 

intraperitonealno injektirano u iste miševe u intervalima od 4 sata, a slike bioluminiscencije 

su dobivene pomoću IVIS-Spectruma (PerkinElmer). TokeOni je uvelike pojačao intenzitet 

signala iz metastatskih lezija u stražnjici i ilijačnim kostima, što je detektirano kao povećanje 

protoka fotona 5,2 puta (Slika 13.). 
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Slika 13. Visoko osjetljivo in vivo snimanje metastaza kosti pomoću TokeOni. Reprezentativne slike 
bioluminiscencije dobivene 10 minuta nakon injektiranja supstrata (lijevo) i kvantitativne analize intenziteta 
bioluminiscencije iz stražnjih udova (desno). TokeOni je injiciran u iste miševe 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 klišnjaka 

Luciferaze klišnjaka (eng. click beetle luciferase, CBLuc) kao i luciferazu krijesnice ubrajamo 

u bioluminiscencijske sustave ovisne o D-luciferinu. Nedugo nakon kloniranja cDNA 

luciferaze iz sjevernoameričke krijesnice uslijedilo je i uspješno kloniranje cDNA čak četiri 

vrste luciferaza iz jamajčanskog klišnjaka Pyrophorus plagiophthalamus (Wood i sur., 

1989a). P. plagiophthalamus ima dva seta bioluminiscentnih organa (Slika 14.), ventralni i 

dorzalni set, koji emitiraju svjetlost različitih boja. Iz ventralnog seta izolirane su luciferaze 

koje emitiraju svjetlost u žuto-zelenom (547 nm) i narančastom (594 nm) području, a iz 

dorzalnog luciferaze s emisijom u području zelene (548 nm) i žuto-zelene (565 nm) boje 

(Biggley i sur., 1967).  

 

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

 

Veličinom od 64 kDa su CBLuc slične FLuc, a u aminokiselinskom slijedu imaju samo 7 

aminokiselina manje od FLuc. Ipak, strukturno su CBLuc znatno različite od FLuc, a razlike 

se očituju u kemijskim svojstvima. Naime, CBLuc su manje osjetljive na vanjske uvjete, 

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 području znatno manji nego što se opaža kod FLuc, zbog 

čega su luciferaze klišnjaka 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 međusobno poklapaju u 95-99% pa imaju slične razine ekspresije i 
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vrijeme poluživota u stanicama. Sve CBLuc kao i FLuc kao supstrat koriste D-luciferin uz 

kofaktore ATP i Mg2+ te je razlika u boji bioluminiscentne svjetlosti rezultat različitih 

primarnih struktura, konkretno, odstupanja u 5-32 aminokiseline, a ne kataliziranja različitih 

supstrata (Wood i sur., 1989b).  

Dostupnost nekoliko bioluminiscentnih boja u jednoj vrsti dovela je do razvoja ideje o 

višebojnim reporterskim sustavima, jer je samo nekoliko točkastih mutacija potrebno za 

proizvodnju enzima čiji će se signali moći jednostavno razlikovati. Kao kalup za nove 

poboljšane CBLuc između četiri divlja tipa luciferaza za manipulaciju genetičkim 

inženjerstvom izabrana je žuto-zeleno emitirajuća luciferaza jer je pokazala najveći intenzitet 

emisije bioluminiscentne svjetlosti. Modificiranjem ove luciferaze napravljene su crveno 

emitirajuća luciferaza klišnjaka (eng. click beetle red luciferase, CBRLuc) te zeleno 

emitirajuće luciferaze (eng. click beetle green luciferase, CBGLuc): CBG68Luc i CBG99Luc 

koje kodiraju geni identični 68,8% odnosno 99% luciferaznom genu CBRLuc luciferaze 

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

 

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

i sur., 2003).  

 

Važno je napomenuti da se u proteinskim strukturama CBG68Luc i CBRLuc ipak podudaraju 

u 98% unatoč velikim razlikama u genetskom kodu. Komercijalno su geni CBRluc, 

CBG68luc i CBG99luc dostupni u obliku vektora u luciferaznom testu Chroma-Luc™ (Slika 

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

U primarnoj je strukturi CBLuc učinjeno nekoliko promjena kako bi im se povećala stabilnost 

na temperaturama do 40°C, pojačao intenzitet emisije svjetlosti tepostigao pomak emisijskog 

maksimuma CBRLuc-a prema crvenom području spektra. Osim toga, uklonjen im je slijed za 
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odlaganje u peroksisome kako bi se nakon ekspresije zadržavale u citosolu stanice (Almond i 

sur., 2003). Kodonskom optimizacijom su prilagođene ekspresiji u stanicama sisavaca, u 

odnosu na divlji tip CBLuc im je osjetljivost povećana više od 10 puta te je dokazano da se 

nakon kotransfekcije u istu stanicu putem različitih vektora CBLuc eksprimiraju neovisno 

jedna o drugoj što omogućuje simultano mjerenje različitih fizioloških 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.).  

 

Slika 16. Emisijski spektri Chroma-Luc™ enzima. Zeleno emitirajuće luciferaze kodirane CBG68luc i 
CBG99luc genima imaju emisijski maksimum na 537 nm, a crveno emitirajuća luciferaza kodirana genom 

CBRluc na 613 nm. Udaljenost emisijskih maksimuma veća od 75 nm omogućuje iskorištavanje Chroma-Luc™ 
seta luciferaza za dvostruki luciferazni test u kojemu se detekcija bioluminiscentnog signala odvija pomoću 

luminometra s prikladnim optičkim filtrima (preuzeto i prilagođeno iz Almond i sur., 2003). 

 

Za in vitro i in vivo primjenu CBRLuc i CBG99Luc su uspoređene s FLuc te je dokazana 

njihova superiornost nad FLuc koja je i dalje najkorištenija luciferaza za BLI (Miloud i sur., 

2007). Zbog visokog fotonskog prinosa i znatnog udjela crvene bioluminiscencije u ukupnoj 

emitiranoj svjetlosti, primjena CBRLuc i CBG99Luc omogućuje BLI veće osjetljivosti u 

različitim mišjim tumorskim modelima (Slika 17.). 

Emisijski maksimum CBRLuc luciferaze može se dodatno pomaknuti prema većim valnim 

duljinama (730-743 nm) idealnim za BLI upotrebom sintetskog naftil-luciferina kao supstrata 

za bioluminiscencijsku reakciju (Hall i sur., 2018).  
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Slika 17. Usporedba intenziteta bioluminiscentnih signala CBG99Luc, CBRLuc i FLuc u BLI in vivo. Miševima 
su bioluminiscentne tumorske stanice MO4 ubrizgane supkutano (a), intraperitonealno u peritonealnu šupljinu 

(b) i intravenozno u plućno tkivo (c) te su nakon injekcije D-luciferina miševi podvrgnuti detekciji BLI signala u 
različitim vremenskim intervalima. (a) Na supkutanoj razini CBG99Luc pokazuje znatno veći intenzitet signala 
nego CBRLuc i FLuc. (b) U peritoneumu, prisustvo organa poput želuca i bubrega uzrokuje apsorpciju svjetlosti 
u zelenom području pa su intenziteti CBG99Luc i CBRLuc usporedivi, iako CBG99Luc brže postiže maksimum 
intenziteta emisije. FLuc u svim vremenskim točkama mjerenja pokazuje znatno niži intenzitet emisije svjetlosti. 
(c) Intravenozno ubrizgane stanice tumora se rasprostranjuju kapilarima u plućnom tkivu, a kasnije se pojavljuju 
i u jetri. Zbog toga što fotoni moraju proći 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 bržom kinetikom (preuzeto i 

prilagođeno 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. Najčešće se primjenjuju enzimi izolirani iz vrsta Luciola 

lateralis, Luciola cruciata te Luciola italica. Među njima je najbolje okarakterizirana 

luciferaza izolirana iz talijanske krijesnice Luciola italica (Slika 18.) (Branchini i 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. 

Filogenetička analiza proteinskog slijeda ukazala je na blisku povezanost ove luciferaze s 

ostalim luciferazama krijesnica koje pripadaju porodici Lampyridae, uključujući i luciferazu 

iz P. pyralis. Specifična 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 veći zbog razlika u katalitičkom 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 pomiče prema crvenom 

području spektra na 614 nm pri pH 6,0. KM konstante za D-luciferin i ATP iznose 90 μM ± 9 

μM i 180 μM ± 14 μM, dakle KM konstanta za D-luciferin je 6 puta veća od KM konstante 

luciferaze iz P. pyralis, dok za ATP nije značajno drugačija (Branchini i sur., 2006). Kao i u 

ostalih luciferaza ovisnih o D-luciferinu C-terminus aminokiselinskog slijeda Luciola 

luciferaze završava 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 većim kvantnim prinosom 

bioluminiscentnog signala (Branchini i sur., 2014). Zatim je PpyLit poslužila za dizajn PGL2 

luciferaze poboljšane pH-stabilnosti i termostabilnosti koja omogućuje 3 puta osjetljivije 

ispitivanje nego FLuc, može detektirati 10-15 mola ATP-a, a osim toga je i jeftinija (Branchini 

i sur, 2015).  
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4.1.3 Bioluminiscencijski sustavi ovisni o koelenterazinu 

Većina bioluminiscentnih morskih organizama reagira s luciferinom kolenterazinom. 

Imidazopirazin kolenterazin je modificirani diciklički tripeptid građen od dva tirozinska i 

jednog fenilalaninskog ostatka (Hart i sur., 1978). Mehanizam nastanka bioluminiscentne 

svjetlosti tijekom oksidacije koelenterazina sličan je onom pri oksidaciji D-luciferina (Slika 

20.). Oksidacija molekule luciferina (koelenterazina) u prisustvu kisika katalizirana je 

luciferazom, pri čemu nastaju dioksetani koji gube CO2 i daju oksiluciferin (koelenteramid) u 

pobuđenom elektronskom stanju. Pri povratku koelenteramida u osnovno elektronsko stanje 

dolazi do emisije plave svjetlosti na 480 nm (Shifera i Hardin, 2010; Liu i Escher, 1999). Za 

razliku od reakcije s D-luciferinom, bioluminiscencijska reakcija oksidacije koelenterazina 

neovisna je o ATP-u i ostalim kofaktorima (Hart i sur., 1979). 

 

Slika 20. Reakcija oksidacije koelenterazina popraćena emisijom bioluminiscentne svjetlosti (preuzeto i 
prilagođeno iz Kaskova i sur., 2016).  

 

Brojne luciferaze prirodnog podrijetla ovisne su o prisutnosti supstrata koelenterazina. Prva 

takva luciferaza izolirana je 1978. godine iz dubokomorskog škampa Opholophorus 

gracilirostris (Shimomura, 1978). Opholophorus luciferaza ima molekulsku masu 106 kDa, a 

sastoji se od dva identična para podjedinica (19 kDa i 35 kDa), od kojih je podjedinica od 19 

kDa zaslužna za katalitičku aktivnost, odnosno, reakciju s luciferinom (Inouye i sur., 2000). 

Stoga je katalitički aktivan fragment kloniran odvojeno te je potvrđena njegova aktivnost 
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(Inouye i Sasaki, 2007). Emisijski maksimum Opholophorus luciferaze je na 454 nm valne 

duljine, a intenzitet bioluminiscencije i kvantni prinos je puno veći nego u ostalih luciferaza 

koje iskorištavaju koelenterazin. Ipak, luciferaza iz O. gracilirostris nije kao takva naišla na 

širu primjenu nego je Promega korporacija na temelju njezine katalitičke podjedinice razvila 

umjetnu luciferazu nazvanu NanoLuc® (Hall i sur., 2012) koja kao luciferinski supstrat 

koristi sintetički analog koelenterazina, furimazin, a o kojoj će biti riječi u daljnjim 

poglavljima. Među bioluminiscencijskim sustavima ovisnim o koelenterazinu najčešće se 

koriste luciferaze izolirane iz morskih organizama iz razreda koralja vrste Renilla reniformis 

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

Renilla luciferaza (RLuc) je monomerni enzim veličine 36 kDa sačinjen od 311 

aminokiselina. Izolirana je iz vrste Renilla reniformis, morske maćuhice (eng. sea pansy) 

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

 
Slika 21. Morska maćuhica Renilla reniformis fotografirana na danjem svjetlu (desno) i prilikom 

bioluminiscencije u mraku (lijevo) (preuzeto i prilagođeno iz Lee i Vysotski, 2014). 
 

Enzim RLuc je dekarboksilirajuća Renilla-luciferin:kisik 2-oksidoreduktaza (EC 1.13.12.5) 

koja katalizira oksidaciju koelenterazina u koelenteramid (Matthews i sur., 1977). Osim 

luciferaze, bioluminiscencijski Renilla sustav in vivo uključuje još najmanje dva proteina – 

Ca2+-regulirani koelenterazin-vezujući 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 maćuhici (Ward i 

Cormier, 1979). BRET podrazumijeva fenomen u kojem se energija nastala luciferaznom 

reakcijom umjesto oslobađanja 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 popraćena 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 i in vitro pomiče se u zeleno područje spektra na 509 nm zahvaljujući BRET 

fenomenu. Prisustvom GFP u reakcijskom mediju također se povećava kvantni prinos 

bioluminiscencijske reakcije (Ward i Cormier, 1979). 

CBP sadrži tijesno nekovalentno vezanu molekulu nativnog koelenterazina u unutarnjoj 

hidrofobnoj šupljini (Stepanyuk i sur., 2008a), a vezanje Ca2+ kationa na CBP potiče male 

konformacijske promjene proteina koje RLuc omogućuju pristup molekuli koelenterazina.  
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Učinkovitost luciferazne reakcije in vitro povećana je nekoliko puta kad se umjesto slobodnog 

koelenterazina koristi CBP zbog formacije kompleksa CBP-RLuc (Stepanyuk i sur., 2009). 

Dakle, bioluminiscencijska reakcija RLuc uključuje tvorbu trostrukog kratko-živućeg 

proteinskog kompleksa CBP-RLuc-GFP u kojem je koelenterazin putem CBP dostavljen 

RLuc za oksidaciju, a energija oslobođena oksidacijom se prenosi na kromofor GFP uz 

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

 

 

Slika 22. Prikaz bioluminiscencijskog sustava prisutnog u Renilla reniformis. Nakon vezanja tri Ca2+ iona, CBP 
mijenja konformaciju čime omogućuje RLuc pristup koelenterazinu. RLuc oksidira koelenterazin, a reakcija je u 
odsutstvu GFP popraćena emisijom plave svjetlosti (480 nm). Kad je GFP prisutan u reakcijskom mediju javlja 

se BRET fenomen između RLuc i GFP i emitira se svjetlost zelene boje (509 nm) (preuzeto i prilagođeno iz 
Markova i Vysotski, 2015). 

 

Strukturno se RLuc sastoji od dvije domene, pokrovne domene koja uključuje tunel za prilaz 

supstrata luciferazi i domene slične α/β hidrolazi, sastavljene od 8 β-ploča, koja sadrži većinu 

aminokiselinskih ostataka ključnih za enzimsku aktivnost (Slika 23.) (Adrio i Demain, 2010; 

Loening i sur., 2007). Ne dijeli sličnosti u aminokiselinskom slijedu ni s FLuc, ali ni drugim 

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

RLuc se nakon ekspresije zadržava u citoplazmi, a također je jedina luciferaza ovisna o 

koelenterazinu koja se ne izlučuje iz stanice (Woo i von Arnim, 2008). Optimalna pH 

vrijednost za aktivnost RLuc je 7,2. KM vrijednost pri 25°C i pri pH 7,2 za divlji tip RLuc 

enzima je 0,0025 mM (Farzannia i sur., 2015).  

RLuc je pogodna za ispitivanja na staničnoj razini zbog kratkog vremena poluživota od 4,5 h 

pa se često koristi u HTS-u, no ne pokazuje posebne prednosti u usporedbi s FLuc pa se 

najčešće koristi kao kontrolni reporter u dvostrukim luciferaznim testovima uz FLuc kao 

eksperimentalni reporter (Thorne i sur., 2010). RLuc ipak može ponuditi određenu prednost 

pred FLuc u ispitivanjima s niskim staničnim preživljenjem jer za bioluminiscencijsku 

reakciju ne zahtijeva ATP, a koelenterazin ne inhibira stanični rast (Rahnama i sur., 2017). 

Primjena divljeg tipa RLuc zabilježena je u studijama karcinoma te praćenju i kvantificiranju 

specifičnih stanica. Na primjer, za otkrivanje apoptoznih stanica se koristi aneksin V označen 

RLuc luciferazom (Farzannia i sur, 2015; Emamzadeh, 2014; Nazari i sur., 2012; Gambhir i 

sur., 1999). 

Problem u primjeni divljeg tipa RLuc luciferaze je taj što se enzim brzo inaktivira (0,4-0,9 h) 

na 37°C u mediju sličnom serumu (Loening i sur., 2006). Također, plava boja 

bioluminiscencije i kratak poluživot emisije svjetlosti kinetikom bljeska ograničavaju njegovu 

primjenu in vivo (Loening i sur., 2006). Zbog toga su na divljem tipu enzima provedena razna 

usavršavanja genetičkim inženjerstvom (Song i sur., 2013; Loening i sur., 2010; Loening i 

sur., 2007). Primjerice, pokazano je da se otpornost RLuc može povećati 6 puta jednostrukom 

mutacijom C124A (Liu i Escher, 1999). Supstitucijom tri aminokiseline (K189V, V267I i 

M185V) u primarnoj strukturi stvorena je super-RLuc luciferaza s poboljšanim enzimskim 
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obrtajem, jačim intenzitetom izlaznog svjetlosnog signala te produljenim poluživotom 

emitiranih fotona. Ipak, super-RLuc i dalje emitira u plavom području spektra i 

karakterizirana je niskom termostabilnošću (Woo i von Arnim, 2008). U RLuc8 

termostabilnost je uvođenjem 8 mutacija (A55T, C124A, S130A, K136R, A143M, M185V, 

M253L i S287L) uspješno povećana čak 200 puta, a postignut je i četverostruko veći izlazni 

svjetlosni signal (Loening i sur., 2006). Pomak valne duljine emisijskog maksimuma u crveno 

područje i stabilna svjetlosna emisija kroz dulje vrijeme postignuta je tek u luciferazi super-

RLuc8 (Slika 24.) (Rahnama i sur., 2017).  

 

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 područje spektra super RLuc8 luciferaze (B) (preuzeto i prilagođeno iz Rahnama i sur., 2017). 
 

Posljednja unaprijeđena verzija RLuc uključuje pet prethodno provjerenih mutacija (Shigehisa 

i sur., 2017) i jednu novu mutaciju čime je luciferaza stabilna na temperaturama višim za 

10°C nego divlji tip enzima te je povećana njezina otpornost na razgradnju proteazama i 

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

RLuc se često 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 istraživanju 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 i sur., 2011; De i sur., 2009; 

Ozawa i Umezawa, 2001; Xu i sur., 1999). Poboljšana varijanta RLuc8 korištena 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 i sur., 2009). Još značajniji pomaci emisije u crveno 

područje 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 različite primjene komercijalno su dostupni od mnogih 

proizvođača 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 veslonošca 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 širokog 

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

 
 

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

 

Aktivnost GLuc enzima je visoko stabilna i pri niskom pH do 1,5 (Wiles i sur., 2005) te 

unutar širokog raspona temperatura (90% aktivnosti očuvano je nakon 30 min inkubacije na 

60°C, a 65% na 90°C) (Rathnayaka i sur., 2011; Rathnayaka i sur., 2010). Optimalna 

aktivnost GLuc postiže 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 postiže maksimum 

aktivnosti pri 50 mM NaCl (Rathnayaka i sur., 2010). GLuc snažno inhibiraju teški metali 

(Cu2+) i aktiviraju monovalentni ioni (Cl-, I-, Br-) (Inouye i Sahara, 2008). U kulturi stanica 

sisavaca, u usporedbi s FLuc i RLuc generira 200 puta intenzivniju svjetlost (Slika 26.) 

kratkog trajanja, no kinetika bljeska GLuc ujedno omogućuje učinkovitu penetraciju svjetlosti 

kroz tkiva pa tako i lakšu detekciju bioluminiscentnog signala, iako se radi o emisiji svjetlosti 

u plavom području podložnoj raspršivanju i apsorpciji u tkivima (Tannous i sur., 2005). 

Nakon izlučivanja u stanični medij vrijeme poluživota 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 1µg pCMV-GLuc ili 
pCMV-RLuc vektora, a aktivnost luciferaza je mjerena u staničnom supernatantu (S) i staničnom lizatu (L). Iako 

se GLuc velikim dijelom izlučuje iz stanice, u stanici ipak zaostaje određena količina GLuc s mjerljivom 
aktivnošću. RLuc je eksprimirana samo unutar stanice (preuzeto i prilagođeno iz www.international.neb.com). 

 

Ipak, kinetika bljeska ograničava upotrebu GLuc pa su zbog toga razvijene varijante GLuc s 

produljenom bioluminiscencijom kroz vrijeme. Primjerice, mutacijom M43I 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 održava stabilnom 

kroz 14 minuta bez smanjenja intenziteta ako se mjeri u prisutnosti detergenta (npr. Tween 

20) (Welsh i sur., 2009). Doduše, dodatak detergenta može interferirati s oslikavanjem ili 

pretraživanjem 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 i u mediju bez detergenta. Takve varijante GLuc stvorene su 

uvođenjem 3 mutacije (L30P, L40P, M43V) (Degeling i 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, I73L, H78E i Y80W osim promjene kinetičkog profila postignut i 

pomak emisijskog maksimuma za 33 nm prema crvenom području spektra (Kim i sur., 2011). 

Nadalje, GLuc je luciferaza koja podliježe izlučivanju iz stanice, a to svojstvo, iako poželjno 

u nekim vrstama ispitivanja, značajno ograničava primjenu GLuc u mnogim unutarstaničnim 

ispitivanjima, npr. praćenju signalnih puteva u intaktnim stanicama i proučavanju protein-

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

terminus (Gaur i sur., 2017).  

Unaprijeđene verzije GLuc komercijalno su dostupne od nekolicine proizvođača: New 

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

Iz vrste morskog veslonošca 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 popraćenu emisijom plave svjetlosti 

(Slika 27.) kao i RLuc i GLuc iako s njima ne dijeli strukturne sličnosti (Markova i Vysotski, 

2015).  

 
Slika 27. Morski veslonožac 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 očuvane C-terminalne domene u kojoj se nalazi 

aktivno mjesto enzima, N-terminalne varijabilne domene nevažne za katalitičku aktivnost te 

N-terminalnog signalnog slijeda od 17 aminokiselina za izlučivanje iz stanice (Petersen i sur., 

2011). Katalitička C-terminalna domena sastoji se od dva homologna ponavljanja 70 

aminokiselina i sadržava ukupno 10 Cys aminokiselinskih ostataka koji međusobno tvore 5 

disulfidnih veza (Markova i sur., 2004). Cisteinski ostatci bitni su za katalitičku aktivnost 

enzima što je dokazano pokušajem zamjene Cys s Ala ostatcima što je uzrokovalo potpuni 

gubitak aktivnosti MLuc (Goerke i sur., 2008). Pretpostavlja se da disulfidne veze stabiliziraju 

prostornu strukturu MLuc zbog čega su izoforme MLuc stabilne u širokom području 

temperatura (Kim i sur., 2009), ali otežavaju pravilno smatanje MLuc proteina u 

reducirajućim uvjetima u citoplazmi prokariotskih stanica (npr. E. coli) pa točna prostorna 

struktura enzima do danas nije još potvrđena (Markova i sur., 2018). N-terminalna domena je 

varijabilna pa su iz jednog organizma izolirane različite izoforme enzima: MLuc2 s 

najkraćim, MLuc7 sa srednje dugim i MLuc164 s najduljim N-terminalnim dijelom 

(Larionova i sur., 2017; Markova i sur., 2015; Stepanyuk i sur, 2008b). Varijabilni dio ne 

utječe značajno na bioluminiscenciju što je dokazano skraćivanjem N-terminalne domene na 
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svega 6 aminokiselina u divljem tipu MLuc7 bez gubitka aktivnosti (Markova i sur., 2015). 

Također, daljnje skraćivanje varijabilnog N-terminalnog dijela MLuc164 na 15,1 kDa čak je 

rezultiralo pojačavanjem svjetlosnog intenziteta i učinkovitosti bioluminiscencijske reakcije. 

Skraćeni oblici enzima zadržali su glavne značajke MLuc7 i MLuc164 uz jednu iznimku – 

kinetika gašenja bioluminiscencije postala je puno brža nego u divljim tipovima enzima 

(Markova i sur., 2012). Sve izoforme karakterizira velika termostabilnost (90% aktivnosti 

očuvano je nakon 1h 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 čega ih svrstavamo u izrazito psihrofilne 

enzime (Siddiqui, 2015). Nadalje, izoforme se razlikuju po optimalnom pH za aktivnost, 

MLuc7 ima široki pH optimum s najvećom aktivnošću pri pH 6,5-7,5 dok MLuc2 i MLuc164 

imaju nešto uže pH optimume s najvećom aktivnošću pri pH 7,5 i 7,7 (Larionova i sur., 2017). 

Kinetika bljeska je zajednička svim izoformama, ali MLuc164 ima 10 sporije gašenje 

bioluminiscencije kroz vrijeme od MLuc2 i MLuc7 (Markova i sur., 2012; Tannous i sur., 

2005). MLuc2 ispoljava najveći bioluminiscentni signal u 1 mM NaCl, a MLuc7 i MLuc164 u 

0,5 mM NaCl (Markova i sur., 2015). Među rekombinantnim MLuc proteinima najuspjelija je 

tzv. TurboLuc luciferaza od 16 kDa stvorena na temelju katalitičkih domena divljih tipova 

luciferaza MLuc164 iz M. longa i MLuc1 iz M. pacifica. TurboLuc ima aktivnost sličnu 

GLuc, ali je njezin emisijski spektar pomaknut na 480 nm te joj je produljeno vrijeme gašenja 

svjetlosnog signala i postignuta učinkovita unutarstanična ekspresija uklanjanjem signala za 

izlučivanje (Auld i sur., 2018).  

Mala veličina, visoka enzimska aktivnost te visoka termostabilnost MLuc enzime čini vrlo 

prikladnim reporterima za HTS. Mala veličina reportera omogućuje smanjenje metaboličkog 

opterećenja u stanicama domaćina, a smanjuje i steričke smetnje prilikom spajanja 

reporterskih proteina s proteinima od interesa te uzrokuje bolji prijenos energije u BRET 

konstruktima. Također, s MLuc enzimima provedeno je pretraživanje knjižnice 44 000 

kemijskih spojeva na PubChem-u i knjižnice pročišćenih prirodnih spojeva pri čemu nisu 

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

Zanimljivo je da je u rodu Metridia postoji posebna vrsta veslonošca M. lucens koja proizvodi 

vlastiti luciferin za bioluminiscencijsku reakciju, a ne unosi koelenterazin prehranom kao 

ostale vrste (Tessler i sur., 2018). M. lucens još nije potpuno istražena, ali bi se u budućnosti 

mogla iskoristiti njezina navedena svojstva za uklanjanje potrebe dodatka egzogenog 

supstrata u reakcijski medij prilikom izvođenja 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 izlučiva luciferaza izolirana iz morskog ljuskara vrste 

Cypridina (Vargula) hilgendorfii (Slika 28.) koji obitava u južnim obalnim vodama Japana, a 

često 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 različit od koelenterazina (Shimomura, 

2006).  

 

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

 

CLuc teži 61,7 kDa, a sastoji se od 555 aminokiselina koje tvore protein s jednom domenom. 

U primarnoj strukturi CLuc se osim signalnog slijeda za izlučivanje iz stanice, nalaze 32 Cys 

aminokiselinska ostatka koji tvore 16 disulfidnih veza potrebnih za uspostavu tercijarne 

strukture enzima koja omogućava topljivost proteina (Nakajima i sur., 2004). Na dva mjesta 

CLuc podliježe N-glikozilaciji pa bi zbog toga i brojnih disulfidnih veza ekspresija CLuc 

trebala biti ograničena na eukariotske stanice (Markova i Vysotski, 2015; Shimomura, 2006), 

ali je posljednjih godina uspješno provedena i u prokariotskim stanicama (Hunt i sur., 2017). 

Nedavno je utvrđeno da je N-glikozilacija bitna za smatanje proteina sa stabilnim aktivnim 

mjestom te omogućuje pravilnu interakciju između supstrata i enzima, a na termostabilnost i 

izlučivanje CLuc iz stanice nema utjecaj (Yasuno i sur., 2018). 

CLuc katalizira reakciju oksidativne dekarboksilacije Cypridina luciferina (Slika 29.) u 

prisustvu kisika bez dodatka kofaktora popraćenu emisijom plave svjetlosti s emisijskim 

maksimumom na 465 nm (Nakajima i sur., 2004). 
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Slika 29. Mehanizam Cypridina bioluminiscencijske reakcije (preuzeto i prilagođeno iz Kaskova i sur., 2016). 
 

Bioluminiscencijska reakcija CLuc ovisna je o pH, ionskoj jakosti i temperaturi, a optimalna 

temperatura reakcije je 30°C (Shimomura i Johnson, 1970). Također, od ostalih luciferaza 

izoliranih iz morskih organizama razlikuje ju puno sporija kinetika gašenja bioluminiscencije 

kroz vrijeme (Hunt i sur., 2017) zbog čega je popularna njezina primjena za određene oblike 

ispitivanja, a komercijalno ju distribuiraju brojni proizvođači kao što su New England 

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

Luciferaza slična CLuc izolirana je iz još 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 slična onima C. hilgendorfii 

(Tablica 2.), ali C.noctiluca luciferaza posjeduje znatno veću aktivnost u mediju stanične 

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

 C. noctiluca luciferaza C. hilgendorfii luciferaza 

Broj aminokiselina 553 555 

Molekulska masa (kDa) 61,464 61,693 

KM (µM) 30,0 11,5 

Vmax (×105 RLU/s) 2,20 2,20 

λmax (nm) 465 465 

Poluvrijeme života (h) na 37°C 53 50 

 

CLuc je kao i ostale luciferaze koje se izlučuju iz stanice idealna za HTS u obliku 

sekrecijskog testa. Zahvaljujući dugom vremenu poluživota proteina u staničnom mediju (53 

h) CLuc omogućuje provođenje ispitivanja sekvencijalno tijekom duljih vremenskih perioda 

(sati do dani) korištenjem istih staničnih linija jer one ne moraju biti uništene prije mjerenja 

bioluminiscentnog signala (Thorne i sur., 2010). Aktivnost luciferaza koje se izlučuju je 

dovoljno velika da se one mogu mjeriti u malim volumenima karakterističnim za HTS (<10 

µL), a proces mjerenja je jednostavan i ne zahtijeva posebnu opremu (Nakajima i Ohmiya, 

2010). Međutim, CLuc se može koristiti samo u eukariotskim staničnim linijama, dok se 

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

Također, izlučive luciferaze mogu poslužiti za ex vivo praćenje tumorskog rasta jer će veličina 

bioluminiscentno označenog tumorskog tkiva korelirati s intenzitetom bioluminiscentnog 

signala luciferaze izlučene u krv miševa (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 genetičkim inženjerstvom na temelju katalitičke podjedinice luciferaze iz 

dubokomorskog škampa Oplophorus gracilirostris (Hall i sur., 2012.). Ovaj rekombinantni 

enzim koristi novi sintetički luciferinski supstrat, furimazin, za dobivanje luminiscencije 

visokog intenziteta (λmax = 465 nm) u reakciji neovisnoj o ATP-u. Furimazin je strukturno 

vrlo sličan koelenterazinu, ali sadrži furilni supstituent na drugoj poziciji imidopirazinonskog 

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

 

Slika 30. Reakcija oksidacije furimazina u furimamid katalizirana NanoLuc® luciferazom popraćena emisijom 
svjetlosti valne duljine 465 nm (preuzeto i prilagođeno iz Walker i sur., 2017).  

 

KM reakcije oksidativne konverzije furimazina u furimamid je 10 µM, a kinetika reakcije 

odgovara profilu svjetlucanja s gašenjem bioluminiscencije kroz 2 h (Hall i sur., 2012). 

Specifična aktivnost NLuc veća je oko 150 puta od aktivnosti FLuc i RLuc (Slika 31.), a 

smatra se da nije uzrokovana samo povećanim kvantnim prinosom bioluminiscencijske 

reakcije jer su kvantni prinosi FLuc i RLuc također dosta visoki (Ando i sur., 2008; Loening i 

sur., 2006), nego i većim katalitičkim obrtajem NLuc. NLuc je znatno otpornija na vanjske 

uvjete, ima veću termostabilnost i toleranciju na ionsku jakost i pH medija (Hall i sur., 2012). 

NLuc zadržava 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 vrijednošću za aktivnost od 7-9 (Hall i sur., 

2012). 
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Slika 31. Usporedba intenziteta bioluminiscentnog signala pročišćenih NLuc, FLuc i RLuc luciferaza. NLuc 
luciferaznom reakcijom proizvodi svjetlost otprilike 150 puta većeg intenziteta nego ekvivalentne koncentracije 

FLuc ili RLuc (preuzeto i prilagođeno iz Hall i sur., 2012). 
 

Strukturno se NLuc sastoji od 4 α-uzvojnice i 11 antiparalelnih β-ploča koje formiraju 

strukturu β-bačve. U sredini molekule 3 α-uzvojnice (α2, α3, α4) i β-bačva omeđuju šupljinu 

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 α-uzvojnice i 11 
antiparalelnih β-ploča koje formiraju strukturu β-bačve (lijevo), a rotacijom prikaza za 90° vidljiva je središnja 

šupljina u kojoj se nalazi aktivno mjesto enzima (desno) (preuzeto i prilagođeno iz Tomabechi i sur., 2016).  
 

NLuc se može prilagoditi različitim zahtjevima ispitivanja, primjerice, spajanjem sa slijedom 

za razgradnju (NLuc-PEST) skraćuje se poluživot NLuc u stanici i postiže brži odgovor na 
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dinamiku transkripcije, a spajanjem sa slijedom za izlučivanje iz stanice (secNLuc) 

omogućuje 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 poluživotom od 40 min i 

yNLuc-PEST s dodatkom signala za razgradnju s poluživotom od 5 min (Masser i sur., 2016). 

Ne postoje dokazi da NLuc podliježe ikakvim posttranslacijskim modifikacijama ili stvaranju 

disulfidnih veza u stanicama sisavaca, a raspodjela unutar stanice je uniformna (Hall i sur., 

2012). 

NLuc osim furimazina može oksidirati i ostale spojeve slične koelenterazinu. Primjerice 

sintetiziran je analog koelenterazina s arilnom skupinom na C8 položaju imidopirazinonske 

jezgre koji uzrokuje emisiju svjetlosti pojačanog intenziteta s pomakom u crveno područje 

spektra. Nadalje, uvođenje arilne skupine na C6 dodatno pomiče spektar u crveno područje te 

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

Zbog male veličine, visokog intenziteta bioluminiscencije i relativno uskog emisijskog 

spektra NLuc je prikladna za energetskog donora u BRET sustavima. Najčešća BRET 

kombinacija NLuc je ona s HaloTag crvenim fluorescentnim proteinom (635 nm) nazvana 

NanoBRET (Machleidt i sur., 2015). Spektralna udaljenost emisijskih maksimuma NLuc i 

HaloTag od 175 nm (Slika 33.) uzrokuje poboljšano spektralno razlučivanje i povećanu 

osjetljivost i dinamički raspon ispitivanja u usporedbi s ostalim BRET sustavima (England i 

sur., 2016).  

 

Slika 33. Usporedba NanoBRET i BRET1 sustava. Spektralna udaljenost između emisijskih maksimuma 
donorske i akceptorske molekule puno je veća u NanoBRET nego u BRET1 sustavu (preuzeto i prilagođeno 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. Dinamički odgovor na PPI 

procijenjen je ispitivanjem s protein kinazom A i β-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. 

Također, za HTS ima prednost pred FLuc i zbog manje osjetljivosti na inhibiciju kemijskim 

spojevima u knjižnicama što je vjerojatno posljedica male molekulske mase i neovisnosti 

luciferazne reakcije NLuc o ATP-u (Auld i sur., 2018). Pretraživanjem knjižnice 42 000 

kemijskih spojeva na PubChem-u pronađeno je da 2% knjižnice inhibira aktivnost NLuc (Ho i 

sur., 2013) te je na temelju identificiranih inhibitora zaključeno da NLuc inhibiraju spojevi 

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

U usporedbi s RLuc8 (520 nm) za praćenje vezanja liganda na GPCRs NLuc je pokazala veći 

intenzitet bioluminiscentnog signala i veću osjetljivost ispitivanja te je dokazano da ne 

uzrokuje promjene u signalizaciji i prometu receptora koje je RLuc8 ispoljila u nekim 

slučajevima (Stoddart i sur., 2015).  

S druge strane, NLuc nema optimalna spektralna svojstva za BLI in vivo, svjetlost valne 

duljine 465 nm uvelike podliježe apsorpciji u tkivima. No NLuc se ipak uspješno koristi u 

praćenju virusnih infekcija i progresije bolesti, a u dvostrukom luciferaznom testu iskorištena 

je s GLuc za BLI karcinoma dojke (Stacer i sur., 2013). Za primjenu in vivo je NLuc puno 

prikladnija kao dio BRET sustava. Također, jedan od problema u primjeni NLuc je generička 

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 različitih vrsta bioluminiscentnih bakterija prije otprilike 

30 godina (Frackman i sur., 1990; Engebrecht i sur., 1984; Belas i sur., 1982). Među brojnim 

bakterijskim bioluminiscencijskim sustavima najbolje su proučene luciferaze iz bakterija 

Photobacterium phosphoreum, Photobacterium leiognathi, Vibrio harveyi, Vibrio fischeri te 

Photorhabdus (Xenorhabdus) luminescens. Svi bakterijski bioluminiscencijski sustavi 

kodirani su luxCDABE operonom (Slika 34.) u kojem luxAB geni kodiraju za α- i β-

podjedinicu heterodimerne luciferaze, a luxCDE 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 dugolančanih 

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

 

Slika 34. Ustrojstvo luxCDABE operona. Geni luxA i luxB kodiraju bakterijsku luciferazu, a luxCDE kodira 
kompleks reduktaze masnih kiselina sastavljene od reduktaze, sintetaze i transferaze (preuzeto i prilagođeno iz 

www.photobiology.info). 
 

Sve morske vrste bioluminiscentnih bakterija posjeduju i luxG koji kodira flavin reduktazu 

koja katalizira nastanak reduciranog oblika flavin mononukleotida (FMNH2) potrebnog za 

luciferaznu reakciju (Nijvipakul i sur., 2008; Lee i sur., 1991; Swartzman i sur., 1990), a u V. 

harveyi nalazi se i luxH koji vjerojatno ima ulogu u biosintezi FMN riboflavina (Richter i sur., 

1997; Meighen, 1993). Dodatno, luxF gen koji se u većini bakterija roda Photobacterium 

nalazi između luxB i luxE gena (Slika 35.), kodira flavoprotein homologan luciferazi bez očite 

uloge u bioluminiscenciji (Lee i sur., 1991; Soly i sur., 1988). U normalnim uvjetima 

pojedinačne bakterije ne luminisciraju nego je bioluminiscencija jedan od načina bakterijske 
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međustanične komunikacije (eng. quorum sensing, QS) koji je reguliran bakterijskom 

gustoćom (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 luxI 

kodira N-acilhomoserin lakton (AHL)-sintazu koja proizvodi autoinducirajuće molekule N-

(3-oksoheksanoil)-homoserin laktona (Eberhard i sur., 1981). luxI se nalazi uzvodno od luxC 

(Slika 35.) kao dio lux operona i konstitutivno je eksprimiran na niskoj razini. luxR je lociran 

uzvodno od luxI i prepisuje se u suprotnom smjeru te kodira transkripcijski aktivator 

eksprimiran također na niskoj razini u normalnim uvjetima (Frackman i sur., 1990). Pri većoj 

gustoći bakterija u kulturi proizvodi se veća količina autoinducirajućih molekula koje 

aktiviraju LuxR te on vezanjem na regulatorne elemente uzvodno od lux operona potiče 

transkripciju lux gena. luxI je dio lux operona pa mehanizmom pozitivne povratne sprege 

potiče vlastitu sintezu, sintezu luciferaze i emisiju svjetlosti (Engebrecht i sur., 1983; 

Eberhard i sur., 1981).  

 

 

Slika 35. Primjeri lux operona prisutnih u različitim vrstama bioluminiscentnih bakterija (preuzeto iz Waidmann 
i sur., 2011). 

 

Sve su bakterijske luciferaze (EC 1.14.14.3) heterodimeri koji se sastoje od katalitičke α-

podjedinice (40 kDa) i β-podjedinice (35 kDa) koja je važna održavanje aktivne konformacije 

katalitičke podjedinice. α- i β-podjedinice su 32% identične primarnom strukturom što 

upućuje na to da je β-podjedinica posljedica duplikacije gena (Wilson i Hastings, 1998). 

Bakterijska luciferaza katalizira oksidaciju reduciranog flavin mononukleotida (FMNH2) i 

dugolančanog alifatskog aldehida u prisustvu molekulskog kisika (Slika 36.).  
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Slika 36. Prikaz reakcija uključenih u bakterijsku bioluminiscenciju. Središnju ulogu ima LuxAB luciferaza koja 
oksidira dugolančani masni aldehid u odgovarajuću masnu kiselinu u prisustvu FMNH2 i kisika pri čemu se 

oslobađa svjetlost na 490 nm. Za reakciju potreban FMNH2 nastaje redukcijom preko NAD(P)H-ovisne FMN 
reduktaze (LuxG), a masni aldehid je sintetiziran pomoću kompleksa reduktaze masnih kiselina (LuxCDE) 

(preuzeto i prilagođeno iz Brodl i sur., 2018).  
 

Luciferaza veže jednu molekulu FMNH2 čime ju zaštićuje od oksidacije, a zatim FMNH2 

reagira s O2 i nastaje visoko stabilni peroksiflavin (spoj A) (Slika 37.). U drugom koraku ovaj 

kompleks stupa u interakciju s aldehidom kojom nastaje peroksihemiacetal, a on pak podliježe 

Baeyer-Villigerovoj pregradnji dajući odgovarajuću kiselinu i spoj C u pobuđenom stanju. 

Povratak spoja C u osnovno elektronsko stanje popraćen je emisijom plavo-zelene svjetlosti 

na 490 nm valne duljine (Kaskova i sur., 2016).  

Slika 37. Mehanizam luciferazne reakcije u bakterijama (preuzeto i prilagođeno 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 dugolančani alifatski aldehid pa se on smatra bakterijskim luciferinom 

(Close i sur., 2010). 

Budući da ne trebaju dodatak egzogenog supstrata, lux operoni su prikladni za ispitivanje 

genske regulacije u bakterijama, konstrukciju staničih biosenzora, proučavanje patogeneze 

infekcija u malim životinjama i praćenje bakterija usmjernih na tumore. U literaturi su 

najzastupljenije studije koje koriste bakterijsku luciferazu iz P. luminescens koja zadržava 

stabilnost i aktivnost na temperaturama do 45°C (Szittner i Meighen, 1990). Prednost 

bakterijskih luciferaza je to što se bioluminiscentna svjetlost proizvodi na mjestu reporterskog 

enzima bez oslanjanja na bioraspoloživost i kinetiku luciferina kao što je slučaj s ostalim 

bioluminiscencijskim reporterima (Close i sur., 2010).  

Ipak, bakterijski bioluminiscencijski sustavi se ne preferiraju pred ostalim luciferazama zbog 

nekoliko nedostataka. Osim očitog porasta u veličini gena potrebnih za konstrukciju genske 

lux kazete, glavni nedostatci bakterijske luciferaze leže u tome štoLuxA i LuxB podjedinice 

nekada mogu biti eksprimirane u različitim količinama što može uzrokovati netočne 

kvantitativne interpretacije bioluminiscentih signala (Roda, ured., 2010), a produkti ostalih 

lux gena mogu ometati biokemijske procese u stanicama domaćina (Wood i sur., 1998). 

Također, bakterijska luciferaza ima nižu razinu genske ekspresije nego FLuc, niži intenzitet 

emitirane svjetlosti, a valna duljina emitirane svjetlosti od 490 nm nije prikladna za BLI. 

Opaženo je i to da je aldehidni supstrat u visokim koncentracijama toksičan za stanice 

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

Jedna studija provedena na 5 bioluminiscentnih sojeva Gram negativnih bakterija koje su 

tretirane različitim koncentracijama 6 antibiotika ukazala je na još 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 povećanja broja bakterija u kulturi te jačeg 

bioluminiscentnog signala.  

Novija istraživanja pokazuju da je točna interpretacija podataka dobivenih korištenjem 

bakterijskog bioluminiscencijskog sustava otežana time što molekularna i enzimska dinamika 

lux sustava ne korelira linearno s genskom ekspresijom koja se proučava. Zbog toga su Iqbal i 

sur., razvili računalni program koji omogućuje korisnicima lux sustava točno zaključivanje o 
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razini genske ekspresije iz izmjerenih vrijednosti intenziteta svjetlosnog signala. Program se 

temelji na matematičkom modelu koji u obzir uzima aktivnost LuxAB, LuxEC i Fre s 

unaprijeđenim mehanizmima svih reakcija bakterijske bioluminiscencije, kao i sintezu i 

katalitički obrtaj Lux proteina (Iqbal i sur., 2017).  

Iako su na bakterijskim luciferazama provedene brojne mutacije za pomak emisijskog spektra 

u crveno područje, mijenjanje kinetike gašenja bioluminiscencije i poboljšanja sposobnosti 

ekspresije u eukariotskim stanicama (Tinikul i Chaiyen, 2014) bakterijska luciferaza još nije 

dosegla razinu na kojoj bi značajkama konkurirala ostalim bioluminiscencijskim reporterima. 

Nedavne studije, poput one u kojoj je stvoren poboljšani ilux operon sa sedam puta 

intenzivnijom emisijom svjetlosti kad se eksprimira u E. coli (Gregor i sur., 2018), uz 

prethodna saznanja da se lux operon može uspješno eksprimirati u stanicama sisavaca bez 

potrebe za dodatkom egzogenog supstrata (Xu i sur., 2014) dokazuju veliki potencijal 

primjene bakterijskih luciferaza koji još nije potpuno iskorišten.  
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4.2 Luciferazna reakcija u laboratorijskim uvjetima 

Prvi korak u izvođenju luciferaznog testa je dodatak pufera s detergentom za lizu stanica u 

uzorak stanica koje su transficirane luciferaznim reporterskim plazmidom. Potom se stanični 

ostaci uklone mikrocentrifugiranjem te se u ispitivani uzorak dodaje luciferinski supstrat. 

Time započinje luciferazna reakcija koja proizvodi svjetlost. Intenzitet svjetlosti, odnosno 

aktivnost luciferaze mjeri se pomoću luminometra. Neki luminometri direktno injektiraju 

reagens u lizat stanica. Takva automatizacija omogućuje mjerenje signala u precizno vrijeme 

odmah nakon injekcije supstrata što povećava dosljednost rezultata. Za ručne (manualne) 

luminometre, otopina supstrata pomiješa se ručno sa staničnim lizatom i bioluminiscencija se 

očitava u definirano vrijeme nakon miješanja reakcijske smjese.  

Osim luminometrom, detekcija svjetlosnog signala iz luciferazne reakcije može se provoditi i 

pomoću scintilatorskog brojača (Nguyen i sur., 1988; de Wet i sur., 1987) ili fotografskog 

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

Detekcija luciferaze može 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 što 

je uzorak uništen u procesu (kao što je slučaj s većinom reporterskih genskih sustava). 

 

 

 

Slika 38. Primjer jednostrukog luciferaznog testa u kojem se koristi pGL4 vektor s genom luciferaze krijesnice 
(luc) (preuzeto i prilagođeno izwww.worldwide.promega.com) 
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Prema kinetici emisije svjetlosti razlikujemo luciferaze s kinetikom bljeska (eng. flash 

kinetics) i luciferaze s kinetikom svjetlucanja (eng. glow kinetics) (Slika 39.) (Matta i sur., 

2018). Prilikom odabira luciferaznog testa, obično je potrebno postići kompromis između 

intenziteta luminiscencije i njezinog trajanja, budući da se reakcije velikog intenziteta vrlo 

brzo i gase.  

 

Slika 39. Prikaz kinetičkih profila Gaussia luciferaze s kinetikom bljeska („flash“) i luciferaze krijesnice s 
kinetikom svjetlucanja („glow“) (preuzeto i prilagođeno iz www.invivogen.com).  

 

Primjerice, korištenje luciferaze krijesnice ili Renilla luciferaze koja daje maksimalnu 

luminiscenciju rezultira većom osjetljivošću analize (Matta i sur., 2018), ali analiza s duljim 

poluživotom signala i stabilnijeg luminiscentnog signala prikladnija je za ispitivanja na 

mikrotitarskim pločicama. Žrtvovanje intenziteta luminiscencije za poluživot signala slabije je 

izraženo 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 i sur., 2016). Nastali inhibitori uzrokuju nepovratnu inaktivaciju enzima. Za 

održavanje konstantne luminiscencije luciferaze tijekom duljeg vremenskog perioda, u 

rasponu od minuta do sati, često je potrebno inhibirati luciferaznu reakciju u različitim 

stupnjevima. Ova inhibicija može smanjiti brzinu propadanja luminiscencije do točke gdje je 

smanjenje signala beznačajno tijekom vremena potrebnog za mjerenje višestrukih uzoraka 

(Fraga i sur., 2006). 
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Na tržištu su dostupni komercijalni testni kompleti različitih proizvođača koji sadrže pufere za 

lizu stanica, testni supstrat i reakcijski pufer. Ovi su kompleti posebno pogodni jer nisu skupi i 

uključuju odgovarajuće modifikacije koje polučuju jače signale (mjerenja) te pojačavaju 

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

www.sigmaaldrich.com).  

Liza stanica kao jedan od koraka u protokolu luciferaznog testa može se izbjeći korištenjem 

luciferaza koje se prirodno izlučuju iz stanice, npr. Gaussia luciferaze (GLuc) (Slika 40.) 

(Thorne i sur., 2010). 

 
Slika 40. Sekrecijski luciferazni test koji koristi GLuc luciferazu koja se izlučuje iz stanica. Supernatant stanične 

kulture koji sadrži izlučenu GLuc uklanja se u različito vrijeme (1) i nakon miješanja s koelenterazinskim 
supstratom (2), ukupna luminiscencija za svaku vremensku točku se mjeri pomoću prozirnog filtra (3, 4, 5 ...). 
Prikazan je i emisijski spektar za GLuc u odnosu na RLuc. Maksimalna emisija GLuc valne duljine slična je 

RLucu, ali GLuc pokazuje intenzivniju bioluminiscenciju (preuzeto i prilagođeno iz Thorne i sur., 2010). 
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4.2.1 Jednostruki i dvostruki luciferazni testovi 

Većina bioluminiscencijskih testova uključuje korištenje jednog ili dvaju reporterskih gena. 

Testovi temeljeni na jednom reporterskom genu pružaju najbrži i najjeftiniji način za stjecanje 

podataka o genskoj ekspresiji iz stanica. Međutim, zbog složene građe stanica, informacije 

prikupljene korištenjem jednog reporterskog gena mogu biti nedovoljne za dobivanje 

detaljnih i točnih rezultata. U nekim eksperimentalnim uvjetima, promjene bioluminiscencije 

mogu biti uzrokovane drugim čimbenicima osim kontrole transkripcije koja se proučava 

(Schagat i sur., 2007). Na primjer, pri ekspresiji prolaznog reporterskog vektora mogu se 

pojaviti eksperimentalne razlike zbog varijabilnosti u učinkovitosti transfekcije između 

različitih bunarića. Drugi problem nastaje kada sam eksperimentalni tretman smanjuje 

vijabilnost stanica, što rezultira ne-transkripcijskom redukcijom signala luciferaze. Dakle, 

jedno od prvih razmatranja prilikom odabira reporterske metodologije odnosi se na procjenu 

hoće li informacije koje se mogu dobiti od jednog reportera biti dostatne ili je potrebno 

prikupljanje dodatnih informacija pomoću drugog reportera.  

Dvostruki reporterski sustavi podrazumijevaju simultanu ekspresiju i mjerenje dvaju 

pojedinačnih reporterskih enzima unutar jednog sustava (Slika 41.).  

 

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

 

Ekspresija eksperimentalnogreportera korelira s djelovanjem specifičnih eksperimentalnih 

uvjeta, dok aktivnost kotransficiranog kontrolnog reportera predstavlja unutarnju 

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

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

 
 

Slika 42. Primjer konstrukcije gena reportera za izvođenje dvostrukog luciferaznog testa u kojemu je zelena 
RLuc luciferaza eksperimentalni reporter, a crvena FLuc kontrolni reporter (preuzeto i prilagođeno iz 

www.worldwide.promega.com).  

 

 
 

Slika 43. Ekspresija kontrolnog reportera (crvena FLuc) je konstantna jer je on pod kontrolom konstitutivnog 
promotora, a ekspresija eksperimentalnog reportera (zelena RLuc) ovisi o specifičnim eksperimentalnim 

uvjetima (preuzeto i prilagođeno iz www.worldwide.promega.com). 
 

Najčešće se drugi reporterski gen eksprimira putem kontrolnog vektora radi normalizacije 

rezultata eksperimentalnog reporterskog gena te služi otklanjanju varijacija u broju stanica ili 

učinkovitosti transfekcije između uzoraka. Također, na ovaj način mogu se ukloniti i drugi 
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izvori varijabilnosti, kao što su razlike u volumenima pipetiranja, učinkovitosti stanične lize i 

sl. (Schagat i sur., 2007).  

Dakle, dvostruki luciferazni testovi omogućuju pouzdanije tumačenje eksperimentalnih 

rezultata. Još neke od prednosti korištenja dvostrukog reporterskog sustava su ušteda 

mikrotitarskih pločica, vremena i novca. 

Dvostruki luciferazni testovi zahtijevaju učinkovitu separaciju svjetlosnih signala 

eksperimentalnog i kontrolnog luciferaznog reportera. To je moguće provesti na nekoliko 

načina. Prva strategija je supstratna diskriminacija ili sekvencijalno očitavanje rezultata (eng. 

substrate discrimination, sequential reading) (Slika 44.). Ona podrazumijeva korištenje dviju 

luciferaza koje koriste različite supstrate. Kod ovog tipa testa detekcija svjetlosnog signala 

pojedine luciferaze provodi se u različitom vremenu tijekom ispitivanja dodatkom prikladnog 

supstrata u reakcijski medij (Heise i sur., 2013). 

 

Slika 44. Dvostruki luciferazni test koji koristi supstratnu diskriminaciju odnosno sekvencijalno očitavanje za 
razdvajanje svjetlosnih signala dviju različitih luciferaza (preuzeto i prilagođeno iz Michelini i sur., 2014).  

 

Primjerice, luciferaza krijesnice i Renilla luciferaza surazličitih struktura zbog različitog 

evolucijskog podrijetla, i imaju afinitete za različite supstrate pa upravo te razlike omogućuju 

selektivno razlikovanje njihovih bioluminiscentnih signala u istom reakcijskom mediju bez 

dijeljenja lizata (Slika 45.) (Heise i sur., 2013). Na isti je način moguće kombinirati i ostale 

luciferaze koje ne iskorištavaju jednake supstrate za svoje reakcije. 
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Slika 45. Postupak u izvođenju dvostrukog luciferaznog testa s FLuc i RLuc. Stanice su lizirane reagensom za 
detekciju koji sadrži 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 slučaju, 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 
prilagođeno iz Thorne i sur., 2010). 

 

Druga strategija (spektralna separacija) (Slika 46.) podrazumijeva korištenje luciferaza koje 

koriste jednaki luciferiski supstrat za svoje reakcije, ali ne emitiraju svjetlost na istim valnim 

duljinama (Slika 47.) pa se detekcija signala može provoditi jednostrukim dodavanjem 

reagensa uz korištenje odgovarajućih optičkih filtara (Cevenini i sur., 2013). 

 

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

različitih luciferaza (preuzeto i prilagođeno iz Michelini i sur., 2014). 
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Slika 47. Spektralna rezolucija između različitih luciferaza. Emisijski maksimum FLuc pomaknut prema 

crvenom području spektra omogućuje kombiniranje FLuc s ostalim luciferazama (preuzeto i prilagođeno iz 
www.thermofisher.com). 

 

Treća strategija je tzv. vremenska separacija (Slika 48.). Ona podrazumijeva korištenje 

luciferaza koje pokazuju različite kinetike emisije svjetlosti pa se njihovi svjetlosni signali 

mogu očitavati u različitom vremenu tijekom ispitivanja (Michelini i sur., 2014).  

 

Slika 48. Dvostruki luciferazni test koji koristi vremensku separaciju za razdvajanje svjetlosnih signala dviju 
luciferaza s različitim kinetikama emisije svjetlosti (preuzeto i prilagođeno 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 

omogućena kad se korištene luciferaze eksprimiraju u različitim staničnim odjeljcima ili se 

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

Moguće je dizajnirati i dvobojne reporterske testove u kojima se također koriste dva 

luciferazna reportera, ali oba kao eksperimentalni reporteri (Branchini i sur., 2018). Takva 

dvostruka reporterska ispitivanja mogu biti osobito korisna za učinkovito dobivanje više 

informacija u jednom eksperimentu, primjerice pomoću CBGLuc i CBRLuc se može provesti 

ispitivanje dva različita stanična događaja dodatkom samo jednog supstrata koji iskorištavaju 

obje luciferaze i mjerenjem zelene i crvene bioluminiscencije korištenjem luminometra s 

odgovarajućim filtrima (Slika 50.) (Thorne i sur., 2010).  

 

Slika 50. Prikazan je protokol dvobojnog dvostrukog luciferaznog testa s luciferazama klišnjaka (CBLuc) u 
kojem se liza stanica i detekcija provode uz jednostruko dodavanje reagensa (1), a zelena i crvena 

bioluminiscencija se zatim mjere sekvencijalno na čitaču mikrotitarske pločice (2) koristeći odgovarajuće 
optičke filtre. Zabilježeni su emisijski maksimumi luciferaza, a prikazani su i emisijski spektri luminiscencije za 

zelenu i crvenu CBLuc. Točkaste linije na emisijskom spektru predstavljaju valne duljine koje propuštaju 
korišteni optički filtri (preuzeto i prilagođeno iz Thorne i sur., 2010). 
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4.2.3 Višestruki luciferazni testovi 

U luciferaznom ispitivanju moguće je koristiti odjednom i više od dvije luciferaze kako bi se 

omogućilo istodobno praćenje više bioloških procesa. Primjerice, razvijen je trostruki 

luciferazni test koji uključuje luciferaze iz tri različite vrste: zelenu luciferazu iz divljeg tipa 

Photinus pyralis, sekrecijsku luciferazu iz Gaussia princeps te novu termostabilnu crvenu 

varijantu luciferaze iz vrste Luciola italica (Michelini i sur., 2008). Kombiniranjem luciferaza 

koje se izlučuju i onih koje se ne izlučuju iz stanica, a koriste i različite supstrate 

onemogućene su međusobne interferencije između različitih svjetlosnih signala. Ovakav je 

oblik ispitivanja prvotno namijenjen za HTS jer može dovesti do smanjenja vremena 

potrebnog za pretraživanje knjižnica biološki aktivnih spojeva, povećati protok pretraživanja i 

omogućiti bolji omjer cijene i učinkovitosti ispitivanja. No, prijavljeni su i višestruki 

luciferazni testovi za biološko oslikavanje in vivo, primjerice, sustav koji se sastoji tri para 

luciferaza i njima pripadajućih supstrata za luciferaznu reakciju. Luciferaze iz vrsta Photinus 

pyralis, Gaussia princeps i Vargula hilgendorfii s pripadajućim D-luciferinom, 

koelenterazinom i vargulinom, iskorištene su za istodobno praćenje tri različita biološka 

događaja u ortotopičnom modelu tumora mozga (Maguire i sur., 2013). Međutim, korištenje 

višestrukih supstrata u in vivo ispitivanjima neizbježno dovodi do manje točnih rezultata zbog 

razlika u bioraspoloživosti različitih supstrata i njihovom unosu u ispitivane organizme. 

Također, višestruko injektiranje supstrata može biti stresno za životinju i dovesti do 

potencijalnih operativnih pogrešaka (Xu i sur., 2016). Ovi nedostaci mogu se ublažiti 

korištenjem luciferaza koje za svoje reakcije iskorištavaju isti supstrat, ali emitiraju svjetlost 

različitih boja.  
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4.3 Primjena bioluminiscencijskih ispitivanja u razvoju lijekova 

Iako su do sada razvijene brojne reporterske tehnologije za upotrebu u laboratoriju, 

bioluminiscencijski testovi su u istraživanjima posljednjih godina pokazali neusporedivu 

osjetljivost, dinamički raspon, svestranost te jednostavnost korištenja. Zbog visokog kvantnog 

prinosa bioluminiscencijskih reakcija i relativne netoksičnosti luciferina, dosad je razvijen 

širok repertoar analitičkih in vitro i in vivo metoda temeljenih na bioluminiscenciji, koji se 

neprestano širi zahvaljujući napretku u kemiji i molekularnoj biologiji i razvoju novih uređaja 

za spektrofotometriju i molekularno oslikavanje. Primjena bioluminiscencijskih analitičkih 

metoda uključuje ispitivanja na različite analite, imunoanalize, ispitivanja genske ekspresije, 

probir lijekova, molekularno oslikavanje živih organizama, studije karcinoma, istraživanja 

zaraznih bolesti i ekološke studije, ali cilj ovog rada je naglasiti mogućnosti primjene 

bioluminiscencijskih sustava u razvoju lijekova.  

Razvoj novih lijekova dugotrajan je proces koji zahtijeva godine pretkliničkih ispitivanja i 

mnogobrojne nezaobilazne korake koji će osigurati sigurnost primjene molekule od interesa 

kod ljudi s minimalnim rizikom toksičnog djelovanja. Zbog toga i najmanja redukcija u 

inicijalnim fazama razvoja lijekova rezultira značajnim uštedama vremena pa je farmaceutska 

industrija sklona primjeni novih in vitro i in vivo metoda koje zahtijevaju kraće vrijeme za 

ispitivanja farmakokinetike, farmakodinamike i toksikoloških profila potencijalnih lijekova 

kandidata.  

Glavni načini na koje bioluminiscencija može olakšati razvoj lijekova su implementacija 

bioluminiscencijske tehnologije u visokoprotočna pretraživanja (eng. high-throughput 

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

HTS podrazumijeva nekoliko koraka: odabir i karakterizaciju mete, razvoj metode ispitivanja, 

preparaciju reagensa, pretraživanje baze spojeva i validaciju spoja koji je pokazao najbolja 

svojstva (eng. hit compound) u sekundarnim ispitivanjima. Ovaj proces obično traje 2-3 

godine u većini poduzeća za razvoj lijekova (Paul i sur., 2010). Integraciju 

bioluminiscencijskih sustava u HTS omogućila je činjenica da su za bioluminiscenciju 

potrebne niske koncentracije reagensa (luciferina i luciferaze).  

Nadalje, u pretkliničkom in vitro i in vivo ispitivanju lijekova, neinvazivno bioluminiscentno 

oslikavanje postalo je bitna alternativa drugim tehnologijama biološkog oslikavanja, a 
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bioluminiscentne transgenične životinje prikladni modeli za pretklinička ispitivanja i 

patofiziološke studije (Stell i sur., 2007).  

 

Slika 51. Prikaz in vitro (dolje) i in vivo (gore) bioluminiscentnog oslikavanja. Stanice koje su unošenjem 
luciferaznog gena učinjene bioluminiscentnim mogu se koristiti za ispitivanja na mikrotitarskim pločicama s ili 

se mogu injektirati u animalne modele. Bioluminiscentni signal se detektira pomoću posebne namjenske opreme, 
a rezultati se prikazuju kao slike u skalama pseudo-boja te se mogu računalno spojiti sa slikama životinja za 

preciznu lokaciju signala (preuzeto i prilagođeno iz Li i sur., 2012). 
 

Bioluminiscencijska tehnologija olakšava primjenu načela „zamjene, redukcije i 

usavršavanja“ odnosno „tri Rs“ (eng. replacement, reduction, refinement) Russella i Burcha 

(Tannenbaum i Bennett, 2015). "Zamjena" (eng. replacement) se odnosi na preferiranu 

upotrebu metoda za koje nisu potrebne životinje kad god je moguće takvim metodama postići 

isti znanstveni cilj. "Redukcija" (eng. reduction) se odnosi na metode koje omogućuju 

istraživačima da dobiju usporedive razine informacija od manjeg broja životinja, ili da dobiju 

više informacija od istog broja životinja, ako se primjena životinja u istraživanjima ne može 

izbjeći. "Usavršavanje" (eng. refinement) se odnosi na metode koje ublažavaju ili umanjuju 

potencijalne bolove, patnje ili nevolje i poboljšavaju dobrobit životinja u istraživanjima. Ovo 

načelo snažno potiče Europska unija u ranom procesu otkrivanja lijekova, u skladu s etičkim i 

odgovornim istraživanjima kako bi se smanjili troškovi i poboljšala pouzdanost i 

predvidljivost rezultata (Michelini i sur., 2014). 
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4.3.1 Kvantitativna visokoprotočna pretraživanja 

Mikrotitarska pločicas 96 jažica, izvorno dizajnirana da olakša serološke studije u virologiji 

(Sever, 1962), kasnije je prepoznata kao prikladna zamjena za testove na bazi kiveta, epruveta 

i laboratorijskog posuđa. U kombinaciji sa spektrofotometrijskim čitačima pločica, 

mikrotitarska pločica je brzo postala standard za izvođenje paralelnih analiza za brzu 

preliminarnu procjenu biološke aktivnosti spojeva. Tijekom 1990-ih, ogroman porast u broju 

spojeva u kemijskim knjižnicama i razvoj metoda s osjetljivošću prikladnom za ispitivanja u 

malim volumenima dodatno je potaknuo koncept paralelne obrade koji se danas prakticira u 

formatima ploča s 96, 384 ili 1536 bunarića. "Visoka protočnost" je relativan pojam, ali se 

općenito definira kao testiranje od 10 000 do 100 000 spojeva dnevno, postignuto 

mehanizacijom koja se kreće od ručno 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 farmakoloških spojeva. 

Povijesno gledano, testovi pretraživanja usmjereni su na ograničen broj meta od kojih mnogi 

uključuju pročišćene proteine. Približno dvije trećine terapijskih meta čine enzimi i receptori 

(Zheng i sur., 2006). No u zadnje vrijeme HTS laboratoriji sve više skreću pažnju na visoko-

sadržajno pretraživanje (eng. high content screening, HCS) koje ispituje biološke događaje na 

substaničnoj razini (Inglese, ured., 2006; Taylor, ured., 2006) u intaktnim živim stanicama 

umjesto lizatima staničnih kultura kao uzorcima.  

Zbog jednostavnosti, omjera cijene i učinkovitosti, lakog rukovanja, visoke osjetljivosti i 

velikog dinamičkog opsega bioluminiscencijske su metode metode od izbora za primjenu u 

HTS-u (Kelkar i De, 2012). Uvođenjem supstrata u žive stanice (Levi i sur., 2007; Pfleger i 

sur., 2006) i upotrebom luciferaza s visokim kvantnim prinosom (Loening i sur., 2006) može 

se pratiti bioluminiscentni signal iz tek nekoliko stanica kao i njihova kinetika u stvarnom 

vremenu što čini bioluminiscencijske metode idealnim za pretraživanje velikih baza biološki 

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

Biološko oslikavanje živih stanica omogućio je razvoj mikroskopa sposobnog za mjerenje 

ograničenog broja fotona iz pojedine stanice ili čak unutarstaničnih odjeljaka (Welsh i sur., 

2004). Nekoliko je studija zadnjih godina potvrdilo da se mikroskopska procjena 

bioluminiscentnog signala kao i BRET signala može primijeniti i na pojedinačne stanice 

(Dimiri i sur., 2016; Goyet i sur., 2016; Kubota i sur., 2017; Enomoto i sur., 2018).  
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Analize bioluminiscencije na bazi stanica, zbog svojih posebnih prednosti predvidljivosti, 

mogućnosti automatizacije, multipleksiranja i minijaturizacije, čine se najprivlačnijim alatom 

za visoke zahtjeve ranih faza probira lijekova (Michelini i sur., 2014). Široko se primjenjuju 

tehnologije genskih reportera te ispitivanja protein-protein interakcija (Sun i sur., 2016), a 

pomoću njih se mogu provesti studije otkrivanja terapijskih meta i mehanizma djelovanja 

lijekova, primjerice, vezanja novih agonista/antagonista za humane receptore eksprimirane u 

različitim staničnim linijama. Osim toga, bioluminiscencija se može koristiti za in vitro i in 

vivo praćenje patofizioloških procesa unutar živih stanica i malih životinjau stvarnom 

vremenu što olakšava dijagnostiku i praćenje progresije i regresije bolesti u odgovoru na 

farmakološku terapiju.  

Pomoću HTS-a moguće je ispitivati i farmakokinetička svojstva lijekova, tzv. ADMET 

(apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija i toksičnost) in vitro ili in vivo ispitivanjem 

na životinjama (Michelini i sur., 2010).  

Ono što ograničava bioluminiscencijski HTS je činjenica da određeni spojevi mogu inhibirati 

luciferazu ili čak paradoksalno pojačati bioluminiscentni signal dajući tako lažne rezultate, što 

treba uzeti u obzir prilikom interpretacije rezultata (Thorne i sur., 2007). Za primjer, već je 

dulje vrijeme dobro poznata i opisana inhibicija FLuc luciferaze resveratrolom (Bakhtiarova i 

sur., 2006), a u pretraživanju knjižnice spojeva u potrazi za inhibitorima FLuc otkriveno je da 

između 2 i 3% knjižnice može ometati njezinu detekciju (Thorne i sur., 2010). Također, neki 

od lijekova, poput bortezomiba i iksazomiba zaštićuju FLuc od proteolitičke degradacije i 

produljuju joj vrijeme poluživota što dovodi do lažno pozitivnih rezultata (Becker i sur., 

2016). Kao inhibitori luciferaze već su okarakterizirani benztiazoli, benzimidazoli, 

benzoksazoli koji su strukturno slični D-luciferinu (Thorne i sur., 2012) te kalkoni, odnosno 

aromatski ketoni i enoni, koji su osnovice struktura mnogih lijekova (Zhang i sur., 2017a), ali 

razvijeni su i različiti sustavi pomoću kojih je moguće predvidjeti koji će spojevi u knjižnici 

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

Ipak, važno je napomenuti da se artefakti povezani s luciferazama mogu razumjeti u odnosu 

na enzimologiju reportera, što čini njihovu aktivnost relativno predvidljivom. Nasuprot tome, 

artefakti povezani s drugim oblicima ispitivanja, kao što je fluorescencija, mogu biti manje 

predvidljivi (Simeonov i sur., 2008). Zbog toga vrijedi ovom problemu doskočiti daljnjim 

istraživanjima i razvojem luciferaza s poboljšanom otpornošću na inhibiciju malim 

molekulama.  
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Glavni smjerovi istraživanja za koje se bioluminiscencijski HTS prilagođava su pretraživanja 

modulatora genske ekspresije i pretraživanja modulatora protein-protein interakcija (PPI) 

(Slika 52.) (Kelkar i De, 2012). Najjednostavniji pak oblik primjene je ispitivanje vijabilnosti 

stanica detekcijom i određivanjem koncentracije ATP-a, posebice primjenjiv u ispitivanju 

tumorskih stanica i praćenju infekcija, odnosno razvoju citostatskih i antimikrobnih lijekova. 

 

 

 

Slika 52. Shematski prikaz primjene bioluminiscencijskih procesa u metodama pretraživanja. Različiti oblici 
pretraživačkih ispitivanja mogu se razviti na temelju raznih bioluminiscencijskih procesa kao što su prijenos 

energije ili komplementacija proteina. Rezultati se mogu očitati mjerenjem povećanja ili smanjenja intenziteta 
svjetlosnog signala koje se može kvalitativno i kvantitativno odrediti i/ili vizualno predočiti. Naglašena su ona 

ispitivanja koja se mogu koristiti u mjerenjima in vivo dinamike u odgovoru na modulatore u stanicama ili 
životinjskim/biljnim modelima (preuzeto i prilagođeno iz Kelkar i De, 2012). 
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4.3.1.1 Ispitivanje vijabilnosti stanica određivanjem koncentracije ATP-a u uzorku 

Najpopularniji analit koji se može detektirati pomoću luciferaze svakako je ATP zahvaljujući 

ranom otkriću da je intenzitet svjetlosti koju proizvede luciferazna reakcija proporcionalan 

koncentraciji ATP-a u analiziranom uzorku (McElroy i sur., 1967) te presudnom značaju 

ovog spoja za žive stanice. Na temelju jednadžbe:  

Luciferaza  +  Luciferin (D-LHଶ)  + ATP-Mgଶା

⇄  Luciferaza  + Oksiluciferin(D-L)  + AMP +  COଶ +  ℎ𝜐 

mogu se napraviti jednostavni sustavi sastavljeni od luciferaze, luciferina (D-LH2) i uzorka 

koji je potrebno kvantificirati (Slika 53.).  

 
Slika 53. Ispitivanje vijabilnosti stanica određivanjem koncentracije ATP-a nakon lize stanica uz pomoć 

luciferaze. Svjetlosni signal iz luciferazne reakcije proporcionalan je koncentraciji ATP-a dostupnog u uzorku 
ispitivane stanične kulture, a koncentracija ATP-a korelira s brojem živih stanica u ispitivanoj staničnoj kulturi 

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

 

Molekula ATP-a univerzalni je energetski nosač unutar stanica te je potreban različitim 

enzimima za obavljanje katalitičke aktivnosti i sl. Zbog toga se unutarstanična koncentracija 

ATP-a uvijek održava na visokoj razini, dakle, analizom njegove koncentracije moguća je 

procjena metaboličkog potencijala stanice. Ako je stanica zdrava i funkcionalna, održava 

normalnu razinu ATP-a, međutim, kada stanica umre, razine ATP-a brzo opadaju. 
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Određivanje unutarstanične koncentracije ATP-a omogućuje procjenu učinka različitih agensa 

na staničnu proliferaciju, odnosno, ispitivanje citotoksičnosti (Guardigli i sur., 2010).  

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

u staničnim kulturama komercijalno su dostupni od različitih distributera kao što su Biotium 

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

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

osjetljivog ispitivanja pomoću ovih testnih kompletauključuje jednostruko dodavanje smjese 

reagensa za određivanje koncentracije ATP-a izravno u stanice uzgojene u mediju koji je 

dopunjen serumom. Nije potrebno ispiranje stanica, uklanjanje medija i višestruko pipetiranje, 

a testni komplet se može koristiti za otkrivanje samo jedne stanice ili 0,01 pikomola ATP-a. 

Proizvedeni signal je linearan unutar 6 redova veličine (Slika 54.). Povezivanjem količine 

ATP-a s brojem živih stanica, test ima široku primjenu, od određivanja broja živih stanica do 

ispitivanja proliferacije stanica ili citotoksičnosti.  

 

Slika 54. Grafički prikaz ovisnosti intenziteta bioluminiscentnog signala o koncentraciji ATP-a, odnosno 
vijabilnosti stanica. A) Deseterostruka razrjeđenja ATP-a pripravljena su u 100 µL PBS-a po uzorku (označeno 
crvenom bojom). B) Deseterostruka razrjeđenja Jurkat stanica pripravljena su u 100 µL RPMI medija po uzorku 
(označeno plavom bojom). Neposredno prije mjerenja luminiscencije, u svaki uzorak je dodano 100 µl smjese 
reagensa za određivanje koncentracije ATP-a. Luminiscencija je mjerena tijekom 10 sekundi uporabom Turner 

Designs luminometra (preuzeto i prilagođeno iz www.merckmillipore.com). 

 

Za razliku od normalnih stanica, tumorske stanice većinu ATP-a dobivaju procesom glikolize, 

a ne oksidativnom fosforilacijom (Warburg, 1925). Stoga je u sklopu proučavanja 

metabolizma tumorskih stanica potrebno posebno proučiti doprinos glikolize u sintezi ATP-a 

jer nam to može ukazati i na nove potencijalne mete djelovanja antitumorskih lijekova. Dosad 



 

68 
 

su objavljeni brojni radovi o metodama određivanja koncentracije ATP-a u tumorima pomoću 

luciferaze krijesnice (Patergnani i sur., 2014). 

Osim na ATP, mnogo je pažnje usmjereno i na ostale biološki važne metabolite koji sudjeluju 

u reakciji kataliziranoj luciferazom, posebice na koenzim A (eng. coenzyme A, CoA) 

(Marques i 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 Visokoprotočno pretraživanje modulatora genske ekspresije 

Reporterski geni se primarno koriste za proučavanje staničnih događaja povezanih s 

ekspresijom gena. Da bi se izveo reporterski test (Slika 55.), regulatorna regija gena od 

interesa klonira se uzvodno od luciferaznog gena u određeni ekspresijski vektor. Taj se 

rekombinantni ekspresijski vektor uvodi u stanice te se one inkubiraju određeno vrijeme u 

određenim uvjetima. Nakon toga slijedi skupljanje stanica i opcionalno liziranje da bi 

otpustile sve proteine (uključujući luciferazu). Na kraju se u uzorak stanica iz kulture ili 

stanični lizat dodaje luciferin i ostali kofaktori potrebni za luciferaznu rekaciju i mjeri se 

enzimska aktivnost luciferaze korištenjem luminometra. Na taj se način luciferazna aktivnost 

izravno može povezati s aktivnošću gena od interesa (Roda i sur., 2004).  

Luciferazni reporterski geni uspješno su primijenjeni u različitim 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) 

iživotinjama (Iwano i sur., 2018).  

 
 

Slika 55. Shematski prikaz tehnologije luciferaznih reporterskih gena. Ekspresijski vektor je uveden u stanicu. 
Vektor sadrži regulatorni slijed (A) pod čijom je kontrolom ekspresija luc gena (B). Kad se postigne ekspresija 

luc gena, količina nastalog proteina (luciferaze) može se pratiti pomoću mjerenja intenziteta svjetlosti in vitro (u 
staničnim ekstraktima) ili in vivo, podvrgavanjem životinje CCD kameri za detekciju fotona. Dobivena slika 

svjetlosnih točaka može se zatim umjetno stopiti s prethodno dobivenom fotografijom životinje. U oba slučaja 
ATP i luciferin (D-LH2) moraju biti egzogeno primijenjeni neposredno prije prikupljanja podataka (preuzeto i 

prilagođeno 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 biološki značaj, primjerice polimorfizmi citokina su povezani s ishodom bolesti, 
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uključujući i odgovor na tretman interferonom u liječenju infekcije virusom hepatitisa C 

(Huang i sur., 2007). Također, na ovaj je način moguća identifikacija i procjena učinkovitosti 

lijekova koji djeluju na gensku ekspresiju. 

 

 

Slika 56. Anliza promotorske aktivnosti pomoću luciferaznog gena reportera. Aktivnost određenog promotora 
može se odrediti mjerenjem svjetlosnog signala koji je ovisan o ekspresiji luciferaze jer je luciferazni gen pod 

kontrolom promotora čija se aktivnost ispituje (preuzeto i prilagođeno s www.thermofisher.com). 
 

Također, pomoću gena reportera moguće je ispitivati i signalne puteve u stanicama. 

Primjerice, među najvažnijim metama lijekova su receptori povezani s G-proteinima (eng. G-

protein coupled receptors, GPCR). Procijenjeno je da je više od 50% lijekova usmjereno 

upravo na GPCR-ove (Klabunde i Hessler, 2002). Vezanje liganda na GPCR potiče signalnu 

kaskadu koja završava aktivacijom transkripcije gena što omogućuje povezivanje 

bioluminiscencije s receptorskom aktivnošću.  

Nadalje, luciferazni geni reporteri iskorišteni 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 nekodirajuće molekule microRNA (miRNA) i mala interferirajuća RNA 

(eng. Small interfering RNA, siRNA) (Lin i sur., 2008).  
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Bilo koji biološki događaj koji utječe na aktivnost transkripcijskog faktora ili razinu 

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

 

Slika 57. Primjene bioluminiscencijskih gena reportera uključuju proučavanje strukture i aktivnosti promotora, 
analizu transkripcijskih faktora, proučavanje vezanja i aktivacije membranskih receptora, aktivacije jezgrinih 

receptora, protein-protein interakcija, RNAi i sl. (preuzeto i prilagođeno iz Allard i Kopish, 2008).  
 

HTS se može prilagoditi za identifikaciju modulatora genske ekspresije tako da se u 

pretraživanju koriste stanične kulture s ekspresijskim vektorima sisavaca koji sadrže 

luciferazni reporterski gen pod specifičnim promotorom ili regulatornom sekvencom od 

interesa. Takav oblik HTS-a omogućit će identifikaciju spojeva koji moduliraju gensku 

ekspresiju. Primjerice, uvođenjem luciferaznog gena pod kontrolu transkripcijskog faktora 

NF-κB (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i Nrf2 (eng. 

nuclear factor erythroid 2-like 2) istražen je učinak niza fitokemijskih spojeva i biljnih 

ekstrakata iz vrsta Withania somnifera (Ashwagandha), Sutherlandia frutescens 

(Sutherlandia) i Euterpe oleracea (Açaí) na oksidativni stres i upalne procese koji su povezani 

s aktivacijom navedenih transkripcijskih faktora, a imaju bitnu ulogu u neurodegenerativnim 

bolestima (Ajit i sur., 2016).  



 

72 
 

Zbog potrebe uvođenja unutarnjeg referentnog signala za korekciju analitičkog odgovora i 

normalizaciju nespecifičnih interakcija dobar izbor vrste luciferaznog testa u HTS-u je 

dvostruki luciferazni test (Slika 58.) (Kelkar i De, 2012). Reporter se bira na temelju korištene 

stanične linije, kinetike promatranog staničnog procesa te vrste detekcijskog uređaja 

(oslikavanje žive stanice ili mjerenje na mikrotitarskoj pločici).  

 

 

Slika 58. Shematski prikaz dvostrukog luciferaznog testa dizajniranog za ispitivanja događaja na razini stanice. 
Prikazane su konstitutivno eksprimirana FLuc za promatranje tkivno specifične transkripcije te RLuc 

namijenjena kontroli stanične proliferacije. Kad ispitivani ligand (ili neki drugi faktor) uđe u stanicu, veže se na 
regulatorni slijed promotora i utječe na transkripciju gena bilo njezinom aktivacijom ili supresijom. Aktivacija ili 

supresija ekspresije proteina može se mjeriti kao normalizirani svjetlosni signal iz reporterskih molekula i 
proporcionalna je količini biološki dostupnog liganda (preuzeto i prilagođeno iz Kelkar i De, 2012). 

 

Luciferaza koja će se koristiti u bioluminiscencijskom HTS-u odabire se prema njezinim 

svojstvima (veličini, valnoj duljini emisijskog maksimuma, poluvremenu života u stanici, 

izlučivanju iz stanice) s obzirom na zahtjeve ispitivanja, a Tablica 3. daje pregled najčešće 

korištenih luciferaza u HTS-u i njihova svojstva.  
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Tablica 3. Luciferaze koje se najčešće koriste u HTS-u (preuzeto i prilagođeno iz Thorne i sur., 2010). 

Luciferaza Vrsta Molekulsk

a masa 

Valna 

duljina 

emisijskog 

maksimuma 

 

Ovisna 

o ATP-

u? 

Supstrati Sekrecija

? 

Vrijeme 

poluživot

a proteina 

Tip 

HTS 

testa 

Luciferaza 

krijesnice 

(FLuc) 

Photinus pyralis 62 kDa 550-570 nm Da D-luciferin 

/ATP 

Ne 3 h B&

C 

Luciferaza 

klišnjaka 

(CBLuc) 

Pyrophorus 

plagiophthalamus 

 

60 kDa Zelena:  

573 nm 

Crvena: 613 

nm 

Da D-luciferin 

/ATP 

Ne 7 h C 

Renilla 

luciferaza 

(RLuc) 

Renilla 

reniformas 

36 kDa 480 nm Ne Koelentera

zin 

Ne 4.5 h B&

C 

Gaussia 

luciferaza 

(GLuc) 

Gaussia princeps 20 kDa 460 nm Ne Koelentera

zin 

Da 6 dana (u 

stanično

m 

mediju) 

-** 

Cypridina 

luciferaza 

(CLuc) 

Cypridina 

noctiluca 

 

62 kDa 465 nm Ne Vargulin 

(tzv. 

Cypridina 

luciferin) 

Da 53 h (u 

stanično

m 

mediju) 

-** 

B, format biokemijskog ispitivanja; C, format staničnog ispitivanja. 

*-nije primjenjiva, **-Ove luciferaze trenutno nemaju široku primjenu u HTS-u.  
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4.3.1.3 Visokoprotočno pretraživanje modulatora protein-protein interakcija  

Male promjene u ekspresiji gena uzrokovane malim molekulama u nekim slučajevima mogu 

povezati te male molekule sa specifičnim staničnim mehanizmom djelovanja te se stoga 

analiza genske ekspresije može koristiti za identificiranje staničnih procesa na koje djeluju 

lijekovi (Higa i sur., 2017; Lee i sur., 2017a). Konkretno, ako inaktivacija (eng. knockout) 

jednog gena ili skupa gena rezultira istom promjenom obrasca genske ekspresije koja se opaža 

i kada se stanice tretiraju određenim lijekom, tada se može zaključiti da su ti geni mete 

djelovanja lijeka. Međutim, ključno ograničenje ispitivanja djelovanja lijekova na 

proučavanje genske ekspresije je to da promjene ekspresije gena mogu biti udaljene u 

vremenu i zaklonjene opsežnim umreženjem istraživanog signalnog puta s drugim signalnim 

putovima. Na primjer, inhibicija enzima u biokemijskom putu može pokrenuti čitav niz 

paralelnih promjena u nekoliko drugih signalnih putova, što u konačnici rezultira pokretanjem 

kompleksnog remodeliranja ekspresije gena (Michnick i sur., 2007). Dakle, iako se analizom 

genske ekspresije pomoću genskih reportera mogu dobiti mnoge korisne informacije o 

djelovanju lijekova, one često nisu dostatne za točnu identifikaciju mete djelovanja lijeka i 

potpuno razumijevanja njegovog mehanizma djelovanja. Naime, istraživanjem isključivo 

genske ekspresije ne može se dobiti uvid u protein-protein interakcije (PPI) koje su u osnovi 

mnogih staničnih procesa. Stoga, da bi se točno odredio signalni put na koji je usmjereno 

djelovanje lijeka unutar složene biokemijske mreže žive stanice, poželjno je razviti metodu 

koja će izvještavati o promjenama u PPI. 

PPI se često 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 mrežu, koja predstavlja sve biološke 

procese u toj stanici i ključna je za razumijevanje života na temeljnoj razini. Budući da se veći 

dio interaktoma sastoji od interakcija između proteina, PPI posreduju mnoge druge vrste 

interakcija kako bi ih doveli u jednu interakcijsku mrežu. Na primjer, mnogi transkripcijski 

faktori (u interakcijama protein-DNA) obavljaju svoje funkcije u spoju s drugim proteinima u 

kompleksu (Chen i Rajewsky, 2007), a mnogi receptori (u interakcijama protein-ligand) 

koriste PPI u nizvodnim signalnim kaskadama (Hunke i Müller, 2012). U teoriji, svi PPI i 

njihova svojstva mogu se precizno predvidjeti iz genomskih informacija putem računalnih 

pristupa, međutim, praktična točnost i primijenjivi opseg su ograničeni zbog računalne 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 odgovarajuće metode za to je iznimno važno u bilo 

kojim biološkim istraživanjima koja uključuju procese na molekularnoj razini. 

4.3.1.3.1 Konvencionalne metode ispitivanja protein-protein interakcija 
 

Postoje mnoge tehnike dostupne za istraživanje PPI-a, svaka ima svoje prednosti i slabosti, ali 

se samo nekolicina njih obično koristi zbog njihove ukupne izvedbe i upotrebljivosti. 

Najčešće se koristi sustav dvaju kvaščevih 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 činjenicu da mnogi eukariotski transkripcijski faktori imaju 

dvije različite domene, od kojih su obje potrebne za aktivaciju transkripcije. Ako svaku 

domenu transkripcijskog faktora spojimo s različitim proteinom od interesa (protein „mamac“ 

i protein “plijen“), sustav će moći pokazati stupaju li ta dva proteina u interakciju aktivacijom 

reporterskog gena koji je pod kontrolom transkripcijskog faktora (Brückner i sur., 2009; 

Berggard i sur., 2007). Y2H se može lako postići osnovnim molekularnim tehnikama, 

pogodnim čak i za slabe PPI, i prikladne je osjetljivosti. Međutim, može se izvoditi samo in 

vivo, ima nulti ili zanemariv odgovor na dinamičke interakcije i zahtijeva da se proteinski 

testovi lokaliziraju. Koimunoprecipitacija (eng. co-imunoprecipitation, Co-IP) i tandemsko 

afinitetno pročišćavanje (eng. tandem affinity purification, TAP) su također popularne 

metode; obje se oslanjaju na stabilna vezanja između proteina i razvile su se iz metoda 

pročišćavanja proteina (Berggard i sur., 2007). Ove dvije metode imaju prednost u otkrivanju 

višestrukih PPI u jednom trenutku i intrinzično visoke protočnosti, što je korisno za razvoj 

lijekova pri pronalaženju potencijalnih partnera za vezanje specifičnih proteina. Ipak, njihov 

opseg primjene je još više ograničen od Y2H, budući da se mogu obaviti samo in vitro i nisu 

prikladni za slabe ili prolazne PPI i detaljnije PPI studije. 

Zbog ograničenja ovih dominantnih metoda, konstantno se razvijaju nove i poboljšane metode 

kako bi se zadovoljile potrebe sve važnijeg istraživanja PPI. Primjerice, metoda analize 

proteina na mikročipu (eng. protein microarray) se pokazala briljantnom za praćenje i 

funkcionalno određivanje PPI u velikim razmjerima (LaBaer i Ramachandran, 2005), a NMR 

spektroskopija može se koristiti za proučavanje PPI u iznimno preciznim detaljima 

(O'Connell i sur., 2009). Međutim, mnoge od tih metoda zahtijevaju specijaliziranu ili skupu 

opremu za izvođenje, a ponekad zahtijevaju i specifično znanje za analizu rezultata (Rao i 

sur., 2014; Berggard i sur., 2007). Stoga se klasične, ali jednostavne metode kao što je Y2H 

još uvijek naširoko rutinski koriste u mnogim laboratorijima za otkrivanje PPI.  
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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 već nekoliko godina, uz nedavna dostignuća 

pokazuje superiorni potencijal da bude moćna, ali jednostavna metoda i izvrsna alternativa 

Y2H za istraživanja PPI. Procedura BRET-a je vrlo jednostavna i rezultat je lako 

interpretirati, a može se obaviti osnovnim molekularnim tehnikama uz relativno niske 

troškove te je stoga vrlo pristupačna mnogim laboratorijima. Za razliku od Y2H, BRET ne 

zahtijeva staničnu aktivnost da bi pokazao signal, tako da se može postići i in vivo i in vitro, i 

može se koristiti na proteinima koji nisu lokalizirani u jezgri. Najvažnija karakteristika BRET 

testa je da ima brz i reverzibilan odgovor na dinamičke PPI, te koristi lako mjerljivu svjetlost 

kao signal očitavanja, što je izuzetno vrijedno za praćenje PPI-a u stvarnom vremenu za 

funkcionalna i regulatorna istraživanja ili druge korisne primjene. Osim toga, uz odgovarajuću 

opremu, može se čak koristiti kao tehnika snimanja za mapiranje i proučavanje lokalizacije 

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

U BRET-u, dva proteina od interesa, koja se nazivaju "mamac" i "plijen" (slično 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, međutim luciferaza proizvodi 

svjetlost oksidacijom luciferina, dok FP zahtijeva vanjsku pobudu kao što je svjetlost veće 

frekvencije (Rowe i sur., 2010). Stoga, u prisutnosti luciferina, ali bez vanjske ekscitacije, 

normalno samo luciferaza može konstantno proizvoditi svjetlost, što je slučaj kada nema 

izravne interakcije između proteina od interesa. S druge strane, ako dva proteina od interesa 

mogu međusobno djelovati, interakcija će ih dovesti u neposrednu blizinu, kao i s njima 

povezane luciferaze i FP-e, i može se pojaviti fenomen Försterovog rezonantnog prijenosa 

energije (eng. Fröster Resonance Energy Transfer, FRET) (Subramanian i sur., 2006). 

Tijekom FRET događaja, pobuđena energija elektrona na luciferazi (donorska molekula) se 

prenosi na FP (akceptorska molekula), uzrokujući pobuđivanje FP-a i njegovu proizvodnju 

svjetlosti.  
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Slika 59. Principi BRET testa. Strelice pokazuju pojednostavljenu proceduru korištenja BRET-a za detektiranje 
interakcije između dva proteina: (a) cDNA proteina od interesa (Protein A i B) spojene su s genima luciferaze i 

fluorescentnog proteina, i koeksprimirane kao obilježeni kimerni proteini, (b) luciferaza oksidira luciferin, 
oslobađajući visokofrekventnu svjetlost, dok FP ostaje neaktivan, (c) interakcije između proteina A i proteina B 
dovode luciferazu i FP u neposrednu blizinu te FP crpi energiju iz luciferaze i generira svjetlost niže frekvencije, 

uzrokujući lako uočljivu promjenu valne duljine emisije u spektru (preuzeto iz Sun i sur., 2016).  
 

Kako luciferaza i FP emitiraju svjetlost različitih frekvencija, odnosno valnih duljina, događaj 

prijenosa energije može se lako promatrati i kvantificirati, što ukazuje na prisutnost 

interakcije između proteina od interesa (Slika 60.). 

 

Slika 60. Prikaz FRET i BRET fenomena. Luciferaza emitira svjetlost drugačije valne duljine od one kad se u 
BRET-u upari s fluorescentnim proteinom (preuzeto iz Yao i sur., 2018). 

Postoje mnogi tipovi luciferaza i fluorescentnih proteina, od kojih svaki ima svoja posebna 

fizička i optička svojstva, a BRET se može izvesti različitim kombinacijama. Ovisno o izboru, 
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svaka kombinacija može imati određene prednosti nad drugima; na primjer, parovi koji sadrže 

FP-e koji emitiraju na duljim valnim duljinama bolji su u PPI detekcijama dubokog sloja. 

Različiti odabiri luciferaza i FP-a dovode do BRET sustava s različitim prednostima, a kada 

studije navode stvaranje nove BRET metode, to obično znači da su pronađeni novi parovi 

luciferaze i FP-a koji imaju određene prednosti, a ne stvarne promjene BRET principa ili 

postupaka, što treba uzeti u obzir prilikom pretraživanja literarnih baza podataka na ovu temu. 

Također, u zadnje je vrijeme proučavana i prikladnost BRET sustava koji kombiniraju 

bioluminiscentne proteine i kvantne točke (eng. quantum dots, QD). QD su poluvodičke 

čestice nanometarskih promjera koje mogu emitirati svjetlost specifičnih valnih duljina kada 

se pobude električnom ili svjetlosnom energijom (Mezzanotte i sur., 2017). Oni pružaju 

dvostruku prednost jer imaju samoemitirajuće sonde (npr. nema potrebe za vanjskim izvorom 

svjetlosti) i emisiju svjetlosti u NIR području spektra. Iako se većina BRET nanosustava na 

bazi QD sastoji od RLuc konjugiranog s QD (Slika 61.) (Yu i sur., 2016; Kumar i sur., 2011), 

uspješno je razvijen i vrlo učinkovit BRET sustav s FLuc konjugiranim na kvantne štapiće 

CdSe/CdS i CdSe/CdS/ZnS (Alam i sur., 2014). Doduše, još nije prijavljena njihova 

prikladnost za in vivo primjenu. Još uvijek je konjugacija bioluminiscentnih sondi s QD vrlo 

komplicirana i zahtijeva mnogo vremena pa to otežava širu primjenu ovih sustava i oni nisu 

komercijalno dostupni. 

 

Slika 61. Primjer BRET sustava koji kombinira Luc8 luciferazu i kvantne točke (eng. quantum dots, QD). Luc8 
(donorska molekula) emitira svjetlost na 480 nm koja pobuđuje kvantnu točku (akceptorska čestica) koja onda 

emitira svjetlosni signal u NIR-području 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 način izučavanja PPI 

pomoću bioluminiscencije. SLA je jedna od metoda komplementacije proteinskih fragmenata 

(eng. protein-fragment complementation assay, PCA) pa se u literaturi može naći i pod tim 

nazivom. U ovom pristupu (Slika 62.), luciferaza je rastavljena na dva dijela, što uzrokuje 

gubitak njezine aktivnosti. Svaki je dio (na genskoj razini) spojen s jednim proteinom od 

interesa. Fragmenti reporterskih proteina dovode se u međusobnu neposrednu blizinu kroz 

povezivanje dvaju proteina od interesa koji su u međusobnoj interakciji, što im omogućuje da 

se smotaju ponovno u jedinstvenu trodimenzijsku strukturu reporterskog proteina i 

rekonstruiraju njegovu aktivnost. Dodatkom luciferina u reakcijski medij može se očitati 

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 što se očituje kao bioluminiscentni signal 

(preuzeto iz Kaskova i sur., 2016). 
 

PCA je jednostavna metoda koja omogućuje međusobno povezivanje gena, a zatim i 

povezivanje gena s njihovim funkcijama. To se postiže prvenstveno, mjerenjem interakcija 

među proteinima koji su kodirani genima od interesa, a zatim promatranjem onoga što se 

događa s tim interakcijama kada se na njih djeluje lijekom, hormonom ili inaktivacijom nekih 

drugih gena.  

Ključna zabrinutost koja se javlja vezana za PCA strategiju je i ta da bi proteinski kompleksi 

mogli ostati „zarobljeni“ kada ponovno smotani PCA reporterski enzim spriječi disocijaciju 

kompleksa, a to može dovesti do krivog tumačenja lokalizacije ili prometa proteinskog 

kompleksa. Međutim, to se općenito ne opaža jer se reverzibilnost PCA temelji se na 
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principima smatanja proteina kako je i dokazano u studijama baziranim na Gaussia i Renilla 

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

Umjesto otkrivanja nepoznatih PPI, PCA se također može koristiti za ispitivanje posljedica 

određenih podražaja na signalne putove. U takvoj strategiji, u signalni su put na različita 

mjestaubačeni unaprijed definirani PCA reporteri. Na primjer, u signalnoj kaskadi, PCA 

reporteri mogu biti dizajnirani da izvještavaju o početnom događaju vezanja, kao što je 

povezivanje signalnog efektorskog proteina s receptorom koji se aktivira hormonom. Mogu 

izvještavati i o posredničkim interakcijamauključenim u sekundarni događaj na signalnom 

putu ili mogu izvijestiti o krajnjem odgovoru kao što je aktivacija specifičnog transkripcijskog 

faktora. Dakle, skup PCA reportera može izvještavati o različitim koracima određenog 

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 korištenja PCA u razvoju lijekova. Primjerice, optimalna meta u 

signalnom putu od interesa može se identificirati u jednostavnoj staničnoj analizi, a procjena 

potencijalnih mimoilaznih puteva, nespecifičnih ili toksičnih učinaka može se provesti unutar 

istog testa, čime se zaobilaze skupe pogreške u srednjem i kasnom stadiju kliničkih faza 

ispitivanja lijekova. Osim toga, razvoj PCA je relativno jednostavan, i nema potrebe za 

proizvodnjom rekombinantnih proteina ili pročišćavanja proteina, što je često nužno za razvoj 

in vitro testova za identifikaciju novih meta za lijekove u velikim razmjerima. Nadalje, budući 

da se primarne pretrage provode u živim stanicama, odmah se dokazuje i da su ispitivane 

male molekule permeabilne za membranu i stoga je vjerojatnije da su bioraspoložive 

(Michnick i sur., 2007). Naposljetku, PCA omogućuju analizu kombinacija lijekova, koji 

mogu utjecati na više različitih meta istovremeno (Wehr i Rossner, 2016), što je posebno 

bitno u području razvoja antitumorskih lijekova.  
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4.3.2 Biološko oslikavanje čitavih organizama 

Alati za biološko oslikavanje omogućuju istraživačima da "vide" unutar tkiva i stanica i prate 

stanične događaje u stvarnom vremenu. No, većina sondi koje se koriste u biološkom 

oslikavanju ograničena je na praćenje staničnog ponašanja na mikro skali - u posudama za 

uzgoj staničnih kultura i na mikrotitarskim pločicama (Porterfield i Prescher, 2015). 

Vizualiziranje staničnog ponašanja u autentičnijim okruženjima zahtijeva alate koji mogu 

funkcionirati u većim prostornim i vremenskim razmacima. Uzimajući u obzir zahtjeve 

biokompatibilnosti i osjetljivosti u čitavim tkivima i životinjama, tek nekolicina reportera 

odgovara ovoj primjeni (Rathburn i Prescher, 2017).  

4.3.2.1 Metode biološkog oslikavanja 

Trenutno dostupni alati biološkog oslikavanja temelje se na detekciji specifičnog reporterskog 

sustava eksprimiranog na staničnoj razini. Konvencionalne metode biološkog oslikavanja 

temelje se na detekciji sondi koje emitiraju gama zračenje 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 činjenica da su prvotno sve 

navedene metode razvijene za kliničku upotrebu i slabo su prilagođene potrebama 

pretkliničkih ispitivanja. Metode nuklearnog oslikavanja, PET i SPECT, imaju nisku 

rezoluciju koja ograničava njihovu upotrebu u malim životinjama te njihov kapacitet za 

visoko protočna pretraživanja (HTS) u analizi lijekova kandidata. Glavna prepreka za njihovu 

pretkliničku upotrebu je i to što su zahtijevaju upotrebu specifičnih radioizotopa kratkog 

poluvremena raspada (Nairne i sur., 2015). MRI je prikladniji za primjenu u malim 

životinjama zbog sposobnosti da isporuči vrlo detaljnu anatomsku i funkcionalnu informaciju 

o učinku lijekova čak i u kompleksnim organima (primjerice, mozgu), međutim, kapacitet 

izlaznog signala u MRI je vrlo nizak, a MRI ujedno zahtijeva visoke operativne troškove i 

skupocjenu opremu kojom može upravljati samo posebno obučen stručnjak (Beckmann i sur., 

2004). 
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Slika 63. Različiti načini biološkog oslikavanja malih životinja. Prikazani su uobičajeni uređaji koji se koriste u 
prikazanim metodama i ilustrativni primjeri slika koje se mogu njima dobiti. (A) mikroPET cijelo tijelo 

koronarne slike štakora injiciranog s [18F]FDG (2-deoksi-2-[18F]fluoroglukoza), koji pokazuje prihvaćanje sonde 
u mišićnom, srčanom i moždanom tkivu te akumulaciju u mjehuru zbog bubrežnog klirensa. (B) mikroCT 

koronarna slika trbuha miša nakon injekcije intravenskog jodiranog kontrastnog sredstva. (C) microSPECT 
koronalna slika trbuha miša i područja zdjelice nakon injektiranja 99mTc metilen difosfonata, koja prikazuje 
nakupljanje sondi u kostima. (D) Slika mišjeg modela koji sadrži tumorske stanice označene fluorescentnim 
proteinom GFP koje su se proširile na različita mjesta. (E) mikroMRI koronarna T2-ponderirana slika mišjeg 
mozga. (F) Slika dobivena bioluminiscentnim oslikavanjem miša s potkožnim ksenograftom koji eksprimira 

Renilla luciferazu u regiji lijevog ramena, nakon injekcije supstrata koelenterazina u repnu venu. Slike su 
dobivene korištenjem CCD kamere. Slika vidljivog svjetla prekrivena je fotografskom slikom miša sa skalom u 
p/s/cm2/sr (fotonima po sekundi po kvadratnom centimetru po steradianu) (preuzeto i prilagođeno iz Massoud i 

Gambhir, 2003).  
 

Zbog toga se primjena konvencionalnih metoda biološkog oslikavanja u pretkliničkom 

razvoju lijekova uglavnom zamijenjuje primjenom optičkih metoda. Optičke metode temelje 

se na snimanju svjetlosnih signala u vidljivom i bliskom infracrvenom (NIR) području spektra 

za vizualizaciju različitih staničnih procesa. U metode optičkog biološkog oslikavanja spadaju 

fluorescentno i bioluminiscentno biološko oslikavanje (eng. bioluminescence imaging, BLI) 

koje se temelji na korištenju fluorescencijskih i bioluminiscencijskih reportera (sondi). 

Fluorescencijski reporteri podrazumijevaju niz fluorescentnih proteina (FP) od kojih je 

najpoznatiji i najčešće korišten zeleni fluorescentni protein (eng. green fluorescent protein, 

GFP). FP apsorbiraju fotone na valnim duljinama karakterističnim za pojedinu vrstu FP-a 
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čime molekula FP-a prelazi u pobuđeno elektronsko stanje. Pri povratku u osnovno 

elektronsko stanje dolazi do emisije svjetlosti valne duljine različite od pobudne svjetlosti 

(Lichtman i Conchello, 2005). Bioluminiscencijski reporteri obuhvaćaju luciferaze koje 

također proizvode fotone kao posljedicu energetskih prijelaza iz pobuđenog elektronskog 

stanja više energije u niže energetsko stanje. Međutim, oni se razlikuju u načinu nastanka 

pobuđenih stanja. U bioluminiscenciji, pobuđena stanja su proizvod egzotermnih kemijskih 

reakcija, dok u fluorescenciji pobuđena stanja nastaju apsorpcijom svjetlosti (Hosseinkhani, 

2011). 

Optičke metode biološkog oslikavanja prednjače u jednostavnosti izvođenja i omjeru cijene i 

učinkovitosti. Napredovale su od opažanja anatomskih razlika u tkivnim prerezima u točno 

određenom trenutku do istovremenog oslikavanja višestrukih bioloških svojstava stanica 

longitudinalno u vremenu, na neinvazivan način unutar živog životinjskog modela 

(Ntziachristos, 2010). Optičko biološko oslikavanje in vivo pruža važnu dopunu 

informacijama dobivenim u in vitro ispitivanjima (Maggi i Ciana, 2005). Također, in vivo 

pristup omogućuje smanjenje broja životinja koje se koriste u istraživanjima. Primjerice, 

jedna se životinja može višestruko snimati kako bi se (obično u stvarnom vremenu) vizualno 

pratila progresija ili regresija infekcije ili bolesti, a ujedno služi samoj sebi kao kontrola te se 

posljedično uklanja potreba za sekvencijalnim žrtvovanjem životinja u različitim vremenskim 

točkama tijekom ispitivanja. Dakle, omogućeno je prikupljanje podataka veće statističke 

značajnosti upotrebom manjeg broja životinja (Patterson i sur., 2014). Također, velika je 

prednost optičkih metoda neinvazivnost koja počiva na snimanju fotona vidljivog spektra 

svjetlosti umjesto ponavljajućeg ionizirajućeg zračenja korištenog u drugim metodama 

biološkog oslikavanja. 

Ipak, važno je razmotriti i ograničenja optičkih metoda. Važna razmatranja uključuju dubinu 

prodiranja svjetlosti kroz tkiva, raspršenje i apsorpciju fotona u tkivima te pravilan izbor 

sondis obzirom na valnu duljinu emitirane svjetlosti - jer svi navedeni čimbenici utječu na 

rezoluciju slike, omjer signala i pozadinskog šuma oslikavanja te kvalitetu podataka koji se 

oslikavanjem stječu (McKinnon i sur., 2017). 
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4.3.2.2 Bioluminiscentno biološko oslikavanje in vivo 

In vivo BLI cijelog tijela nudi osjetljivu, kvantitativnu, neinvazivnu metodu u praćenja 

infektivnih stanja i rasta tumora i metastaza živih životinja u stvarnom vremenu. BLI se može 

prilagoditi i za praćenje ekspresije luciferaze specifične za tkivo u transgeničnim miševima, te 

proučavanje PPI i signalnih kaskada u stvarnom vremenu (Zinn i sur., 2008). Napredovanje 

bolesti ili djelotvornost lijekova može se procijeniti ubrizgavanjem životinji 

bioluminiscentnog markera kao što su tumorske stanice ili stanice patogena preobražene da 

emitiraju svjetlost. Stanice su učinjene bioluminiscentnima uvođenjem ili bakterijske genske 

kasete (luxABCDE) ili gena za luciferazu (luc) (Slika 64.).  

 

 
Slika 64. Shematski prikaz koraka potrebnih za uspješno označavanje stanica luciferazom i izvođenje in vivo 

bioluminiscentnog biološkog oslikavanja (preuzeto i prilagođeno iz Carceles-Cordon i sur., 2016).  
 

Nakon injekcije luciferina u tijelo životinje moguće je detektirati bilouminiscentnu svjetlost 

koja prolazi kroz slojeve životinjskog tkiva pomoću fotoosjetljivih uređaja spregnutih 

nabojem (eng. charge-coupled devices, CCD) (Slika 65.).  
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Slika 65. Uređaj za snimanje bioluminiscentnog signala in vivo (lijevo) i miš postavljen unutar uređaja (desno) 
(preuzeto i prilagođeno iz Carceles-Cordon i sur., 2016). 

 

CCD uređaji pretvaraju fotone u elektronske naboje i tako pružaju slike visoke kvalitete (Slika 

66.) (Mezzanotte i sur., 2017). Najčešće se slike detektiranog bioluminiscentnog signala 

prikazuju uz skalu pseudo-boja od kojih svaka predstavlja određeni intenzitet bioluminiscente 

svjetlosti izražen u fotonima po sekundi po kvadratnom centimetru po steradianu (p/s/cm2/sr) 

te stapaju s fotografijama miševa za preciznu lokalizaciju bioluminiscentnog signala u 

životinjskom tijelu (Slika 66.) (Massoud i Gambhir, 2003). 

 

Slika 66. Primjeri slika dobivenih bioluminiscentnim biološkim oslikavanjem miševa in vivo. Lijevom je mišu 
implantiran potkožni ksenotransplantacijski tumor koji eksprimira Fluc, a desnom intraperitonealne tumorske 
stanice koje eksprimiraju Fluc. Nakon injekcije D-luciferina (bilo intravenskim ili intraperitonealnim putem) 

pomoću CCD kamera detektira se bioluminiscentni signal. Fotografije miševa stapaju se sa slikama detektiranog 
bioluminiscentnog signala i skalom u fotonima po sekundi po kvadratnom centimetru po steradianu (p/s/cm2/sr) 

(preuzeto i prilagođeno iz Massoud i Gambhir, 2003). 
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Većina sustava za snimanje daje dvodimenzionalnu (2D) informaciju omjestu i intenzitetu 

bioluminiscentne svjetlosti emitirane iz životinjskog modela, ali razvijena je i metoda 

trodimenzionalnog (3D) BLI. Ipak, 3D BLI je skuplje i manje učinkovito (Zinn i sur., 2008) 

pa njegova primjena još uvijek nije zaživjela u procesu razvoja lijekova.  

Iako je potencijal za in vivo BLI u razvoju lijekova uzbudljiv, postoje neki nedostaci ove 

metode zbog kojih nije vjerojatno da će se BLI moći implementirati u klinička ispitivanja na 

ljudima nego je njegova primjena isključivo ograničena na pretkliničku fazu. Prvenstveno, 

vrlo je problematično uvođenje nekralježnjačkog gena u čovjekove stanice (Kelkar i De., 

2012). Drugi je nedostatak u BLI slabljenje bioluminiscentnog signala koje ovisi o valnoj 

duljini emisije svjetlosti, dubini stanica koje sadrže bioluminiscencijske reportere i tipu tkiva 

koje ih okružuje. Naime, generalni problem bioluminiscencije je slaba penetracija svjetlosti 

kroz kožu i tkiva jer se većina 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-1, dok je na 700 nm 0,03 cm-1, i izračunato je da se do 99% 

svjetlosti emitirane iz unutarnjih organa, kao što su pluća, može izgubiti tkivnom apsorpcijom 

(Weissleder i Ntziachristos, 2003). Također, prostorna rezolucija BLI je relativno niska (3,0–

5,0 mm) u usporedbi s drugim načinima snimanja, kao što su MRI i kompjutorska tomografija 

(Zinn i sur., 2008).  

Ova ograničenja osjetna su i u pretkliničkoj fazi razvoja lijekova, ali im se može doskočiti na 

razne načine. Primjerice, genetičkim inženjerstvom moguće je iz divljih tipova luciferaza 

izoliranih iz raznih organizama kreirati njihove poboljšane verzije kao što je opisano u ranijim 

poglavljima. 
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4.3.2.3 Usporedba bioluminiscencije i fluorescencije 

Razlika u načinu nastanka pobuđenih stanja odgovornih za emisiju fotona u fluoresceneciji i 

bioluminiscenciji (Hosseinkhani, 2011) uvelike utječe na karakter fotometrijske analize. Na 

primjer, analize na bazi fluorescencije obično su mnogo većeg intenziteta svjetlosnog signala, 

jer se svjetlost visokog intenziteta koristi za generiranje pobuđenog stanja. U 

bioluminiscencijskim testovima, kemijske reakcije potrebne za generiranje pobuđenih stanja 

obično donose niže stope emisije fotona. Iako bi se dalo zaključiti da veća svjetlina 

fluorescencije korelira s boljom osjetljivošću ispitivanja, obično to nije slučaj. Osjetljivost 

ispitivanja određena je statističkom analizom signala u odnosu na pozadinu, pri čemu relativni 

signal predstavlja razliku izmjerenog signala uzorka i izmjerenog signala pozadine. 

Fluorescencijski testovi imaju puno veće signale pozadine, što dovodi do nižih relativnih 

signala (Leblond i sur., 2010). To se događa jer fluorometri ne mogu savršeno diskriminirati 

između vrlo velikog priljeva fotona u uzorak i mnogo manjeg ispuštanja fotona iz analitičkih 

fluorofora. Razlikovanje pobudnih i emisijskih fotona postiže se u velikoj mjeri pomoću 

optičkih filtara koji razlikuju fotone na temelju njihovih duljih valnih duljina i smjera 

putovanja. Ipak, optički filtri nisu savršeni u svojoj sposobnosti razlikovanja valnih duljina, a 

fotoni mogu promijeniti smjer raspršivanjem (Rathburn i Prescher, 2017). Budući da fotoni 

nisu potrebni za stvaranje pobuđenih stanja u bioluminiscenciji, oni ne predstavljaju 

inherentnu pozadinu pri mjerenju fotonskog priljeva iz uzorka pa bioluminiscencija ima 

prednost pred fluorescencijom. Dobiven niski pozadinski signal omogućuje precizno mjerenje 

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

Neke od prednosti fluorescencije su jednostavnost izvođenja ispitivanja, veliki broj dostupnih 

fluorescentnih proteina i mogućnost da se simultano za oslikavanje koriste višestruki reporteri 

različitih boja (Patterson i sur., 2014). Provođenje bioluminiscencijskih ispitivanja nešto je 

kompliciranije od fluorescencijskih. Luciferinski supstrat potreban je za većinu luciferaznih 

reakcija, a nije endogen u animalnim modelima pa mora biti primijenjen egzogeno. Stoga je 

bitno postići eksperimentalnu konzistentnost kako bi dobiveni rezultati iz različitih ispitivanja 

bili usporedivi. Potrebno je, naime, na početku ispitivanja generirati kinetičku 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 kinetička krivulja generira samo jednom, problem se može javiti u 

eksperimentima u kojima se životinje promatraju od rođenja 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 riješen upotrebom bakterijske 

luciferazne genske kazete (luxABCDE) koja sadrži gene i za luciferazu i za luciferin (Close i 

sur., 2013), a može se riješiti i primjenom luciferaza koje se prirodno izlučuju iz stanica kao 

što su luciferaze iz vrsta Gaussia princeps i Oplophorus gracilirostris. Međutim, izlučivanje 

luciferaze iz stanice može dovesti do njezine difuzije u tijelu i tako onemogućiti točnu 

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

S druge strane, ponekad interpretacija rezultata dobivena snimanjem FP može biti otežana. 

Glavni razlog tomu je autofluorescencija kože, dlake i tkiva životinja, kao i određenih 

staničnih 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 očitati. 

Autofluorescencija uzrokuje i interferencije mnogih često korištenih FP s klorofilom koji je 

prisutan u uobičajenoj hrani za laboratorijske miševe (McNally i sur., 2006). Poteškoće su 

osobito uočljive pri ispitivanju bioloških uzoraka koji mogu biti ispunjeni različitim 

heterocikličkim spojevima koji fluoresciraju, obično u koncentracijama mnogo većim od 

analitičkih fluorofora od interesa. Problem se, doduše, minimizira u jednostavnim uzorcima, 

kao što su pročišćeni proteini, ali za otkriće lijekova se sve više u HTS-u koriste žive stanice 

koje imaju izuzetno složene kemijske konstitucije i mogu pokazivati značajnu inherentnu 

fluorescenciju. Nadalje, i same knjižnice kemijskih spojeva iz kojih se HTS-om probiru novi 

potencijalni lijekovi sačinjene su od spojeva koji mogu pokazivati fluorescenciju na 

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

Nasuprot fluorescenciji kod koje očitanje rezultata može biti otežano zbog autofluorescencije, 

sva detektirana svjetlost u bioluminiscencijskim ispitivanjima potječe iz luciferaznih reportera 

jer komponente stanica i tkiva ne pokazuju endogenu bioluminiscenciju (Patterson i sur., 

2014). 

Slika dobivene biološkim oslikavanjem miša kojem su ubrizgane stanice označene 

fluorescencijskim i bioluminiscencijskim reporterima prikazane su na Slici 67., a usporedba 

nekih od relevantnih svojstava fluorescencije i bioluminiscencije u Tablici 4. 



 

89 
 

 
Slika 67. Slike dobivene biološkim oslikavanjem miša kojem su ubrizgane stanice označene fluorescencijskim 

(lijevo) i bioluminiscencijskim (desno) reporterima (preuzeto i prilagođeno iz Patterson i sur., 2014). 

 

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

 Fluorescencija Bioluminiscencija 

Izvor svjetlosti Protein Kemijska reakcija 

Autofluorescencija Da Ne 

Supstrat - D-luciferin 

Potrebni kofaktori - ATP + O2 

Reporteri Veliki broj dostupnih 
fluorescentnih proteina 

Manji broj dostupnih  
luciferaza 

Broj miševa po 
snimanju 

Nekoliko Nekoliko 

Vrijeme snimanja Milisekunde Minute 

 

Zajednički problem kojem bioluminiscencija i fluorescencija podliježu je apsorpcija svjetlosti 

u tkivima. Fluorescentni i bioluminiscentni signal kod oslikavanja u animalnim modelima 

mora proći kroz nekoliko slojeva tkiva u kojima se događaju apsorpcija i raspršenje 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 koži i kosi (Slika 68.) 

(Patterson i sur., 2014). Kromofori imaju niske apsorpcijske koeficijente u NIR području 

spektra (650-900 nm) pa uglavnom apsorbiraju plavi i zeleni dio vidljivog svjetla (do otprilike 

600 nm). Posljedično, crveni dio (bliski i srednji dio infracrvenog spektra) emitirane svjetlosti 

prolazi kroz tijelo životinje i može se detektirati detektorima koji se nalaze izvan samog 

animalnog modela (Arranz i Ripoll, 2015). Elastično Rayleigh raspršenje, pak, manje ovisi o 
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tkivu kroz koje emitirana svjetlost prolazi, a više na njega utječu interakcije sa staničnim 

komponenatama, posebice membranama i obrnuto je proporcionalno valnoj duljini emitirane 

svjetlosti. Iako se i NIR svjetlost raspršuje, većinom ipak prolazi kroz animalno tkivo pa se 

signali iz unutarnjih organa mogu detektirati izvan tijela male životinje kakve su 

eksperimentalni miševi (Rice i sur., 2001).  

 

Slika 68. Područja valnih duljina na kojima se događa tkivna apsorpcija svjetlosti i autofluorescencija. 
Čimbenici koji doprinose tkivnoj apsorpciji označeni su zelenim strelicama, a autofluorescentne komponente 

stanica i tkiva crnim strelicama. Crvenom strelicom označeno je poželjno područje emisije optičkih NIR-sondi 
(preuzeto i prilagođeno iz Patterson i sur., 2014). 

 

Rješavanje problema tkivne apsorpcije svjetlosti obično se postiže 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) području spektra (Evans i sur., 2014; Harwood i sur., 

2014; Mofford i sur., 2014).  

Zaključno, za oslikavanje mikroskopske strukture, preferirana je fluorescencija u odnosu na 

bioluminiscenciju zbog većeg intenziteta proizvedene svjetlosti jer je optika potrebna za 

oslikavanje staničnih struktura relativno neučinkovita pri prikupljanju svjetlosti. Stoga nizak 

pozadinski šum svojstven bioluminiscenciji u mikroskopskim ispitivanjima čini neznatnu 

prednost jer je signal obično daleko ispod mogućnosti detekcije uređaja (Schulz i Semmler, 

2008). Nadalje, bioluminiscencijske metode zasad imaju ograničenu prostornu razlučivost, 
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koja predstavlja udaljenost dvaju detalja koji se još mogu razlikovati na slici (Kelkar i De, 

2012), a dobivanje slike je u velikoj mjeri stvar detekcije rubova koja se više oslanja na jačinu 

signala i na nju puno manje utječe pozadinski šum.  

S druge strane, u makroskopskim mjerenjima, koja zahtijevaju točnu kvantifikaciju s visokom 

osjetljivošću, bioluminiscencijski testovi često nadmašuju analogne analize na bazi 

fluorescencije. Makroskopska mjerenja temelj su HTS-a koji se oslanja na upotrebu 

mikrotitarskih pločica kako bi se što brže izmjerio jedan parametar u velikom broju uzoraka. 

Testovi koji se temelje na fluorescenciji ili bioluminiscenciji mogu pružiti brzi protok 

uzoraka, međutim, velika je vjerojatnost da će fluorescencijska mjerenja biti otežana 

svjetlosnom kontaminacijom (zbog pobudne svjetlosti) ili kemijskim sastavima uzoraka i 

knjižnice kemijskih spojeva. Korištenje bioluminiscencije kod HTS-a ograničeno je uglavnom 

nedostatkom raspoloživih metoda analize.  

Zbog svoje duge povijesti, fluorescencija se češće koristi (Thorne i sur., 2010), ali napretkom 

u studijama bioluminiscencije i razvojem novih unaprijeđenih bioluminiscencijskih metoda, 

bioluminiscencija sve više zauzima mjesto fluorescencije.  
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4.4 Novije primjene bioluminiscencijskih gena reportera u razvoju lijekova 

4.4.1 Luciferaza krijesnice 

Tipična biokemijska ispitivanja koja koriste FLuc uključuju mjerenje koncentracije ATP-a i 

ADP-a i određivanje vijabilnosti stanica (Kaskova i sur., 2016) ili korištenje pro-luciferinskih 

supstrata za detekciju aktivnosti ciljnog proteina od interesa (Fan i Wood, 2007; Cali i sur., 

2006).  

FLuc je prikladna i za stanična ispitivanja dinamičkih promjena u transkripciji gena zbog 

kratkog vremena poluživota (Thorne i sur., 2010). Za otkriće inhibitora proteina toplinskog 

šoka (eng. heat shock protein 90, Hsp90) ključnih 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 sprječavaju nepravilno proteinsko smatanje FLuc je 

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

Također, PCA test s FLuc pokazao se iznimno korisnim u istraživanju signalnih puteva u 

stanici u koje su uključeni GPCR (Hattori i Ozawa, 2015). Primjerice, spajanje jednog 

proteinskog fragmenta FLuc s GPCR-om, a drugog s β–arestinom2 ili Rab5 omogućilo je 

kvantitativnu analizu internalizacije GPCR-a (Lu i sur., 2016). Nadalje, razvijena je posebna 

osjetljiva platforma za ispitivanje novih lijekova, agonista, antagonista i alosteričkih 

modulatora ove vrste receptora koja iskorištava FLuc, nazvana GloSensor (Slika 69.) (Fan i 

sur., 2008). GloSensor se temelji na rekombinantnom senzoru razine cikličkog 

adenozinmonofosfata (cAMP) u stanici koji je dobiven modifikacijom FLuc. Između N- i C-

terminusa FLuc ubačena je domena protein kinaze A (PKA) odgovorna za vezanje cAMP-a 

(RIIβB) čime je omogućeno moduliranje aktivnosti luciferaze u prisutnosti cAMP-a. Stoga se 

promjena u razini unutarstaničnog cAMP-a, sekundarnog glasnika, zbog aktivacije Gs ili Gi-

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

Osim GloSensor testa, GPCR-ovi koji moduliraju unutarstaničnu razinu cAMP-a se mogu 

ispitivati pomoću luciferaza kao gena reportera smještenih pod kontrolu elementa odgovora 

na cAMP (eng. cAMP response element, CRE) (Slika 69.) (Hill i sur., 2001). Povećana razina 

unutarstaničnog cAMP-a aktivira protein kinazu A (PKA) vezanjem na njezinu regulatornu 

podjedinicu nakon čega dolazi do oslobađanja njezine katalitičke podjedinice koja migrira 

između citoplazme i jezgre (Karin i sur., 1994). Katalitička podjedinica fosforilira CRE-

vezujući protein (eng. cAMP response element binding protein, CREB) koji se veže na CRE u 
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promotorskoj regiji luciferaznog gena čija se ekspresija inducira cAMP-om. Stoga se može 

pratiti aktivacija receptora popraćena povećanjem unutarstanične razine cAMP-a mjerenjem 

ekspresije luciferaznog gena koji je pod kontrolom CRE.  

 

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 Gα podjedinice s Gβγ podjedinica. Gs 

podjedinica stimulira adenilat ciklazu (AC) čime se povećava razine cAMP-a u stanici, a suprotno tome, Gi 
podjedinica inhibira AC čime se smanjuje razina cAMP-a. Ova promjena u staničnom cAMP-u može se mjeriti 

bioluminiscencijskim testovima u živim stanicama: (A) GloSensor testom i (B) CRE-luciferaznim testom. U 
GloSensor testu, nastali cAMP se veže 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 prilagođeno iz Kumar i sur., 2017). 

 

Ovaj način ispitivanja je jako osjetljiv, jednostavan i daje uvid u nizvodne modulatore i 

inhibitore cAMP/PKA signalnih puteva. Glavno ograničenje ovog testa je to što zahtijeva 

relativno duže vrijeme izvođenja i postoji mogućnost dobivanja lažno pozitivnih rezultata 

zbog stimulacije CREB-a koja nije povezana s aktivacijom GPCR-a (Kumar i sur., 2017). Na 

isti je način moguće pratiti aktivaciju transkripcijskih faktora NF-κB, nuklearnog faktora 

aktiviranih T-stanica (eng. nuclear factor of activated T-cells, NFAT) i serumskog elementa 
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odgovora (eng. serum response element, SRE) nakon vezanja liganda na GPCR (Azimzadeh i 

sur., 2017). Iskorištenje FLuc za ovu namjenu je vrlo bitno jer od 70% odobrenih lijekova na 

tržištu koji spadaju u male molekule na selektivne ligande GPCR-a otpada 33% (Santos i sur., 

2017). 

GloSensor se često 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 

može koristiti i za prikazivanje aktivnosti brojnih drugih proteaza (Pal i Rehemtulla, 2018). 

Kaspaze su cistein-aspartat proteaze koje pokreću proces apoptoze razgradnjom proteina 

bitnih za stanične funkcije, a među njima su efektorske kaspaze 3 i 7 koje se aktiviraju 

pomoću inicijatorskih kaspaza 8 i 9 koje su, pak, aktivirane u odgovoru na ekstrinzični ili 

intrinzični signal (Duclos i sur., 2017). Stoga se aktivacija kaspaza 3/7 koristi kao surogatni 

signal apoptoze (Zhivotovsky, 2003) te je iskorištena za proučavanje procesa apoptoze i 

narušene regulacije apoptoze u tumorima (Julien i Wells, 2017). Sposobnost neinvazivnog 

biološkog oslikavanja apoptoze u živim stanicama i životinjskim tumorskim modelima ne 

samo da može pružiti novi uvid u biološke osnove ove bolesti, već se može koristiti i kao 

kvantitativna metoda za pretraživanje i procjenu učinkovitosti novih terapijskih strategija u 

liječenju tumora. 

 

 
Slika 70. Shematski prikaz mehanizma GloSensor testa za kaspaze 3/7. U odgovoru na apoptozu aktiviraju se 

kaspaze 3/7 te potiču razgradnju peptidne poveznice između N- i C-fragmenta FLuc što rezultira obnovom 
enzimske aktivnosti FLuc i pojačanjem bioluminiscentnog signala u prisutnosti D-luciferina (preuzeto iz Pal i 

Rehemtulla, 2018). 

 

U BRET sustavima FLuc nije uobičajena, iako emisija dugih valnih duljina karakteristična za 

FLuc može 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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iskorištava RLuc). Međutim, ovaj sustav nije postao popularan poput mnogih BRET sustava 

temeljenih na Rluc-u, a primjena FLuc je još uvijek vrlo rijetka u današnjim BRET sustavima 

(Sun i sur., 2016). Jedan od glavnih uzroka tome je glomazna veličina FLuc od 62 kDa 

(Thorne i sur., 2010). FLuc je gotovo dvostruko veća od Rluc, a to otežava manipulaciju 

njome i može imati negativan utjecaj na obilježene proteine. Drugo, aktivnost FLucovisi o 

ATP-u i zahtijeva dodatak magnezijevih kationa, što je dodatno ograničilo njezinu primjenu u 

BRET-u (De i sur., 2013). Konačno, emisija FLuc osjetljiva je na temperaturu i ionsku snagu, 

a spektar će biti pomaknut prema crvenom ako se temperatura poveća, što znači da Försterova 

udaljenost nije konstantna, a rezultat će biti netočan ili zbunjujući (Gammon i sur., 2009). 

Luciferaza krijesnice prikladna je i za molekularno oslikavanje in vivo na cijelim 

organizmima jer svjetlost koju emitira sadrži i značajnu frakciju u bliskom infracrvenom 

(NIR) području spektra pa može prolaziti kroz biološka tkiva. D-luciferin također dobro 

difundira u tkivima sisavaca (Ciana i sur., 2003) čak i kroz krvno-moždanu, krvno-testisnu 

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

Dakle, FLuc se široko primjenjuje u ranim stadijima otkrića i u pretkliničkim ispitivanjima 

lijekova, a najčešće je iskorištena u području antitumorskih lijekova. Zadnjih nekoliko godina 

razvijeni su, primjerice, jednostavni testovi s FLuc kao reporterom za procjenu toksičnosti 

lijekova koji djeluju na ekspresiju tumorskog supresora p21 (McMahon i sur., 2016), a HTS-

om temeljenim na PCA testu s FLuc pretraženi su lijekovi koji uzrokuju stabilizaciju p53 

sumoilacijom (Sekar i sur., 2016) u staničnim kulturama i životinjskim modelima. Osim p21, 

pomoću FLuc kao gena reportera proučeni su transkripcijski faktor TWIST1 zaslužan za 

poticanje tumorskih metastaza i rezistencije tumora na lijekove (Roberts i sur., 2017) te 

TWEAK-Fn14 signalni put koji završava aktivacijom transkripcijskog faktora NF-κB i 

uzrokuje terapijsku rezistenciju glioblastoma, najsmrtonosnijeg oblika karcinoma mozga 

(Roos i sur., 2017). Pomoću FLuc se može pratiti i ekspresija proteaze 50 specifične za testise 

(eng. testes-specific protease 50, TSP50) koja je pojačana u tumorskim stanicama i povezana 

s inhibicijom apoptoze pa se TSP50 nameće kao potencijalna meta antitumorskih lijekova 

(Wang i sur., 2016). Za praćenje tumorske progresije in vivo koriste se i mišji 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) pilećeg embrija na koju su nasađene stanice 

primarnog pankreasnog duktalnog adenokarcinoma (eng. pancreatic ductal adenocarcinoma 

cells, PDAC) transducirane lentivirusima koji eksprimiraju FLuc (Rovithi i sur., 2017). Veliki 

je uspjeh to što je model zadržao histopatološke i genetičke karakteristike originalnog tumora, 

a tumorski rast se može lako pratiti pomoću bioluminiscentnog signala FLuc.  

Pomoću bioluminiscentnih mišjih 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/β-katenin signalnog puta čija je 

pojačana aktivacija karakteristična za tumore (Zhu i sur., 2018). Bioluminiscencijska 

tehnologija s FLuc iskorištena je u praćenju karcinoma debelog crijeva u mišjem modelu koji 

oponaša humanu tumorsku progresiju uz intaktni imunosni antitumorski odgovor (Terracina i 

sur., 2015), a označavanjem makrofaga povezanih s tumorom (eng. tumor-associated 

macrophages, TAMs) s FLuc moguće je pratiti migraciju TAMs u tumorske lezije (Choi i 

sur., 2016). Migracija TAMs u tumorsku leziju potiče tumorsku progresiju pa se navedeni 

modeli koriste za procjenu djelovanja lijekova koji blokiraju mehanizme tumorske progresije 

povezane s makrofagima. Na sličan način iskorišteno je i označavanje mastocita s FLuc u 

praćenju njihove migracije u tumorske lezije na mišjim modelima karcinoma pluća (Oh i sur., 

2017). 

Antitumorski lijekovi često imaju ozbiljne nuspojave od kojih je najčešća citotoksičnost. Nrf2 

(eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) je glavni regulatorni transkripcijski faktor 

koji igra ključnu ulogu u antioksidacijskom signalnom putu koji predstavlja zaštitni odgovor 

organizma na citotoksične efekte uzrokovane antitumorskim lijekovima. Uvođenjem 

luciferaznog gena pod kontrolu transkripcijskih faktora koji pokreću Nrf2 signalni put, 

moguće je predvidjeti odgovor tumora na terapiju određenim antitumorskim lijekom i u ranim 

stadijima otkrića lijekova identificirati spojeve kandidate za lijek koji će ispoljavati 

citotoksične nuspojave (Ning i sur., 2015). Za mjerenje in vivo odgovora na endogeni i 

egzogeni oksidacijski stres, uključujući i onaj uzrokovan lijekovima, razvijen je i 

bioluminiscentni mišji 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 omogućava stvaranje bioluminiscentnih 
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mikroorganizama prilagodbom luciferaza za ekspresiju u ispitivanom patogenu. Inokulacijom 

staničnih kultura ili eksperimentalnih životinjskih modela transformiranim patogenom 

moguće je pratiti infekciju i njezin odgovor na farmakološku terapiju detekcijom 

bioluminiscentnog signala (Avci i sur., 2018).  

Općenito, primjena bioluminiscentnog oslikavanja u proučavanju patogena ima prednosti u 

usporedbi s konvencionalnim strategijama za analizu infekcija u životinjskim modelima 

(Hutchens i Luker, 2007; Doyle i sur., 2004). Tradicionalne metode lokalizacije i 

kvantificiranja prisutnosti patogenih mikroorganizama u živim eksperimentalnim životinjskim 

modelima infekcija uglavnom su se oslanjale na žrtvovanje životinja, uzorkovanje tkiva i 

brojanje jedinica koje stvaraju kolonije (eng. colony-forming units, CFU) (Chang i sur., 

2011). Pomoću BLI infekcije se mogu vizualizirati unutar pojedinih životinja tijekom 

vremena, bez potrebe za eutanazijom kako bi se odredilo mjesto i količina patogena. Optičko 

snimanje omogućuje sveobuhvatno ispitivanje svih tkiva i organa, umjesto uzorkovanja 

mjesta za koja se ranije znalo da su zaražena. Osim toga, točnost inokulacije specifičnih tkiva 

može se izravno odrediti prije nastavka eksperimenta s životinjama koje su neuspješno 

cijepljene ispitivanim mikroorganizmom. Varijabilnost između životinja može se kontrolirati, 

jer BLI omogućuje da se svaka životinja prati pojedinačno (Avci i sur., 2018).  

U literaturi postoje brojni primjeri iskorištenja FLuc za praćenje virusnih, bakterijskih, 

gljivičnih i parazitskih infekcija te HTS i BLI u razvoju lijekova usmjerenih protiv različitih 

patogenih mikroorganizama.  

Mnogi lijekovi usmjereni protiv virusa humane imunodeficijencije (HIV) su trenutno u 

pretkliničkim i kliničkim fazama razvoja, ali se razvoj ovih lijekova odvija relativno sporo 

čemu je djelomično uzrok nedostatak prikladnih HTS testova kojima bi se procjenjivao 

učinak 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 CCR5 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 zadužen za transkripcijsku elongaciju virusne 

RNA (Shin i sur., 2017). Također, ista kombinacija luciferaza u dvostrukom luciferaznom 

testu je iskorištena i za HTS u kojem se simultano mogu pratiti replikacija HIV-a i 

citotoksičnost 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 i sur., 2015) te 

virusa žute groznice, Dengue-virusa i Zika-virusa (Liu i sur., 2017). Mišji modeli zaraženi 

bioluminiscentnim uzročnicima infekcije razvijeni su za in vivo procjenu djelotvornosti 

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

Iako se u istraživanju bakterijskih infekcija više koriste bakterijske luciferaze, i FLuc je 

moguće unijeti u bakterijske kromosome te stvoriti bioluminiscentne sojeve bakterija (de Wet 

i sur., 1985; Chang i sur., 2011) za vizualizaciju i praćenje procesa infekcije i imunosnog 

odgovora domaćina na infekciju te ispitivanja učinkovitosti antibiotičke terapije i razvoja 

bakterijske rezistencije na antibiotike. Zadnjih godina, u razvoju antibakterijskih lijekova 

iskorištene 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 i sur., 2017) i dr. transformirane da eksprimiraju 

FLuc. 

Uspješna transformacija gljivica s FLuc za primjenu u ispitivanju novih antifungalnih lijekova 

in vitro i in vivo prijavljena je zadnjih godina za Aspergillus fumigatus (Papon i sur., 

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

Bioluminiscencijski geni reporteri su revolucionarizirali i područje razvoja antiparazitskih 

lijekova jer su omogućili lakše razumijevanje biologije parazita i patogeneze infekcije 

praćenjem genetički modificiranih bioluminiscentnih parazita tijekom različitih stadija 

njihovih životnih ciklusa u različitim domaćinskim organizmima. Bioluminiscentnim su u 

zadnjih nekoliko godina pomoću FLuc uspješno učinjeni paraziti Plasmodium falciparum 

(Stone i sur., 2014), Leishmaniamexicana (Cardiha i sur., 2017), Trypanosoma cruzi (Taylor i 

Kelly, 2014), Trypanosoma brucei (Calvo-Alvarez i sur., 2018), Giardia lamblia i 

Cryptosporidium parvum (Hennessey i sur., 2018) te su njihov rast i razmnožavanje praćeni u 

staničnim kulturama ili životinjskim modelima u odgovoru na farmakološku terapiju čime je 

dokazano da se bioluminiscencijski testovi mogu koristiti u HTS-u opsežnih knjižnica 

kemijskih spojeva za identifikaciju i procjenu djelotvornosti novih antiparazitika.  

Glavni izazov u BLI parazitskih infekcija bila je nemogućnost vizualizacije malog broja 

parazita koji su često povezani s kroničnim stadijima bolesti. Primjena FLuc s emisijskim 

maksimumom pomaknutim prema crvenom području spektra riješila je ovaj problem 

(Branchini i sur., 2010). Na mišjim modelima infekcije s Trypanosoma cruzi pokazano je da 
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se u razdobljima duljim od 6 mjeseci može kontinuirano pratiti opterećenje organizma 

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

Iako se bioluminiscencijska tehnologija najviše iskorištava za studije antitumorskih i 

antimikrobnih lijekova, postoje primjeri nedavne primjene FLuc u HTS-u za identifikaciju 

novih lijekova kandidata za liječenje osteoporoze (Gong i sur., 2016), reumatoidnog artritisa 

(Balkrishna i sur., 2019), upalnih bolesti crijeva (Tambuwala i sur., 2015) te Alzheimerove 

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

4.4.2 Luciferaze klišnjaka 

CBRLuc i CBGLuc su kao i FLuc luciferaze ovisne o ATP-u, pa se mogu koristiti u 

ispitivanju vijabilnosti stanica. Doduše, FLuc je prikladnija za ovaj tip ispitivanja zbog svoje 

veće aktivnosti, ali su CBLuc u prednosti za mjerenja koncentracije ATP-a u okolišu koji 

njime nije bogat zbog veće KM vrijednosti (Branchini i sur., 2017).  

CBRLuc je poslužila za razvoj HTS za detekciju inhibitora translokacije transkripcijskog 

faktora p53 u mitohondrije (Noda i sur., 2017). p53 je tumorski supresor koji se aktivira pri 

oštećenju DNA i oksidacijskom stresu i aktiviran premješta iz citosola u matriks mitohondrija 

da bi pokrenuo nekrotičnu smrt stanice pa se navedeno HTS ispitivanje može koristiti za 

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

Također, na temelju CBRLuc i CBGLuc su razvijeni PCA konstrukti Simer-R i Simer-G koji 

sadrže domene estrogenskih receptora za vezanje liganda (Kim i Umezawa, 2016). Mjerenjem 

intenziteta crvene i zelene bioluminiscencije moguće je pomoću ovih reportera procijeniti 

agonističko i antagonističko djelovanje određenog spoja nakon njegovog vezanja na 

estrogenski receptor.  

U obliku PCA testa za ispitivanje PPI CBLuc su uključene u stanične biosenzore koji 

izvještavaju o aktivnosti protein kinaze G (Schramm i sur., 2018) te kemokinskoj signalizaciji 

(Luker i Luker, 2016).  

Na području razvoja novih antiparazitika, CBRLuc i CBGLuc su iskorištene u dvostrukom 

luciferaznom testu za identifikaciju novih antimalarika usmjerenih na različite razvojne 

stadije parazita Plasmodium falciparum, a posebice gametocita, oblika zaslužnih za 

transmisiju parazita iz ljudi u komarce i širenje bolesti (Cevenini i sur., 2014).  
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Također, s CBRLuc je provedena studija in vivo mišjeg modela infekcije središnjeg živčanog 

sustava parazitom Trypanosoma brucei, uzročnikom bolesti spavanja (Van Reet i sur., 2014). 

Dokazana je preferabilnost bioluminiscencijskih sustava koji koriste D-luciferin nad onima 

koji koriste koelenterazin, uslijed niže cijene i veće bioraspoloživosti D-luciferina, za 

primjenu u studijama tripanosomijaze i ispitivanju antiparazitika. Koelenterazin, naime, za 

razliku od luciferina, ne prelazi krvno-moždanu barijeru u dovoljnoj količini (Kaskova i sur., 

2016).  

U poslijednjih nekoliko godina probiotici su postali jedan od obećavajućih oblika terapije 

različitih bolesti. Ipak, praćenje bakterijskih sojeva nakon njhovog uvođenja u kompleksne 

ekosustave gastrointestinalnog trakta i procjena učinkovitosti određenog probiotika i dalje 

predstavlja izazov. U literaturi postoji nekoliko primjera u kojima je bioluminiscencijska 

tehnologija omogućila praćenje bakterijskih sojeva unutar crijeva te pridonijela boljem 

razumijevanju interakcija između probiotika i domaćinskog organizma. Za stvaranje 

bioluminiscentnih sojeva bakterija Lactobacillus plantarum i Lactococcus lactis iskorišteni su 

CBRLuc, GLuc i lux bakterijska luciferaza (Daniel i sur., 2013), ali je nedugo nakon 

dokazano da je primjena dvostrukog luciferaznog testa s CBRLuc i CBG99Luc 

najučinkovitija za simultano praćenje dvaju sojeva bioluminiscentnih mliječnih bakterija u 

crijevima miševa in vivo i ex vivo u mišjem fecesu (Daniel i sur., 2015). Također, BRET 

metodom koja iskorištava CBRLuc u kombinaciji s fluorescentnim proteinom mCherry 

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

Prijavljena je i primjena CBRLuc za transformaciju određenih sojeva mikobakterija na kojima 

je moguće provesti pretraživanje novih antibiotika te procjenu učinkovitosti antibiotičke 

terapije na miješane mikobakterijske infekcije u kombinaciji CBRLuc s FLuc (Chang i sur., 

2014). Također, kodon optimizirana CBRLuc za ekspresiju u Lysteria monocytogenes 

pokazala je veću osjetljivost za BLI bakterijskih infekcija od bakterijske luciferaze (Ur 

Rahman i sur., 2017).  

U gljivicu Candida albicans CBRLuc i CBGLuc se uspješno uvedeni pod kontrolu genskih 

promotora gljivice koji su aktivni tijekom morfogeneze hifa čime je dokazano da se 

bioluminiscencijsko ispitivanje u u jednostavnoj izvedbi genskog reporterstva može koristiti 

za identifikaciju novih antifungalnih lijekova te procjenu njihove učinkovitosti (Kapitan i sur., 

2016).  
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4.4.3 Luciola luciferaza 

U zadnjih 5 godina u literaturi je zabilježena samo jedna studija koja iskorištava Luciola 

luciferazu, a može se primjeniti u razvoju lijekova. U njoj je procijenjena učinkovitost 

kapecitabina i fotodinamičke terapije u mišjem modelu karcinoma dojke (Anand i sur., 2019). 

Ranije studije koje uključuju Luciola luciferazu popisane su drugdje (Kaskova i sur., 2016).  

4.4.4 Renilla luciferaza 

Najčešća primjena RLuc je u BRET sustavima. S RLuc su razvijeni su različiti stanični 

senzori temeljeni na BRET-ukoji su primjenjivi u HTS-u, npr. za praćenje autofagije in vivo i 

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

Među brojnim BRET sustavima za proučavanje GPCR-ova (Unal, 2019), razvijen je i 

konformacijski biosenzor temeljen na intramolekularnom BRET-u s RLuc koji se može 

koristiti za identifikaciju ortosteričkih i alosteričkih liganda GPCR-ova (Sleno i sur., 2016). 

BRET s RLuc8 i mVenus korišten je za proučavanje vezanja liganda na GPCR histaminske 

receptore H1 (Bosma i sur., 2016). 

U proučavanju GPCR signalizacije RLuc je našao primjenu i u obliku PCA testa, primjerice, 

spajanje jednog proteinskog fragmenta RLuc s GPCR-om, a drugog s β–arestinom2 ili Rab5 

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

RLuc se često koristi i u obliku PCA testa za razne namjene, npr. za pretraživanje spojeva koji 

utječu na pravilno smatanje proteina (Sheahan i sur., 2016) ili potiču apoptozu tumorskih 

stanica posredovanu aktivacijom kaspaze-3 u mišjem modelu humanog glioma (Singh i sur., 

2016). Također, pomoću RLuc PCA HTS testa su dekvalinijev klorid i klofoktol identificirani 

kao inhibitori Cdc7 (eng. cell division cycle 7) serin/treonin kinaze pretjerano eksprimirane u 

tumorskim stanicama s važnom ulogom u inicijaciji DNA-replikacije i toleranciji na oštećenja 

DNA (Cheng i sur., 2018).  

Nadalje, RLuc je uklopljena u znatan broj HTS pretraga antivirotika, posebice za viruse protiv 

kojih još nisu razvijeni učinkoviti lijekovi. PCA test s RLuc iskorišten je za HTS antivirotika 

usmjerenih protiv koronavirusa koji uzrokuje respiratorni sindrom srednjeg Istoka (eng. 

Middle East respiratory syndrome coronavirus, MERS-CoV). Nafamostat je među 1000 

pretraženih spojeva identificiran kao potentni inhibitor transmembranske serinske proteaze u 

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

nakon aktivacije proteazama. 

Dengue virus i virus Zapadnog Nila uzrokuju tešku hemoragijsku vrućicu i oko 25 000 smrti 

godišnje. Pomoću HTS-a s RLuc pretražena je knjžnica 120 000 kemijskih spojeva u potrazi 

za inhibitorima virusnih proteaza koji bi zaustavljali replikaciju ovih virusa te je 8 spojeva 

pobliže analizirano kako bi se utvrdilo njihovo djelovanje na replikaciju virusa i 

citotoksičnost, a 3 spoja su se pokazala potentnim inhibitorima virusnih proteaza 

zadovoljavajućih svojstava (Balasubramanian i sur., 2016). Također, u in vivo ispitivanju 

učinkovitosti lijekova protiv virusa Rift Valley groznice, među 727 spojeva je dokazano da 

mitoksantron može ublažiti težinu bolesti u mišjim modelima, iako ni jedan spoj nije potpuno 

suzbio infekciju (Lang i sur., 2019).  

U dvostrukom luciferaznom testu s FLuc je RLuc omogućila praćenje replikacije virusa HIV-

a i evaluaciju antiretrovirotika (Shin i sur., 2017; Mitsuki i sur., 2016), pretragu inhibitora 

replikacije Zika virusa (Li i sur., 2018) i praćenje 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 uključen u otkriće lijekova protiv hemoglobinopatija 

poput bolesti srpastih stanica. Omogućio je, npr. identifikaciju oko 1000 potencijalnih 

lijekova kandidata koji djeluju na aktivaciju γ-globin gena (Xie i sur., 2016) te u drugoj studiji 

232 spoja koja induciraju ekspresiju γ-globina od koji je 7 odabrano za potencijalne buduće 

lijekove i pušteno u daljnji razvoj (Peterson i sur., 2014).  

Još neke od primjena dvostrukog luciferaznog testa s FLuc i RLuc su HTS onkofetalnih 

kromatinskih faktora bitnih za transformaciju tumorskih stanica i metastaziranje, koji bi mogli 

biti mete novih antitumorskih lijekova za agresivne maligne bolesti (Peter i sur., 2016) i 

praćenje genske ekspresije upalnih procesa u astrocitima posredovanih sfingozin-1-fosfatom 

(Dusaban i sur., 2017).  

4.4.5 Gaussia luciferaza 

Luciferaze koje se izlučuju iz stanica danas se široko koriste kao osjetljivi reporteri u 

različitim in vitro i in vivo ispitivanjima uključujući PCA i imunološke analize, HTS i BLI in 

vivo. Najpopularnija je ipak njihova primjena u HTS-u za pretraživanje modulatora genske 

ekspresije jer se korištenjem luciferaza koje se izlučuju iz stanice može izbjeći korak lize 



 

103 
 

stanica prije mjerenja bioluminiscentnog signala (Auld i sur., 2018). GLuc je čak uspješno 

iskorištena kao reporter izlučen u krv za neinvazivno ex vivo praćenje bioloških procesa u 

životinjama (progresiju tumora čak i u nepristupačnim mjestima, metastaza, odgovora na 

farmakološku 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 posvećen je istraživanju PPI pomoću PCA testa (Luker i Luker, 2014). 

Budući da prostorna struktura GLuc još nije otkrivena, parovi za PCA test izabrani su između 

fragmenata GLuc podijeljenih na različitim mjestima na temelju svoje sposobnosti da 

ponovnim spajanjem obnove aktivnost luciferaze (Remy i 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% početne aktivnost GLuc, ali je 

ta vrijednost ipak premašila specifičnu aktivnost intaktnih RLuc i FLuc (Auld i sur., 2018; 

Tannous i sur., 2005).  

Različite nedavne primjene GLuc fragemenata u PCA uključuju povezivanje kemokina sa 

specifičnim receptorima in vivo (Luker i Luker, 2014), dimerizaciju prekursora amiloidnih 

peptida (Decock i sur., 2015), otkrivanje mehanizma lipidne regulacije u Drosophila i 

miševima detekcijom interakcija između 487 droplet-asociranih proteinskih parova (Kolkhof i 

sur., 2017), otkrivanje PPI tijekom apoptoze (Gilad i sur., 2014), ciljanje fragmenata α-

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

Također, za in vitro ispitivanje, GLuc je konjugirana s protutijelom za detekciju interferona-γ 

(Moutsiopoulou i sur., 2017). Genetičkim spajanjem GLuc s transportnim proteinom cinka 

(ZnT8) koji je identificiran kao autoimuna meta u šećernoj bolesti tipa 1 stvoren je protein 

koji se izlučuje iz stanica insekata u kojima je eksprimiran i može biti primjenjen bez 

pročišćavanja za određivanje autoantitijela na ZnT8 u serumu pacijenata (Ustinova i sur., 

2014). Metoda se pokazala osjetljivijom nego ELISA.  

HTS s GLuc iskorišten je za pretraživanje 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 i 

sur., 2017b).  
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GLuc mutant (M60L/M127L) s produljenom emisijom svjetlosti spojen je s humanim 

inzulinom te je pomoću njega pretražena knjižnica prirodnih produkata u potrazi za 

modulatorima izlučivanja inzulina (Kalwat i sur., 2016).  

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

longa. 

Primjeri novijih primjena GLuc u BLI in vivo uključuju praćenje izlučenih proteinskih 

terapijskih meta spojenih s GLuc, npr. humanog inzulina (Suzuki i sur., 2017; Kalwat i sur., 

2016), izlučenih intrapulmonarnih i cirkulatornih proteina u miševima za procjenu ishoda 

genske terapije (Paul-Smith i sur., 2018), pretkliničke mišje modele leukemije mastocita (Bibi 

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

Za procjenu učinka antimikrobnih lijekova pomoću GLuc u bioluminiscentne sojeve 

tranformirani su Candida albicans (Delarze i sur., 2015), E. coli (Liu i sur., 2014), 

Mycoplasma sp. (Degeling i sur., 2014), enterovirus 71 (Xu i 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 živim stanicama i in vivo u miševima (Leng i sur., 

2016) i uz FLuc i RLuc u in vivo optičkom oslikavanju NF-κB aktivnosti i apoptoze u 

karcinomu dojke (Mezzanotte i sur., 2014).  

4.4.6 Metridia luciferaza 

HTS ispitivanja koja iskorištavaju MLuc stvorena su s ciljem identifikacije spojeva koji će 

aktivirati gensku ekspresiju faktora induciranih hipoksijom (eng. hypoxia-inducible factors, 

HIFs) jer su oni potencijalne terapijske mete za sprječavanje progresije ishemijskih bolesti 

srca, bubrega i mozga (Tsujita i sur., 2015). Primjerice, jedna je studija prijavila da 

aminokiselinski derivati s furanom i tiofen-2-karbonilom u strukturi aktiviraju HIFs 

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

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

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

In vivo primjena MLuc uključuje detekciju bioluminiscentnih stanica, npr. živih cirkulirajućih 

stanica karcinoma prostate u krvi pomoću reporterskog adenovirusa selektivnog za tumore 

označenog s MLuc (Wu i sur., 2014) te praćenje diferencijacije stanica skeletnih mišića 
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(Öztürk-Kaloglu i sur., 2017) i hondrocita (Oberbauer i sur., 2016) u stvarnom vremenu. 

Pomoću MLuc je također istražen signalni put u koji je uključen aneksin A6 eksprimiran u 

velikim količinama u artikularnim hondrocitima za koji je zaključeno da završava aktivacijom 

NF-κB transkripcijskog faktora (Minashima i Kirsch, 2018) te da bi aneksin A6 mogao biti 

potencijalna meta protuupalnih lijekova. NF-κB signalni put je ispitan pomoću MLuc i u 

patogenu Porphyromonas gingivalis uključenom u kronični periodontitis (Tada i sur., 2016).  

Zbog visoke termostabilnosti MLuc je uspješno iskorištena u studijama stanične hipertermije 

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

MLuc je jedna od luciferaza korištenih u novom Matador ispitivanju citotoksičnosti koje 

iskorištava svojstva novijih morskih luciferaza jakog intenziteta bioluminiscencije i dugog 

poluvremena života, a može se primjeniti za razvoj novih citostatika i imunostatika (Matta i 

sur., 2018).  

4.4.7 Cypridina luciferaza 

Prethodne primjene CLuc luciferaze sažete su u preglednom radu (Kaskova i sur., 2016), a u 

zadnjih nekoliko godina postoji tek nekolicina primjera iskorištenja CLuc luciferaze, posebice 

u razvoju lijekova.  

U dvostrukom luciferaznom testu je CLuc iskorištena za ex vivo kontinuirano praćenje 

tumorske progresije u miševima (Morita i sur., 2016). Po potrebi su informacije dobivene s 

CLuc upotpunjene in vivo BLI za analizu prostorne raspodjele tumorskih stanica u mišjem 

organizmu. Ovakvim oblikom ispitivanja se postižu uštede luciferina i smanjuje stres kojem 

su izložene male životinje u eksperimentu te omogućuje dugoročno nadziranje tumorske 

progresije. 

U HTS ispitivanju modulatora interleukin-6 (IL-6) signalnog puta u stanicama jetre uz pomoć 

CLuc je ustanovljena potencijalna terapijska vrijednost određenih mikroRNA za liječenje 

kronične jetrene bolesti i nekih tumora (Servais i sur., 2019). IL-6 i ostali njemu slični citokini 

dijele zajednički receptor glikoprotein 130 (gp130) koji aktivira signalnu kaskadu koja 

uključuje Janus kinaze (JAK) i transkripcijske faktore za provođenje 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 stanični sustav može 

koristiti i za identifikaciju drugih spojeva koji utječu na JAK/STAT signalni put narušen u 

nizu bolesti.  
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4.4.8 NanoLuc® luciferaza 

Primjena NLuc omogućila je napredak u praćenju vijabilnosti stanica korištenjem 

luciferinskog prosupstrata. Luciferinski prosupstrat sintetiziran je tako da ga samo žive 

stanice mogu prevesti u aktivni supstrat za NLuc luciferazu koji će polučiti bioluminiscentni 

signal. Izravnim dodatkom NLuc i luciferinskog prosupstrata u medij stanične kulture 

omogućena je detekcija živih stanica tijekom 96 h bez narušavanja staničnih funkcija 

(Duellman i sur., 2015).  

U razvoju antitumorskih lijekova NLuc je uspješno iskorišten 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 pojačanog dotoka 

krvi u tumorske stanice uslijed angiogeneze (Hsu i sur., 2016) te za razjašnjavanje signalnih 

puteva u koje je VEGF uključen u dječjem hemangiomu (Kilpatrick i sur., 2019).  

NLuc je zbog svoje male veličine našao široku primjenu u proučavanju patogeneze virusnih 

infekcija i razvoju antivirotika. Uklopljen je, primjerice, u ekspresijske vektore za virus 

bjesnoće (Anindita i sur., 2016), Sindbis, Chikungunya i istočni i venecuelanski konjski virus 

encefalitisa (Sun i sur., 2014) te u nekoliko rodova virusa iz porodice Flaviviridae (Tamura i 

sur., 2018). Za razliku od većih reportera kojima se tijekom virusne replikacije smanjivala 

razina ekspresije, NLuc je pokazao veću stabilnost, a virusni vektori koji su eksprimirali 

NLuc uzrokovali su infekcije slične težine kao njihovi nemodificirani roditeljski virusi. 

Iskorišen je i za konstrukciju reportera za virus hepatitisa B (Nishitsuji i sur., 2015) i virus 

HIV-a (Thomas i sur., 2016; Seay i sur., 2015) pri čemu je njegova velika osjetljivost 

omogućila kvantifikaciju replikacije virusa pri niskim razinama na početku infekcije. 

Osim u virusima, eksprimiran je u Plasmodium falciparum (Azevedo i sur., 2014)i 

Plasmodium berghei (De Niz i sur., 2016) za praćenje parazita tijekom njihovih životnih 

ciklusa i u HTS-u za identifikaciju novih spojeva s antimalarijskim djelovanjem. Također, 

amastigoti Leishmania mexicana uspješno su uz NLuc vizualizirani slobodni i unutar 

makrofaga, a ujedno je otkriveno da određeni spojevi aktivni protiv Mycobacterium 

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

Pomoću NLuc tranformirani su sojevi bakterije Streptococcus A koji proizvode puno 

intenzivniju bioluminiscenciju nego sojevi s FLuc, no FLuc se u ovom slučaju ipak pokazao 
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boljim jer može razlikovati metabolički aktivne i neaktivne bakterije što NLuc ne može jer je 

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

Agregacija proteina se smatra ključnim faktorom u nekoliko bolesti od Huntingtonove do 

Alzheimerove pa ipak još uvijek ne postoji dovoljno testova kojima bi se in vitro i in vivo 

ispitivala agregacija proteina. U tu svrhu je NLuc iskorišten u obliku PCA testa (Zhao i sur., 

2016). Jedan fragment NLuc (N64) spojen je na protein za koji je poznato da stvara agregate, 

a drugi fragment NLuc korišten je za mjerenje razine agregacije proteina. Ako protein od 

interesa ne podliježe agregaciji, dodatak drugog fragmenta NLuc luciferaze obnovit će 

aktivnost NLuc nakon dodatka furimazina, dok je u suprotnom smanjenje intenziteta 

bioluminiscencije proporcionalno razini proteinske agregacije. Klasični oblik PCA testa s 

NLuc, tzv. NanoBit korišten je za istraživanje PPI u patogenezi amiotrofične lateralne 

skleroze i za identifikaciju spojeva koji djeluju na dimerizaciju superoksid dismutaze 1 

(SOD1) (Oh-Hashi i sur., 2016) te za proučavanje interakcija između β-arestina2 i humanog 

A3 adenozinskog receptora, podvrste GPCR eksprimiranog u velikim količinama u upalnim i 

tumoskim stanicama, kao potencijalne mete za liječenje reumatoidnog artritisa, psorijaze i 

hepatocelularnog karcinoma (Storme i sur., 2018). 

NLuc je u BRET-u kombiniran s fluorescentnim antagonistima histaminskih H1 receptora za 

proučavanje 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 često korišten za njihovo proučavanje (Stoddart i sur., 2015) jer 

je u zadnjih nekoliko godina sve jasnija važna uloga GPCR signalizacije u razvoju tumora 

(Nieto Gutierrez i McDonald, 2018). Primjerice, konstruiran je mišji model humanog 

karcinoma dojke koji eksprimira β2-adrenoceptore vezane na NLuc te omogućuje 

vizualizaciju signalizacije β2-adrenoceptorima uz pomoć fluorescentnog analoga propranolola 

(Alcobia i sur., 2018). Propranolol je klasični antagonist β2-adrenoceptora čija je djelotvornost 

u nekim vrstama karcinoma potvrđena klinički, ali nije mu još u potpunosti razjašnjen 

mehanizam djelovanja u tumorskim stanicama. 

NanoBRET je primjenjiv i za proučavanje signalizacije receptorskim tirozin kinazama 

(Kilpatrick i sur., 2017) i unutarstaničnim kinazama (Robers i sur., 2015).  

Također, BRET s NLuc i žutim fluorescentnim proteinom za vizualizaciju procesa od vezanja 

inzulina za receptore (Shigeto i sur., 2015) i s posebnim fluorescentnim konstruktima 

LumiFlours za detekciju mikrometastaza u limfnim čvorovima (Schaub i sur., 2015). 
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U obliku dvostrukog luciferaznog testa NLuc je korišten s FLuc za vizualizaciju tumora 

mozga i sistemskih metastaza u mišjim modelima (Germain-Genevois i sur., 2016). NLuc je 

pokazao veću aktivnost ex vivo, ali je in vivo FLuc imao veći bioluminiscentni signal zbog 

boljih svojstava prodiranja svjetlosti kroz tkivo. Slična studija s NLuc i FLuc je provedena i 

za praćenje virusne infekcije u miševima (Sun i sur., 2014), a pokazalo se da iako je FLuc 

jačeg signala u individualnim zaraženim 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 označena NLuc mogu biti iskorištena za dijagnostiku uz 

bolesnika (eng. point of care, PoC)– primjerice, terapijsko praćenje doze (eng. therapeutic 

drug monitoring, TDM) kvantifikacijom lijekova u krvi ili serumu na papiru. Na takav je 

način iskorištena primjerice yNLuc pod kontrolom humanog α-estrogenskog receptora u 

NanoYes platformi u S. cerevisiae za otkrivanje endokrinih disruptora s estrogenskim 

djelovanjem (Cevenini i sur., 2017).  

Također, NLuc je iskorišten za bioluminiscencijski stanični biosenzor koji se može detektirati 

pametnim telefonom, a učinkovitost sustava potvrđena je ispitivanjem antiupalne aktivnosti i 

toksičnosti spojeva iz ekstrakta komine bijelog grožđa (Cevenini i sur., 2016). Ovakav bi 

sustav mogao zadovoljiti potrebe malih poduzeća kojima nedostaje potpuno opremljen 

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

4.4.9 Bakterijske luciferaze 

Bakterijski lux geni optimizirani su za primjenu u eukariotskim stanicama (Gupta i sur., 2003) 

i stanicama sisavaca (Patterson i sur., 2005), no i dalje je najkorištenija 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 učinkovitosti već poznatih protiv višestruko rezistentnih (eng. multi drug resistant, 

MDR) bakterija. Također, česta je njihova primjena u otkrivanju mogućnosti prenamjene 

postojećih antimikrobnih lijekova za liječenje infekcija nekim drugim mikroorganizmima.  
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Veliki broj primjena bakterijske luciferaze uključuje bioluminiscentne sojeve M. tuberculosis 

za HTS pretraživanje prijekopotrebnih novih antituberkulotika. Primjerice, razvijeni su in 

vitro i in vivo testovi za ispitivanje potentnosti lijekova protiv M. tuberculosis u njezinom 

dormantnom stadiju (Vocat i sur., 2015) te za istraživanje mehanizma djelovanja 

antituberkulotika za koje se pretpostavlja da inhibiraju sintezu stanične stijenke bakterija 

(Naran i sur., 2016). U jednoj je studiji HTS-om knjižnice 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 i 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 β-laktamske antibiotike (Collia i sur., 2018), a u mišjim modelima cistične 

fibroze dokazano je da klaritromicin i inhibitori proteaza inhibiraju različite faktore 

virulencije P. aeruginosa i stoga su poželjna dodatna terapija u ublažavanju upale pluća 

uzrokovane infekcijom ovim patogenom kod pacijenata s cističnom fibrozom (Sandri i sur., 

2018).  

Uvođenjem lux gena i Brucella melitensis (Kassem i sur., 2016), Streptococcus A (Lamb i 

sur., 2018) te S. aureus preinačeni su za razvoj bioluminiscentnih mišjih modela bakterijske 

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

Pomoću bioluminiscentnog MDR soja Streptococcus pneumoniae otkrivena su 4 nova spoja 

izolirana iz rijetkih aktinomiceta sa 16 puta jačim antimikrobnih djelovanjem od 

levofloksacina (Tiwari i sur., 2015).  

Vrijednost biljke Asphodelus microcarpus u razvoju novih antimikrobnih lijekova dokazana 

je nakon ispitivanja na 13 različitih mikroorganizama (Di Petrillo i sur., 2017). Etanolni 

ekstrakt njezinih listova je pokazao jaku inhibiciju rasta Gram negativnih bakterija, umjerenu 

Gram pozitivnih bakterija, a protiv kvasaca nije ispoljio djelovanje. Također, pokazao se 

djelotvornim za zaustavljanje replikacije Ebola virusa te je inhibirao stvaranje biofilma E. 

coli, S. aureus, S. haemolyticus i Bacillus clausii.  
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Za ispitivanje djelotvornosti antibiotika i njihovog međusobnog sinergijskog djelovanja 

razvijen je robustan, brz i cijenovno isplativ HTS koji među 39 MDR sojeva uključuje i S. 

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

Iako je prethodno uspješno provedeno BLI tumora uz pomoć bioluminiscentnih bakterija 

usmjerenih na tumore (Yu i sur., 2004), posljednjih godina nisu prijavljene slične studije. 

Jedan od načina na koji bakterijska luciferaza može biti iskorištena u razvoju antitumorskih 

lijekova je metoda induciranog metaboličkog bioluminiscentnog oslikavanja (imBI). imBI se 

temelji na detekciji spojeva uključenih u proces glikolize - laktata, piruvata, glukoze i ATP-a 

u tumorima. Ova metoda omogućuje metaboličku klasifikaciju tumora te praćenje promjena u 

glikolizi u tumorskim stanicama i na taj način doprinosi boljem razumijevanju progresije 

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

Bioluminiscentne humane stanice koje sadrže lux gene stvorene su s ciljem detekcije 

djelovanja prolijekova prije i poslije metabolizma u uvjetima koji odgovaraju onima u 

ljudskom organizmu (Xu i sur., 2017). Time se može smanjiti veliki postotak neuspjeha 

spojeva kandidata za lijekove u kliničkoj fazi razvoja. Također, za procjenu citotoksičnosti 

spojeva stvoren je stanični biosenzor s HEK293 stanicama koje eksprimiraju bakterijsku 

luciferazu i ne zahtijevaju dodatak egzogenog supstrata (Class i sur., 2015) koji može biti 

iskorišten za procjenu sigurnosti potencijalnih lijekova prije njihove daljnje optimizacije.  
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5. ZAKLJUČCI 

Bioluminiscencijski reporterski geni uspješno su izolirani i klonirani iz raznih vrsta 

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

Luciferaze za koje kodiraju bioluminiscencijski geni reporteri razlikuju se svojom veličinom, 

proteinskim strukturama, vrstom luciferina koje koriste za bioluminiscencijsku reakciju te 

fizikalno-kemijskim svojstvima. Stoga svaka luciferaza ima svoje prednosti i nedostatke za 

primjenu u određenim vrstama ispitivanja.  

U ranim fazama razvoja lijekova bioluminiscencijska tehnologija može ponuditi najveći 

doprinos u vidu pojednostavljenja, povećanja osjetljivosti te ubrzanja i smanjenja troškova 

HTS ispitivanja koja se koriste u otkrivanju novih spojeva kandidata za lijekove, 

razjašnjavanju mehanizma djelovanja i procjeni djelotvornosti lijekova.  

U pretkliničkoj fazi razvoja lijekova bioluminiscentno biološko oslikavanje in vivo 

omogućuje osjetljivo, neinvazivno, kvantitativno praćenje patogeneze bolesti i odgovora na 

farmakološku terapiju u životinjskim modelima. Također, u skladu s etičkim zahtjevima 

omogućuje korištenje manjeg broja životinja u istraživanjima i smanjene njihove patnje. 

Najčešće je korišteno za praćenje infekcije ili progresije tumora te procjenu učinkovitosti 

antiinfektivnih i antitumorskih lijekova.  

U kliničku fazu razvoja lijekova nije vjerojatno da će se bioluminiscencijski geni reporteri 

uspješno uključiti, ali zato u ranijim fazama razvoja lijeka nude bitne prednosti pred 

konvencionalno korištenim metodama. 

Iako primjena bioluminiscencijskih metoda nailazi na određena ograničenja, većini se 

nedostataka može doskočiti usavršavanjem luciferaza genetičkim inženjerstvom ili 

kemijskom sintezom novih luciferinskih supstrata s boljim svojstvima.  

Sve ubrzanijim napretkom tehnologije, molekularne biologije, genetičkog inženjerstva i 

sintetske kemije otkrivaju se novi načini na koje se može iskoristiti veliki potencijal primjene 

bioluminiscencijskih gena reportera.  
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7. SAŽETAK 

Bioluminiscencijski reporterski geni kodiraju enzime luciferaze koji kataliziraju oksidaciju 

luciferina popraćenu emisijom svjetlosti. Brojne prirodne i rekombinantne luciferaze različitih 

svojstava komercijalno su dostupne u testnim kompletima za određenu namjenu. Luciferazni 

test se može izvesti kao jednostruki, dvostruki ili višestruki za praćenje više staničnih 

događaja istovremeno kombiniranjem luciferaza koje emitiraju svjetlost različitih boja. 

Bioluminiscencijski reporterski geni široko se koriste za istraživanje genske ekspresije, 

protein-protein interakcija, signalnih puteva i drugih staničnih događaja. Zbog jednostavnosti 

izvođenja, neinvazivnosti, visoke osjetljivosti i linearnosti ispitivanja te pogodnog omjera 

cijene i učinkovitosti bioluminiscencijske metode su jedne od najprikladnijih za primjenu uin 

vitro i in vivo postupcima u razvoju lijekova. Glavni načini na koje se bioluminiscencija 

iskorištava u razvoju lijekova su visokoprotočno pretraživanje opsežnih knjižnica kemijskih 

spojeva u potrazi za novim spojevima kandidatima za lijek i bioluminiscentno biološko 

oslikavanje pretkliničkih životinjskih modela za procjenu učinkovitosti 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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kompletima za određenu namjenu. Luciferazni test se može izvesti kao jednostruki, dvostruki ili višestruki za praćenje 

više staničnih događaja istovremeno kombiniranjem luciferaza koje emitiraju svjetlost različitih boja. 

Bioluminiscencijski reporterski geni široko se koriste za istraživanje genske ekspresije, protein-protein interakcija, 

signalnih puteva i drugih staničnih događaja. Zbog jednostavnosti izvođenja, neinvazivnosti, visoke osjetljivosti i 

linearnosti ispitivanja te pogodnog omjera cijene i učinkovitosti bioluminiscencijske metode su jedne od 

najprikladnijih za primjenu u in vitro i in vivo postupcima u razvoju lijekova. Glavni načini na koje se 

bioluminiscencija iskorištava u razvoju lijekova su visokoprotočno pretraživanje opsežnih knjižnica kemijskih spojeva 

u potrazi za novim spojevima kandidatima za lijek i bioluminiscentno biološko oslikavanje pretkliničkih životinjskih 

modela za procjenu učinkovitosti lijekova.  
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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 

bioluminescent molecular imaging in preclinical animal models for the assessment of drug efficacy. 
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