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Bioluminiscencija

Bioluminiscencija je zapanjujuca prirodna pojava koja nastaje kada Zivi organi-
zam emitira vidljivo svjetlo. Razlic¢iti bioluminiscencijski sustavi za emitiranje
svjetlosti dijele zajednicke komponente, no na temelju njihove velike raznoliko-
sti procijenjeno je da su se razvili oko 30-40 puta u razli¢itim vrstama organi-
zama neovisnim evolucijskim putevima (1). Bakterije ih, primjerice, koriste za
medustani¢nu komunikaciju, krijesnice u svojim precizno koordiniranim svje-
tlucavim ophodenjima prije parenja, svjetle¢i crvi i licinke kukaca zelenom ili
crvenom svjetlo§¢u upozoravaju na svoju otrovnost, a plava se svjetlost u mor-
skim dubinama koristi za privlacenje plijena posebnim svjetlosnim organima u
obliku udica ili za skrivanje vlastite sjene te stapanje s okolnim plavetnilom u
bijegu od predatora.

Bioluminiscencija je vrsta kemiluminiscencije, §to znaci da emisiji svjetlo-
sti prethodi kemijska reakcija. Ona se odvija izmedu molekule supstrata (lucife-
rina) i enzima (luciferaze). Luciferini i luciferaze su genericki pojmovi i moraju
biti poblize opisani vrstom organizma iz kojeg su izolirani kako bi se znali nji-
hova tocna struktura i svojstva te boja bioluminiscentne svjetlosti koja se njiho-
vom reakcijom oslobada. Iako su strukture luciferina i luciferaza razlicite, meha-
nizam bioluminiscencijske reakcije u svim je poznatim sustavima slican (vidi
sliku 1.). Luciferaza katalizira reakciju aktivacije i oksidacije luciferina pri ¢emu
preko meduprodukata bogatih energijom nastaje oksiluciferin u pobudenom
elektronskom stanju. Pri povratku u osnovno elektronsko stanje oksiluciferin
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emitira fotone na odredenoj valnoj duljini. Neke luciferaze za reakciju zahtije-
vaju dodatak kofaktora poput ATP-a ili magnezijevih kationa, dok je drugima za
reakciju potreban samo kisik (2).

Raznolikost bioluminiscencijskih sustava

Luciferaze se mogu podijeliti na temelju luciferinskih supstrata koje iskorista-
vaju za svoje reakcije pa razlikujemo luciferaze ovisne o D-luciferinu, koelente-
razinu, Cypridina luciferinu (vargulinu), furimazinu i dr. Jo§ neke od znacajki
koje su bitne pri opisu luciferaza su njihova molekulska masa, valna duljina emi-
sijskog maksimuma bioluminiscencije i njezin intenzitet, vrijeme poluZivota u
stanicama te podatak izlucuje li se luciferaza iz stanice nakon ekspresije ili se
zadrzava u citoplazmi (slika 1.).
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Slika 1. » Sazeti prikaz bioluminiscencijskih reakcija oksidacije razlicitinh luciferinskih supstrata
kataliziranih pripadnim luciferazama (prilagodeno prema 12)
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Najpoznatija i naj¢e$ce koristena luciferaza izolirana je iz sjevernoamericke
krijesnice vrste Photinus pyralis (3). Luciferaza krijesnice (62 kDa) bioluminis-
cencijskom reakcijom oksidacije D-luciferina u prisutnosti kisika, ATP-a i mag-
nezijevih kationa proizvodi svjetlost zelene boje (550-570 nm). Neke od pozna-
tijih luciferaza ovisnih o koelenterazinu izolirane su iz morskih organizama,
primjerice koralja vrste Renilla reniformis (4), veslonozaca Gaussia princeps i
Metridia longa (5) te ljuskara Cypridina (Vargula) hilgendorfii (6). Morske luci-
feraze bioluminisciraju uglavnom u plavom podrudju spektra. Nadalje, geneti-
¢kim inZenjerstvom stvorene su i umjetne luciferaze pobolj$anih svojstava poput
NanoLuc*® (19,1 kDa) koja je-derivirana iz kataliticke podjedinice luciferaze dubo-
komorskog skampa Oplophorus gracilirostris (7). Ovaj rekombinantni enzim kori-
sti novi sinteticki luciferinski supstrat, furimazin, za dobivanje plave luminis-
cencije visokog intenziteta (Amax = 465 nm) u reakciji neovisnoj o ATP-u.

Medu brojnim bakterijskim bioluminiscencijskim sustavima najbolje su
proucene luciferaze iz bakterija Photobacterium phosphoreum, Photobacterium
leiognathi, Vibrio harveyi, Vibrio fischeri te Photorhabdus (Xenorhabdus) lumi-
nescens (8-10). Bakterijske su luciferaze posebne po tome $to za luciferaznu
reakciju ne zahtijevaju dodatak egzogenog luciferina nego ga bakterije same sin-
tetiziraju. Svi bakterijski bioluminiscencijski sustavi kodirani su operonom
luxCDABE, u kojemu se osim gena za samu luciferazu nalaze i geni koji kodiraju
enzime potrebne za sintezu supstrata i obnavljanje aktivnosti luciferaze (11).

Osim iz navedenih, luciferaze i njima pripadni luciferini uspje$no su izoli-
rani iz brojnih drugih kopnenih i morskih organizama. Takoder, izolirani su i
klonirani bioluminiscencijski geni koji kodiraju luciferaze.

Primjena bioluminiscencije

Jedna od glavnih primjena bioluminiscencije podrazumijeva koristenje biolu-
miniscencijskih reporterskih gena u ispitivanjima genske ekspresije i stani¢nih
dogadaja povezanih s ekspresijom gena u farmaceutskim i biomedicinskim
istraZivanjima, kao i u molekularnoj biologiji i biokemiji. Op¢enito, reporterski
geni omogucuju pracenje ekspresije ciljnog gena (vrijeme, mjesto, razina i sl.)
tako da se reporterski gen klonira s DNA slijedom od interesa u ekspresijski
vektor koji se zatim unosi u stanice domacina. Nakon unosa rekombinantnog
vektora, prisutnost reportera u stanicama analizira se izravnim odredivanjem
koncentracije samog reporterskog proteina ili mjerenjem enzimske aktivnosti
reportera, a dobar reporterski gen moze se nakon ekspresije lako identificirati i
kvantitativno mjeriti. Pri koriStenju bioluminiscencijskih reporterskih gena,
aktivnost reporterskog proteina (luciferaze) detektira se mjerenjem intenziteta
bioluminiscentne svjetlosti (slika 2.).
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Slika 2. » Primjer jednostrukog luciferaznog testa u kojem se koristi plazmidni vektor s genom
luciferaze krijesnice (fuc) (prilagodeno prema13).

Bioluminiscencijska reakcija u laboratoriju

Luciferazni testovi su jednostavni za izvodenje — dodatkom luciferina u medij
stanica koje eksprimiraju luciferazu dolazi do reakcije popracene emisijom svje-
tlosti, koju detektira uredaj za detekciju svjetlosti, tzv. luminometar s fotomulti-
plikatorom. Napredna bioluminiscencijska tehnologija omogucuje kvantita-
tivnu vizualizaciju stani¢nih dogadaja na razini pojedinacne stanice u stvarnom
vremenu koristenjem visoko osjetljivih kamera u koje je ugraden nabojem spre-
gnuti uredaj (engl. charge coupled device, CCD) (14).

Takoder, u luciferaznim testovima moguce je kombinirati dva reporterska
gena ili viSe njih. Testovi temeljeni na jednom reporterskom genu pruzaju naj-
brzi i najjeftiniji nacin za stjecanje podataka o genskoj ekspresiji iz stanica, no,
zbog slozene grade stanica, informacije prikupljene koristenjem jednog repor-
terskog gena mogu biti nedovoljne za dobivanje detaljnih i to¢nih rezultata. Pro-
mjene u intenzitetu bioluminiscentnog signala nekada mogu biti uzrokovane dru-
gim ¢imbenicima osim eksperimentalnog tretmana, a tada je prikladno koristiti
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dvostruke luciferazne testove. Dvostruki reporterski sustavi podrazumijevaju
simultanu ekspresiju i mjerenje eksperimentalnog i kontrolnog reporterskog
enzima unutar jednog sustava. Ekspresija eksperimentalnog reportera korelira s
djelovanjem specificnih eksperimentalnih uvjeta, dok aktivnost kontrolnog
reportera predstavlja unutarnju kontrolu. Vektor s kontrolnim genom reporte-
rom unosi se u stanicu zajedno s eksperimentalnim vektorom, a njegovu ekspre-
siju pokrece konstitutivni promotor, npr. citomegalovirusni (CMV) promotor
(15).

Signali razlicitih luciferaza mogu se razdvojiti na temelju toga $to one kori-
ste razlicite luciferine za svoje reakcije, pokazuju razlic¢itu kinetiku emisije svje-
tlosti ili imaju drugacije valne duljine emisijskih maksimuma pa se svjetlosni
signali mogu razdvojiti optickim filtrima. Takoder, mogu se kombinirati lucife-
raze koje se nakon ekspresije zadrzavaju u stanici i one koje se izlucuju u stani¢ni
medij (16).

Najcesce je primjena dvostrukog luciferaznog testa potrebna za otklanjanje
varijacija u broju stanica ili u¢inkovitosti transfekcije izmedu uzoraka. Takoder,
na ovaj na¢in mogu se ukloniti i drugi izvori varijabilnosti, kao $to su razlike u
volumenima pipetiranja, u¢inkovitosti stanicne lize i sl. (17).

U luciferaznom ispitivanju moguce je koristiti i vide od dvije luciferaze da
bi se omogucilo istodobno pracenje vise bioloskih procesa unutar jedne stanice
(18, 19).

Primjena bioluminiscencije u razvoju lijekova

Korisnost bioluminiscencijske tehnologije u osnovnim i primijenjenim znan-
stvenim istrazivanjima potvrduje ogromna koli¢ina znanstvenih publikacija,
patenata, proizvoda na trzistu i namjenske instrumentacije. Na razne se nacine
koristi u ekoloskim studijama, agrikulturi, prehrambenoj industriji, a odredene
skupine znanstvenika ulazu napore u razvijanje bioluminiscencijskih sustava
prikladnih za primjenu u rasvjeti. Ipak, bioluminiscencija je zasad najvise isko-
ritena u biomedicini, a otkrivanje i razvoj lijekova je bez sumnje jedno od
podru¢ja koje primjena bioluminiscencije moze znacajno unaprijediti.

Dobro je poznato koliki se napori i novéana sredstva moraju uloziti u razvoj
novog lijeka koji se Zeli plasirati na trZiste te koliko lijekova zaista uspije proci
klinicka ispitivanja zbog nedostatka ucinkovitosti i sigurnosti. Stoga je vrlo
vazno u najranijim fazama postupka otkrivanja lijeka dobiti maksimalnu koli-
¢inu informacija o spojevima koji su kandidati za novi lijek i tako povecati pouz-
danost i predvidljivost rezultata u sljede¢im koracima. Takav pristup omogucuje
smanjenje troSkova i ubrzava cijeli proces otkrivanja i razvoja lijeka, a i u skladu
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je sa zahtjevima o eti¢nim i odgovornim istrazivanjima. U literaturi se biolumi-
niscencijske metode ¢esto navode kao najprikladnije za proces ranog razvoja
lijekova i pretklinicka ispitivanja.

Visokoproto€na pretrazivanja

Zbog jednostavnosti, omjera cijene i ucinkovitosti, lakog rukovanja, visoke
osjetljivosti i velikog dinamickog opsega bioluminiscencijske metode su metode
izbora za primjenu u visokoproto¢nim pretrazivanjima (engl. high-throughput
screening, HTS) (20). Bioluminiscencijskim HTS-om moguce je pretrazivanje
opseznih knjiznica kemijskih spojeva u potrazi za spojevima kandidatima za
lijek te proucavanje mehanizma djelovanja kandidata lijekova u svrhu njihove
optimizacije.

Glavni smjerovi istrazivanja za koje se bioluminiscencijski HTS prilago-
dava su pretrazivanja modulatora genske ekspresije i pretrazivanja modulatora
protein-protein interakcija (PPI) (20). Pomoc¢u bioluminiscencijskih reporter-
skih gena moguce je detektirati bioloski aktivne spojeve koji utjecu na gensku
ekspresiju, posttranslacijske modifikacije, stani¢nu signalizaciju i druge stani¢ne
dogadaje. Primjerice, medu najvaznijim metama lijekova su receptori povezani
s G-proteinima (engl. G-protein coupled receptors, GPCR). Procijenjeno je da je
vise od 50 % lijekova usmjereno upravo na GPCR-ove (21). Vezanje liganda na
GPCR potice signalnu kaskadu koja zavrsava aktivacijom transkripcije gena sto
omogucuje povezivanje bioluminiscencije s receptorskom aktivno$cu.

Iako se analizom genske ekspresije pomocu genskih reportera mogu dobiti
mnoge korisne informacije o djelovanju lijekova, one ¢esto nisu dostatne za
to¢nu identifikaciju mete djelovanja lijeka i potpunog razumijevanja njegovog
mehanizma djelovanja. Naime, istrazivanjem iskljucivo genske ekspresije ne
moze se dobiti uvid u protein-protein interakcije (PPI) koje su u osnovi mnogih
stani¢nih procesa. Za istrazivanje PPI moguce je spojiti bioluminiscencijske
reporterske gene s genima koji kodiraju proteine ¢ija se interakcija zeli istraziti
na dva nacina. k

Prvi je nacin da se dva proteina od interesa, koji se nazivaju »mamac« i
»plijen«, odvojeno spoje s luciferazom i fluorescentnim proteinom. Fluorescen-
tni proteini takoder su molekule koje mogu emitirati svjetlost, ali im je za to
potrebna vanjska svjetlosna pobuda. Ako dode do interakcije proteina »mamcax
i »plijenac, luciferaza i fluorescentni protein nadu se u neposrednoj blizini i
dolazi do prijenosa energije proizvedene luciferaznom reakcijom na fluorescen-
tni protein koji onda emitira svjetlost na drugacijoj valnoj duljini. Ova promjena
u boji emitirane svjetlosti ukazat ¢e na interakcije proteina, a fenomen se naziva
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bioluminiscentni rezonantni prijenos energije (engl. Bioluminescence Resonance
Energy Transfer, BRET) (22).

Metoda razdvojene luciferaze drugi je nacin izucavanja protein-protein
interakcija pomocu bioluminiscencije. Metoda razdvojene luciferaze je jedna od
metoda komplementacije proteinskih fragmenata pa se u literaturi moze naci i
pod tim nazivom. U ovom pristupu luciferaza je rastavljena na dva dijela, $to
uzrokuje gubitak njezine aktivnosti. Svaki je dio spojen s jednim proteinom od
interesa pa u slucaju interakcije proteina od interesa dolazi do ponovnog spaja-
nja dvaju fragmenata razdvojene luciferaze i obnavljanja njezine aktivnosti $to se
o¢ituje kao bioluminiscentni signal (23).

Najjednostavniji pak oblik primjene je ispitivanje vijabilnostistanica detek-
cijomi odredivanjem koncentracije ATP-a pomocu luciferaze krijesnice. Ovaj se
luciferazni test temelji na tome da je luciferazi krijesnice za proizvodnju svjetlo-
sti potreban ATP, a njegova razina naglo opada nakon smrti stanice pa je inten-
zitet bioluminiscentnog signala proporcionalan broju Zivih stanica. Stoga je ovaj
oblik ispitivanja posebice primjenjiv u pracenju rasta tumora te infekcija, odno-
sno razvoju citostatskih i antimikrobnih lijekova, a ¢esto se primjenjuje i u ispi-
tivanju citotoksi¢nosti spojeva u razvoju lijekova (24).

Bioluminiscentno biolosko oslikavanje in vivo

Injektiranjem bioluminiscentnih tumorskih, imunosnih, mati¢nih ili- drugih
tipova stanica u male Zivotinje moguce je pratiti broj i prostornu raspodjelu tih
stanica u Zivotinjskim modelima. Na taj nac¢in mogu se proucavati patoloski
mehanizmi odredenih bolesti i odgovor organizma na tretman lijekovima pa je
bioluminiscentno biolosko oslikavanje (engl. bioluminescence imaging, BLI) pri-
kladno za primjenu u pretklinickom razvoju lijekova (slike 3.1 4.).

Jedna od njegovih velikih prednosti je neinvazivnost - primjenom BLI
izbjegava se upotreba specificnih radioizotopa kratkog poluvremena raspada
koji su neophodni za konvencionalne metode koje se koriste u bioloskom oslika-
vanju animalnih modela_(26k).k Takoder, postupak provodenja BLI je relativno
jednostavan i ne zahtijeva skupocjenu opremu i posebno obuéene struénjake
(27).

Takoder, BLI in vivo omogucuje smanjenje broja zZivotinja koje se koriste u
istrazivanjima. Primjerice, jedna se zivotinja moze viSestruko snimati da bi se u
stvarnom vremenu vizualno pratila progresija ili regresija infekcije ili bolesti, a
yjedno sluzi samoj sebi kao kontrola te se posljedi¢no uklanja potreba za sekven-
cijalnim Zrtvovanjem Zivotinja u razli¢itim vremenskim toc¢kama tijekom ispiti-
vanja. Dakle, omoguceno je prikupljanje podataka vece statisticke znacajnosti
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Slika 3. » Prikazin vitro(dolje)i in vivo (gore) bioluminiscentnog oslikavanja. Stanice koje su unosenjem
luciferaznog gena ucinjene bioluminiscentnim mogqu se koristiti za ispitivanja na mikrotitarskim
ploCicamaiili se mogu injektirati u animalne modele. Bioluminiscentni signal se detektira pomocu
posebne namjenske opreme, a rezultati se prikazuju kao slike u skalama pseudo-boja te se mogu
raCunalno spojiti sa slikama zivotinja za preciznu lokaciju signala (preuzeto iz 25)

Slika 4. » Primjeri slika dobivenih bioluminiscentnim bioloskim oslikavanjem mi3eva in vivo.
Lijevom je misu implantiran potkozni ksenotransplantacijski tumor koji eksprimira luciferazu
krijesnice, a desnom intraperitonealne tumorske stanice koje eksprimiraju luciferazu krijesnice.
Nalkon injekcije D-luciferina (bilo intravenskim ili intraperitonealnim putem) pomoc¢u CCD kamera
detektira se bioluminiscentni signal. Fotografije miSeva stapaju se sa slikama detektiranog
bioluminiscentnog signala i skalom u fotonima po sekundi po kvadratnom centimetru po
steradianu (p/sfcm?/sr) (preuzeto iz 28)
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upotrebom manjeg broja Zivotinja i smanjenjem njihove patnje tijekom eksperi-
menata (29).

Iako je potencijal za in vivo BLI u razvoju lijekova zanimljiv, postoje neki
nedostaci te metode zbog kojih nije vjerojatno da ¢e se BLI mo¢i implementirati
u klini¢ka ispitivanja na ljudima nego je njegova primjena isklju¢ivo ogranic¢ena
na pretklinicku fazu. Prvenstveno, vrlo je problemati¢no uvodenje nekraljeznjac-
kog gena u ¢ovjekove stanice (20). Drugi je nedostatak slabljenje bioluminiscent-
nog signala koje ovisi o valnoj duljini emisije svjetlosti, dubini stanica koje sadrze
bioluminiscencijske reportere i tipu tkiva koje ih okruzuje. Naime, generalni
problem bioluminiscencije je slabi prodor svjetlosti kroz kozu i tkiva jer se ve¢ina
svjetlosti na valnim duljinama ispod 600 nm apsorbira uglavnom zbog prisutnosti
hemoglobina u vaskulariziranom tkivu (30). Takoder, prostorna rezolucija BLI
je relativno niska (3,0-5,0 mm) u usporedbi s drugim na¢inima snimanja (31).

Ipak,iako primjena bioluminiscencijskih metoda nailazi na odredena ogra-
nicenja, ve¢ini se nedostataka moze doskociti usavrsavanjem luciferaza genetic-
kim inZenjerstvom, npr. stvaranjem luciferaza koje emitiraju svjetlost crvene
boje koja se u manjoj kolicini apsorbira u tkivima (32) ili kemijskom sintezom
novih luciferinskih supstrata koji polucuju veéi intenzitet svjetlosti (33).

Sve ubrzanijim napretkom tehnologije, molekularne biologije, genetickog
inZenjerstva i sintetske kemije $iri se podrucje u kojem se moze iskoristiti velik
potencijal primjene bioluminiscentnih reportera. U podrucju biomedicine zasi-
gurno ce biti zanimljivo pratiti na koje sve nacine bioluminisicencija moze osvi-
jetliti dosad neistrazene puteve razvoja lijekova.

Sazetak

Bioluminiscencija obuhvaca kemijske reakcije popracene emisi-
jom svjetlosti koje se odvijaju u Zivim organizmima. Bioluminiscentna reakcija
odvija se izmedu molekule luciferina i enzima luciferaze koji katalizira njegovu
oksidaciju. Brojne luciferaze i luciferini razlicitih svojstava izolirani su iz raznih
kopnenih i morskih organizama, a u posljednje je vrijeme stvoren i niz rekombi-
nantnih luciferaza i sintetskih luciferina unaprijedenih svojstava. Metode koje
iskoristavaju bioluminiscentnu reakciju luciferaza i luciferina jednostavne su za
izvodenje i neinvazivne, a pruzaju visoku osjetljivost i linearnost ispitivanja.
Zbog toga je primjena bioluminiscencije prikladna za odredene faze razvoja lije-
kova. Primjena bioluminiscencije nudi brojne prednosti u otkrivanju novih spo-
jeva kandidata za lijekove ako se iskoristi za visokoprotoc¢no pretrazivanje opsez-
nih knjiznica kemijskih spojeva te u pretklinickoj fazi procjene ucinkovitosti
lijekova na bioluminiscentnim zivotinjskim modelima.
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| 3 ~ Application of bioluminescence in
= drugresearch and development
2020

T.Teki¢, G. Maravic Vlahovicek

Abstract Bioluminescence involves chemical reactions accompanied by

light emission that take place in living organisms. A biolumi-
nescent reaction takes place between the luciferin molecule and the luciferase
enzyme that catalyzes its oxidation. Numerous luciferases and luciferins of diffe-
rent properties have been isolated from various terrestrial and marine organi-
sms, and recently several recombinant luciferases and synthetic luciferin with
enhanced features have been created. Methods that utilize the bioluminescent
reaction of luciferase and luciferins are easy to perform and non-invasive, provi-
ding high sensitivity and linearity of the assay. Therefore, the application of bio-
luminescence is appropriate for specific stages of drug development. The use of
bioluminescence offers numerous advantages in discovering new drug candi-
date compounds if used for high-throughput screening of extensive chemical
compound libraries and in the preclinical phase of drug efficacy assessment in
bioluminescent animal models.
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