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1. UuvOD

Biolumuniscencija je emisija vidljive svjetlosti od strane organizama. Nastaje oksidacijom mo-
lekule luciferina ili druge molekule uz prisutstvo kisika ili reaktivnog spoja kisika te katalizatora
luciferaze ili fotoproteina, oksidaza koje se aktiviraju u prisutnosti iona kalcija, magnezija, man-
gana i natrija. Luciferin je organska molekula koja se razlikuje medu organizmima. RazliCite
vrste luciferina imaju jedinstvenu strukturu koja omogucuje specificne emisije svjetlosti. Ovi-
sno o svojim potrebama, primjerice za privlaCenjem plijena ili partnera, zivotinje mogu ziv&a-
nom i hormonskom regulacijom kontrolirati kada ¢e zasvijetliti (Smithsonian, 2018). Biolumi-
niscencija je poprili€no rasirena prilagodba na uvjete u morima i oceanima te se pojavljuje kod
pripadnika brojnih skupina: bakterija (simbiotske bakterije roda Vibrio i Photobacterium), dino-
flagelata ili svijetleéih bi¢asa (Dinoflagellata), zrakasa (Radiolaria), rebrasa (Ctenophora), me-
kuSaca (Mollusca), Zarnjaka (Cnidaria), kolutic¢avca (Annelida), rakova (Crustacea), bodljikada
(Echinodermata), &etinoCeljustada (Chaetognatha), plastenjaka (Tunicata), svitkoglavaca
(Cephalochordata) i riba (skupine Chondrichthyes, Osteichthyes). Svi ti organizmi se mogu
svrstati u dvije kategorije, Zive li na morskom dnu (bentos) ili u otvorenim vodama (pelagijal).
Za pelagijal su tipi¢ni planktonski (gibanje im ovisi o strujanju vode zbog ograni¢ene mogucno-
sti kretanja) i nektonski organizmi (aktivno plivajuci organizmi), dok su pripadnici bentosa pri-
mjerice odrasli organizmi razreda Hydrozoa, Mollusca, Annelida, Echinodermata (Pandurovi¢,
2017). Organizmi koji bioluminisciraju mogu se pronaci od povrsine oceana ili mora pa sve do
4000 metara dubine prilikom ¢ega se njihov broj smanjuje s povecanjem dubine. Dokazano je
da u tom rasponu dubine 75 % organizama ima sposobnost bioluminisciranja te da se takav
odnos svjetle€ih i ne svjetle¢ih organizama ne mijenja s promjenom dubine (Anonymous 1,
2017). Svjetlost je skup elektromagnetskih valova ¢&ija valna duljina odreduje boju koju oko
detektira, kako i koliko daleko svjetlost putuje kroz vodu, a time i koliko dobro organizmi mogu
percipirati svjetlosni signal (Haddock i Case, 1999). Razli¢iti bioluminiscentni organizmi imaju
razli€it raspon maksimuma emisije koji moze biti poprili¢no Sirok, kao kod nekih Hydrozoa (od
443 nm do 680 nm), ili pak uzak kao kod amfipodnih rakova roda Scina (od 435 nm do 444
nm, Letendre i sur., 2024). Naj¢es¢i uoCen raspon maksimuma emisije je izmedu 440 i 505
nm, ali ne postoji Siroko prihva¢eno objadnjenje zasto se rasponi emitiranih valnih duljina svje-
tlosti razlikuju medu bioluminiscentnim organizmima. Smatra se da je svjetlost obalnih vrsta
opcenito zelena, dok oceanske vrste uglavnom proizvode plavu svjetlost (Haddock i Case,
1999).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Povijest istrazivanja bioluminiscencije

Benjamin Franklin je 1753. godine pretpostavio da neka vrsta "izuzetno malih zivotinja" u vodi
"moze ipak davati vidljivu svjetlost." U to vrijeme, prirodoslovci poput Godeheu de Rivillea,
opremljeni ranim mikroskopima, potvrdili su Franklinovu pretpostavku: bljeskovi i svjetlost
oceana potjeCu od zivih bi¢a, posebno od sitnih "morskih insekata" koje danas nazivamo
planktonom (Anonymous 2, 2022). Na pocetku istrazivanja bioluminiscencije vjerovalo se da
je fosfor ili njegovi spojevi odgovorni za svjetlost kolu emitiraju organizmi. Tek 1821. godine
francuski kemi¢ar Macaire uoCio je da tvar odgovorna za svjetlost ima svojstva slicna
albuminu, $to je ukazivalo na biolodku osnovu svjetlosti. Jo§ blize istini doSao je Raphaél
Dubois (1849.-1929.), farmaceut, lije¢nik i profesor na La Faculté des Sciences u Lyonu koji
je predstavio dvije ideje uzroka bioluminiscencije. Prva, koja nije bila testirana, tvrdila je da
svjetlost nastaje oksidacijom masti unutar granula svjetleéih stanica. Druga, koja se pokazala
to€nijom, tvrdila je da procesi poput biofotogeneze (kako se tada nazivala bioluminiscencija)
pripadaju Zivim tkivima i stanicama te da se ne mogu reproducirati izvan Zivog organizma.
Duboisova opaZanja da se svjetlost prestaje proizvoditi nakon smrti organizma, kao i
dugotrajna luminiscencija mrtvih tijela i sekreta, ukazivala su na to da stanice i tkiva neko
vrijeme preZivljavaju smrt organizma, $to je poduprlo njegovu drugu hipotezu. Dubois je prvi
dokazao da je u procesu bioluminiscencije uklju€en enzim, kojeg je nazvao luciferaza (od
latinskog lucifer, $to znaci "svjetlono$a", izvedeno iz lux — svjetlost i ferre — nositi) (Anctil,
2018). Duboisovo otkri¢e o ulozi luciferaze bilo je klju€no za razumijevanje bioluminiscencije i

postavilo temelje za daljnja istrazivanja ovog fenomena.

2.2. Emisija svjetlosti

Potrebno je zadovoljiti dva uvjeta da dode do emisije svjetlosti (slika 1) u biokemijskoj reakciji:
energija koja se oslobada u reakciji treba biti ve¢a od kona¢ne kemijske energije elektronski
pobudenog produkta (konaénog ili intermedijarnog); i produkt reakcije mora biti fluorescentna
molekula tako da transformaciju pobudenog stanja u osnovno stanje prati emisija vidljive
svjetlosti, ili reakcijska smjesa mora ukljucivati molekulu s fluorescentnim svojstvima koja ¢e

primiti energiju iz okoliSa (Bach Rojecky, 2020).
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Slika 1. Dijagram Jablonskog, izmjena energije tijekom bioluminiscentne reakcije. So osnovno

stanje, S1i S4' pobudena stanja.

U reakciji dolazi do pobudivanja molekule iz osnovnog stanja (So) pod utjecajem
elektromagnetskog polja ili energije egzotermne reakcije. Pobudena molekula se prevodi
nazad u osnovno stanje uz oslobadanje dodatne energije u obliku topline ili svjetlosti. Ako se
energija oslobada u obliku vidljive svjetlosti, rije¢ je o luminiscenciji. lzvori energije pobude
mogu biti razli¢iti i ovisno o njima se emisija energije dijeli u tri kategorije; kemilumiscencija
(izvor energije pobude je kemijska reakcija), fluorescencija (izvor energije pobude je svjetlost)
i bioluminiscencija (u kemijskoj reakciji sudjeluje enzim luciferaza ili fotoprotein). U drugom
koraku dolazi do prijelaza nekog meduprodukta reakcije (S1') u elektronski pobudeno stanje
(S1), tj. transformacije kemijske potencijalne energije u energiju pobudivanja elektrona. Treci

korak je emisija svjetlosti iz pobudenog stanja (Bach Rojecky, 2020).

2.3. Bioluminiscentni sustavi morskih organizama

Bioluminiscencija je iznimno raznolika i prisutna u velikom broju razli€itih vrsta organizama,
pri Eemu se luciferini i luciferaze ili fotoproteini razlikuju u svojoj kemijskoj gradi, $to rezultira
razliCitim bojama i svojstvima emitirane svjetlosti. Vecina bioluminiscentnih organizama u
moru emitira plavu svjetlost jer ona ima kracu valnu duljinu (oko 450—-495 nm), Sto joj
omogucuje da putuje najdalje kroz vodu. Medutim, postoje iznimke, poput riba iz rodova
Aristostomias, Pachystomias i Malacosteus, koje, uz plavu, mogu emitirati i crvenu
svjetlost.Crvena svjetlost s valnom duljinom veéom od 700 nm, brzo se apsorbira u stupcu
vode, zbog <Cega vecCina dubokomorskih organizama ne moZe detektirati taj dio

spektra.Upravo zbog toga su ove ribe u prednosti prilikom komunikacije s drugim pripadnicima
3



svoje vrste, pronalazenja plijena i izbjegavanja predatora. Ribe roda Aristostomias i
Pachystomias razvile su posebne pigmente koji im omogucuju detekciju crvene svjetlosti, Ciji
je maksimum apsorpcije upravo u tom dijelu spektra. Ribe iz roda Malacosteus, osim
pigmenata za detekciju crvene svjetlosti, imaju dodatnu prilagodbu u obliku fotosenzibilizatora
deriviranog iz klorofila (Douglas i sur., 2000). Neki organizmi stvaraju vlastitu svjetlost, dok
drugi iskoriStavaju prisutnost simbiotskih bioluminiscentnih bakterija, poput onih iz rodova
Allivibrio ili Photobacterium, kako bi emitirali svjetlost. To su tek poznatiji primjeri prilagodbi na
uporabu bioluminiscencije, uz razvoj posebnih le¢a, vidnih pigmenta i raznih drugih prilagodba
oka kako bi se uspjesno detektiralo svjetlost odredenih valnih duljina u Sirokom vidnom polju
(Bach Rojecky, 2020). U kontroli bioluminiscencije sudjeluju ziv€ani sustav i hormoni poput,
primjerice u morskih pasa, melatonina, adrenokortikotropnog hormona i a-melanocit
stimulirajuérg hormona (Duchatelet i sur., 2020). Smatra se kako je bioluminiscencija nastala
kao nusprodukt oksidacijskih reakcija koje su se ve¢ dogadale u stanicama. Luciferini imaju
jaka antioksidativna svojstva i mogu pomoci u uklanjanju slobodnih radikala, $to je korisno za
stanice. U tom ranom evolucijskom kontekstu, bioluminiscencija je mogla imati zastitnu
funkciju prije nego Sto je razvila svoje slozenije uloge u komunikaciji, kamuflazi i lovu (Haddock
i sur., 2010).

2.3.1. Bioluminiscentni sustav bakterija

Trenutno poznate bioluminiscentne bakterije koje nastanjuju mora, oceane i obalne vode
pripadaju rodovima Vibrio, Allivibrio, Photobacterium i Schewanella. Sve ove bakterije
proizvode enzime luciferaze, koje su heterodimerne flavin monooksigenaze. Luciferaze se
sastoje od dvije podjedinice, a aktivni centar nalazi se na a-podjedinici, gdje se veze
reducirana molekula flavin mononukleotida (FMN), koja sluzi kao kromofor u procesu emisije
svjetlosti. Luciferaza katalizira oksidaciju kromofora, no postoje razlike zbog kojih dolazi do
emisije svjetla razli€itih valnih duljina. Neke bakterije emitiraju viSe valnih duljina, ili svjetlost
ne emitira luciferaza ve¢ dodatni antenski protein poput fluorescentnih proteina ili lumazin
proteina. Svi oni kao kromofor imaju FMN ili slicne molekule, poput RBF (engl. Retinoblastoma
Binding Factor), DMRL (engl. 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine). Kod bakterija roda
Photobacterium postoje lumazin proteini koji su konacni akceptori energije pobudenog stanja
luciferaze Sto rezultira pobudenim stanjem kromofora lumazina i emisije plave svjetlosti.
Allivibrio fischeri emitira plavu i zutu svjetlost jer uz luciferazu sintetizira zuti fluorescentni
protein (engl. Yellow Fluorescent Protein, YFP) kao antenski protein.

Tijekom reakcije luciferaza prolazi kroz promjene konformacije, Sto olakSava pretvorbu

kromofora u pobudeno stanje (Baldwin i sur., 1995). Stvaranje bioluminiscencije u bakterija
4



zapocinje redukcijom flavin mononukleotida (FMN) u FMN-H. Sto katalizira specifi¢na flavin
reduktaza LuxG (slika 2). U sljede¢em koraku flavin monoksigenaza luciferaza u aerobnim
uvjetima oksidira FMNH- u hidroperoksid (slika 2A). Nakon reakcije hidroperoksida s alifatskim
aldehidom nastaje peroksihemiacetal (slika 2B). Nastali tetraedarski meduprodukt (Slika 2B)
raspada se na karboksilnu kiselinu, emitira se zeleno-plava svjetlost te se obnavlja pocetni
spoj FMN (slika 2C) (Campbell i sur., 2009).
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Slika 2. Mehanizam bioluminiscencije u bakterijskom sustavu (Bach Rojecky, 2020)

2.3.2. Koelenterazinski bioluminiscentni sustavi

Koelenterazin je molekula koja sluzi kao luciferin, tj. spoj koji emitira svjetlost tijekom
biokemijske reakcije u bioluminiscentnim organizmima. Razlikuju se tri glavna
koelenterazinska sustava, ovisno o tome kako organizmi koriste koelenterazin u procesu
bioluminiscencije, a koji uklju€uju reakcije katalizirane luciferazama, fotoproteinima ovisnim o
kalcijevim ionima ili reaktivnim kisikovim spojevima (ROS). U prvom tipu reakcije oksidaciju
koelenterazina (CTZ) provode CTZ-luciferaze interakcijom enzim-supstrat stvarajuéi
koelenteramid, ugljikov dioksid i kontinuiranu emisiju svjetlosti (Campbell i sur., 2009). Drugi
tip predstavljaju sustavi fotoproteina koji u svojoj Supljini imaju nekovalentno vezan oksidirani
derivat koelenterazina, 2-hidroperoksikoelenterazin te su regulirani kalcijevim ionima. Primjeri
takvih fotoproteina su aekvorin (iz meduza roda Aequorea, poput A. victoria (slika 4)), obelin
(iz Zarnjaka Obelia longissima), Klitin (iz Zarnjaka Clytia gregaria), mitrokomin, tarakikolin,
mnemiopsin (iz rebrasa Mnemiopsis leidyi) i velopin. Vezanjem Ca?* na fotoprotein dolazi do
oksidacijske dekarboksilacije 2-hidroperoksikoelenterazina i stvaranja koelenteramida.

Reakcija se moze odviti i bez kalcijevih iona, ali ¢e biti nekoliko milijuna puta sporija jer oni

5



djeluju kao alosteric¢ki modulatori (Eremeeva i Vysotski, 2018). Varijacija drugog sustava je
bioluminiscencijska reakcija koju provodi pr. koralji iz roda Renilla jer je koelenterazin vezan u
Supljini strukture o Ca?* ovisnih koelenterazin vezujuéih proteina (engl. Coelenterazine-
Binding Protein, CBP). Kada se Ca?* veze na CBP, Renilla luciferaza oksidira koelenterazin i
to ve¢om ucinkovito§¢u nego da se koelenterazin nalazi u sloobodnom obliku. Takvi sustavi
stvaraju kratkotrajne bljeskove. Treéi tip sustava se moze nacéi kod nekih glavonozaca (pr.
Watasenia scintillans ili Symplectoteuthis oualaniensis) i Skoljkasa (Pholas dactylus) te je
najmanije istrazen mehanizam. Fotoproteina kao $to su folasin i simplektin sadrze kovalentno
vezani dehidrokoelenterazin, za emisiju svjetlosti trebaju kisik jer za pobudu koriste reaktivhe
kisikove spojeve (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) poput superoksid anion radikala ili
hidroksil radikala. Neki autori i takve fotoproteine zovu luciferazama sa stabilno vezanim
luciferinima. Kako bi bioluminiscentni organizmi u bilo kojem trenu mogli brzo reagirati
emisijom svjetlosti, potrebno je odgovarajuce skladistiti kljuéne molekule. U prvom tipu
sustava luciferaza i koelenterazin se skladiste odvojeno u Zlijezdama te se izlu€uju u vodu
gdje se mijeSaju i svijetle ¢ime ili straSe i zbunjuju predatora ili privlaCe plijen. U drugim

sustavima je potrebna stimulacija ziv€anim sustavom (Krasitskaya i sur., 2020).

2.3.3. Bioluminiscentni sustav svjetlecih bi¢asa

Dinoflagelati imaju guste vezikule scintilone unutar kojih se nalazi luciferin, luciferaza i kod
nekih vrsta, luciferin vezujuéi proteini (engl. Luciferin Binding Protein, LBP). Kada se
dinoflagelati nadu u mraku, dolazi do pomicanja scintilona prema periferiji stanice.
Bioluminiscencija je uzrokovana mehani¢kim podrazajima (uzburkivanje morske vode) koji
aktiviraju receptor vezan za G-protein na membrani koji prenosi signal unutar stanice. Dolazi
do povecanja koncentracije Ca?* iona u citoplazmi, depolarizacije te nastanka akcijskog
potencijala na membrani vakuole. Akcijski se potencijal prenosi na membrane scintilona koji
su u dodiru s vakuolom, i tamo otvara protonske kanale. Protoni putuju iz vakuole u scintilone
i smanjuju pH s 8 na 6 $to mijenja konformaciju luciferaze oslobadaju¢i mjesta za vezanje
luciferina, rezultiraju¢i njegovom oksidaciju i emisijom plave svjetlosti valne duljine od 475
nm. One vrste koje sintetiziraju LBP (Lingulodinium polyedrum, Noctiluca scintillans) vezu
luciferin na LBP pri neutralnom ili alkalnom pH Sto sprjeCava autooksidaciju. Kada se pH u
scintilonu snizi ispod 7, dode do konformacijske promjene i LPB-a i luciferaze, rezultirajuci
bioluminiscencijom (Valiadi M i Iglesias-Rodriguez, 2013). Melatonin stimulira pojavu

bioluminiscencije (Hardeland i sur., 1999).



2.3.4. Bioluminiscentni sustav koluticavca

Koluti¢avci mnogocetinasi porodice Polynoidae imaju fotosome, organele koji su dio fotocita
epitela ljuskastih elitri na povrSini tijela i ovisno o vrsti mogu emitirati Zutu, zelenu i plavu svje-
tlost kao odgovor na podrazaj. Fotosomi sadrze fotoproteine polinoidine koji djeluju kao pero-
ksidaze a kromofori su najcesce flavini. Uloga razli€itih polinoidina u mnogocCetinasa nije do
kraja poznata, kao $to nisu poznati niti luciferini ili mehanizam bioluminiscencije. Polinoidini
su nadeni i u nebioluminiscentnih vrsta, pa se pretpostavlja da imaju ulogu u zastiti od oksi-

dacijskog stresa (Moraes i sur., 2021).
2.4. Uloge bioluminiscencije

Bioluminiscencija moZe imati sloZzene ekoloske uloge, ukljuéujuci indirektni efekt na predatore
u ekosustavu. Ovaj fenomen uklju€uje strategije u kojima bioluminiscentni organizmi ne samo
da se brane od svojih izravnih predatora, vec¢ i potencijalno privlae paznju drugih predatora

koji lovi njihove napadace.
2.4.1. Primarna obrana

Zivotinje &esto koriste snaZan bljesak bioluminiscencije kako bi prestrasile, iznenadile il omele
nadolazeéeg predatora i omogucile si priliku za bijeg (Smithsonians, 2018). Dubokomorski
mnogocetinasi ,zeleni bombasi* (Swima bombiviridis) koriste bioluminiscenciju upravo u te
svrhe. Ime su dobili po luminiscentnim prilagodenim Skrgama, koje poput "bombi" ispunjenih
teku¢inom iznenada zasvijetle kada ih Zivotinja odbaci (slika 3). Tekucina intenzivno sjaji ne-
koliko sekundi prije nego Sto polako izblijedi (Aguilera, 2009). Varijaciju ovog obrambenog
pona3anja pokazuje vampirska lignja (Vampyroteuthis infernalis) koja izbacuje ljepljivu biolu-
miniscentnu sluz kako bi zaplasila, zbunila i usporila predatore, omogucujuéi sebi vrijeme za
bijeg (Anonymous 2, 2022). Neki organizmi odstranjuju vlastite svjetleCe dijelove tijela koji se
nastavljaju kretati i svijetliti kako bi omeli predatora. Dobar primjer je dubokomorska lignja
Octopoteuthis deletron koja odvaja svoje bioluminiscentne krakove koji se zalijepe za preda-
tora i ometaju ga. Takvo namjerno odstranjivanje dijela tijela pri susretu s predatorom koji
onda nastavljaju svijetliti i satima nakon, ¢ak i u probavilu predatora je nepovoljno za predatora
jer privlagi paznju u uvjetima u kojima je vazno ostati neuocljiv. Ovu pojavu znanstvenici sma-
traju selektivnim pritiskom koji je doveo do Siroke rasprostranjenosti crveno ili crno obojenih
probavila kod prozirnih Zivotinja Ciji pigmenti apsorbiraju plavu svjetlostbioluminiscencije (Pan-

durovi¢, 2017). Primjer takve prilagodbe mozZe se uoCiti kod prozirnog rebraSa Lampocteis



cruentiventer s crvenim probavilom koje prigusuje bioluminiscentno svjetlo probavljenog pli-
jena (slika 4) (Anonymous 3, 2020).

Slika 3. Prikaz bioluminiscentnih Skrga (“bombi”) na mnogocetinasu Swima bombiviridis
(Moskovitz, 2009)
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Slika 4. Lampocteis cruentiventer (Anonymous 3, 2020).
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2.4.2. Alarm protiv uljeza

Glavni predator prati trag emitirane svjetlosti bioluminiscentnog organizma, ali ,alarm protiv
ulieza® tog organizma privliaéi paznju sekundarnog predatora svog predatora. Ovakav
indirektni efekt bioluminiscencije dokazan je eksperimentom u kojem su koristeni dinoflagelati
kao plijen, raci¢ Mysida kao njihov glavni predator i riba Porichthys notatus kao sekundarni
predator (Pandurovi¢, 2017). Pyrocystis noctiluca je jarko emitiraju¢e vrsta dinoflagelata koja
mijenja intenzitet bioluminiscencije u slu€aju pojave primarnog predatora, naj¢eSée racica.
Jarki i dugotrajniji bljeskovi svjetlosti vide se dalje i privlace ribe poput Apagon maculatus koje
se hrane raci¢ima. Takav ,alarm protiv uljeza“ koriste jer ne stvaraju toksine (Cusick i Widder,
2014).

2.4.3. Aposemati¢ka obojenost

Aposematizam dolazi od grckih rijeci; apo - daleko i sema — znak, a odnosi se na evolucijsku
strategiju u kojoj organizmi koriste signale upozorenja kako bi odvratili predatore. Ti signali
mogu biti vizualni, zvucni ili kemijski, a njihova svrha je upozoriti predatore na neprofitabilnost
plijena, naj¢eSce zbog njegove toksicnosti, neukusnosti ili sposobnosti obrane. Sastoji se od
dva elementa: primarne obrane koju ¢ine osebujne boje, mirisi ili zvukovi i koja djeluje prije
nego Sto predator napadne te sekundarne obrane, bilo da je kemijska, morfoloska ili tip
ponadanja, koja c€ini plijen neprofitabilnim za predatore (Rojas i sur., 2015). Neki od
organizama koji koriste bioluminiscenciju kao aposematicki signal su dinoflagelati roda
Alexandrium, Pyrodinium bahamense, Lingulodinium polyedra te nekih vrsta iz rodova
Gonyaulax i Protoceratium koji uz prisutnost luciferaze sintetiziraju i fluorescentni protein
poput GFP-a. Smatra se da bioluminiscencijom manjeg intenziteta upozoravaju na svoju
otrovnost (Cusick i Widder, 2014). ZmijaCa Ophiopsila aranea koristi bioluminiscenciju kao
mehanizam fakultativne aposematicke obojenosti, smanjujuci stupanj predacije od strane
noénih predatorskih vrsta rakova poput Carcinus maenas i Pilumnus hirtellus (Jones i Mallefet,
2010).

2.4.4. PrivlaCenje plijena

Bioluminiscenciju za privlaCenje plijena koriste brojni organizmi. Najpoznatiji primjeri su ribe
udicarke (red Lophiiformes) koje koriste bakterije za proizvodnju dugotrajnog sjaja (slika 5).
Te su ribe dobile ime po karakteristicnom organu eski, koji se nalazi na vrhu pokretne Sipcice
dorzalne peraje (ilicija) $to podsjec¢a na ribolovni Stap, odnosno na maniji organizam pa djeluje
kao mamac. Eska sadrzi bioluminiscentne bakterije kojima udi€¢arke mame plijen u blizinu usta

udiarki (Anonymous 4, 2010). Uz esku, Zenke iz porodice Ceratiidae imaju jo$ dvije ili tri
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modificirae SipCice dorzalne peraje na kojima se nalazi svijetleCi organ s bioluminiscentnim
bakterijama, karunkula. Bakterije su iz roda Enterovibrio (Freed i sur., 2019). Takoder lignje iz
roda Chiroteuthis i hobotnice iz roda Stauroteuthis koriste svoje svjetleée organe koji se na-
laze na krakovima kako bi privukle plijen. Neki organizmi iskoriStavaju tude sposobnosti bio-

luminiscencije, ,alarm protiv uljeza“, kako bi privukli ili otkrili svoj plijen. U ovoj ulozi sekundarni

predator iskoristava emisiju svjetlosti plijena primarnog predatora kako bi uhvatio svoj plijen
(Pandurovic, 2017).

Slika 5. Prikaz ribe udi¢arke Cryptopsaras couesii (Britannica, 2019)

2.4.5. Osvijetljenje plijena i okoliSa

Lignja Taningia danae je zivotinja s do sad najve¢im zabiljezenim organima za proizvodnju
zute svjetlosti (fotofore) koji se nalaze na krajevima dvaju krakova. Fotofori su veli€ine limuna
i imaju pigmentiranu membranu s pomocu koje se mogu prekriti i otkriti. Time lignja kontrolira
kada ce bioluminiscirati pa tako koristi kratke pulseve jake svjetlosti za zbunjivanje i osljeplji-
vanje plijena te dugotrajnu bioluminiscenciju pri kretanju i za procjenu udaljenosti do plijena,
ili pak koristi serije kratkotrajnih i dugotrajnijih pulseva za privla¢enje partnera (Kuboderai sur.,
2007). Riba Malacosteus niger (engl. Stoplight Loosejaw) engleski je naziv dobila po jarkocr-
venom svjetlu koje koristi za osvjetljavanje plijena iz svojih fotofora koje sadrze posebne sta-
nice, fotocite koje proizvode svjetlo. Njezin je plijen ve¢inom slijep za crvenu svjetlost $to joj
daje veliku prednost prilikom lova, dok plavu svjetlost koristi za privlacenje plijena (Chambers,
2023; Sargeant, 2024).
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2.4.6. Protuosvijetljenje (stapanje s okolinom)

Protuosvjetljenje kamuflira ribe pomocu ventralnih fotofora koji emitiraju svjetlost na nacin da
sprijeCe pojavu sjene ispod organizma i prilagode izgled organizma prema difuznom svjetlu s
povrsine mora ili oceana (slika 6). Postoji jos jedan nacin kamufliranja morskih organizama pri
kojem je gorniji dio tijela tamnije, a donji dio svjetlije obojen zbog ¢ega tijelo postaje skoro
nevidljivo. Fotofori, postavljeni s trbuSne strane rakova, glavonozaca, riba, omogucuju prola-
zak organizma iznad predatora bez zapazanja. Takve Zivotinje intenzitet bioluminiscencije
Ziv€anim i hormonskim mehanizmima prilagodavaju intenzitetu osvijetljenosti okoline. Riba
udiCarka Cryptopsaras couesi bioluminiscenciju koristi i za lateralnu kamuflazu. Neke su se
morske Zivotinje prilagodile tako maskiranom plijenu i razvile o¢i usmjerene prema gore sa
zutim pigmentom koji im omogucuje raspoznati sunCevu svjetlost od bioluminiscencije. Jo§
bolja prilagodba je uoena kod Macropinna microstoma (slika 7) €ije se velike o¢i pomic¢u od
naprijed prema gore te su zasticene prozirnim slojem od pipaka Zarnjaka od kojih otimaju

hranu ili kod Dolichopteryx longipes koja ima dva vidna polja. Jednim okom gleda u stranu,

dok je drugo usmjereno prema gore te na taj nacin moze loviti plijen i paziti na svoju okolinu
(Pandurovic, 2017).

Slika 6. Prikaz koristenja protuosvjetljenja prilikom kamufliranja od predatora. Lijevo: riba
bez aktivnih trbusnih fotofora, desno: aktivni fotofori, stapanje sa svjetlom koje dolazi s povr-
Sine (Smithsonian, 2018).
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Slika 7. Macropinna microstoma (Anonymous 5, 2009).
2.4.7. Osiguravanje povoljnog okoliSa

Smatra se da bioluminiscencija pomaZze bakterijama da privuku vece organizme koje ¢e na-
seliti, €ime dobivaju stabilan okoli§, poput probavnog trakta ili fotofora (svjetlec¢ih organa) mor-
skih Zivotinja. Ova interakcija Cesto ima oblik simbioze, u kojoj obje strane ostvaruju korist.
Kod bakterije Allivibrio fischerii bioluminiscencija nastaje kao odgovor na gusto¢u bakterijske
populacije (kod nekih drugih bakterija ne) bilo na ¢esticama detritusa u morskoj vodi (Haddock
i sur., 2010) ili pri naseljavanju fotofora lignje Euprymna scolopes. Simbioza bakterijama tako

daje stabilan okoli$, a lignji kamuflaZzu bioluminiscencijom (Verma i Miyashiro, 2013).
2.4.8. Komunikacija unutar vrste

Bioluminiscencija za reproduktivhu komunikaciju prisutna je primjerice kod mnogocetinasa O-
dontosyllis enopla, hobotnica iz roda Japetella te riba iz rodova Photoblepharon i Leiognathus.
Vrste roda Odontosyllis bioluminisciraju u svrhu razmnozZavanja ovisno o lunarnom ciklusu
kada dolazi do medusobne kemijske i vizualne komunikacije. Zenke O. enopla (Slika 8) tije-
kom razmnoZzavanja plivaju u krugovima i otpustaju jajasca zajedno s bioluminiscentnim mu-
kusom. Muzjaci se usmjeravaju prema svjetlosti Zenki i ispustaju svoje gamete, pri cemu emi-
tiraju kratke bljeskove svjetlosti.ti (Brugler i sur., 2018). Ribe roda Leiognathus equulus nas-
tanjuju mutne obalne vode sa slabom vidljivoS¢u i esto love u skupinama s razli€itim vrstama.
Kako bi se omogucilo parenje u leiognatidnih je vrsta doslo do razvoja spolnog dimorfizma
svjetlosnog organa (fotofora) kojim muZjaci privlate Zenke pomocu vrsno-specificne lateralne
luminiscentne signalizacije. Fotofori sadrzi epitelne stanice koje tvore brojne pojedinacne tu-
bule i bakterije Photobacterium leiognathi koje se nalaze unutar lumena svakog tubula. Mogu
12



kontrolirati, rasprsivati i usmjeravati bakterijsku svjetlost koristenjem reflektivnih slojeva i po-
krivaca za kromatofore svjetlosnog organa kako bi stvarali razliCite obrasce svjetla specificne
za vlastitu vrstu te na taj nacin odrzavaju reproduktivnu izolaciju u mutnim vodama (Sparks i
sur., 2005).

g4
AN _)“"

Slika 8. Odontosyllis enopla (Brugler i sur., 2018)

2.5. Primjena bioluminiscencije

Bioluminiscencija se moze upotrijebiti u medicini i biotehnologiji za otkrivanje i pracenje bole-
sti, razvoja terapije, genetsko inZenjerstvo i praéenje interakcije molekula s proteinima te za
razvoj materijala, tehnologija senzora i rasvjete. Bakterije Allivibrio fischerii su tako iskoriStene
u bioluminiscentnoj rasvjeti grada Rambouilleta u Francuskoj kao mjera ustede elektricne e-

nergije (Yeung, 2022).

2.5.1. Ispitivanje genske ekspresije

Bioluminiscencija se moZze primijeniti u raznim istrazivanjima, molekularnoj biologiji i biokemiji
tako da geni Ciji produkti sudjeluju u luminiscenciji iskoriste kao reporterski, za pracenje
ekspresije gena od interesa. Postupak ukljuCuje kloniranje gena od interesa s promotorom
zajedno s reporterskim genom u ekspresijski vektor koji se unosi u stanicu domacina. Nakon
ekspresije gena s rekombinatnog vektora odreduje se koncentracija reporterskog proteina ili
se mjeri enzimska aktivnost reportera $to omogucuje kvantitativnhu analizu reportera prisutnog

u stanicama. Na tom principu rade luciferazni testovi (slika 9). U medij stanica koje
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eksprimiraju luciferazu dodaje se luciferin, prilikom ¢ega dolazi do emisije svjetlosti koja se
detektira luminometrom s fotomultiplikatorom. Testovi s jednim reporterskim genom su najbrzi
i najjeftiniji za dobivanje podataka o genskoj ekspresiji, ali detaljni i to¢ni rezultati ponekad se
teSko dobiju zbog slozenosti stanica. U sluaju promjene intenziteta bioluminiscentnog
signala, varijacije u broju stanica ili smanjenja ucinkovitosti transfekcije izmedu uzoraka
koriste se dvostruki luciferazni sustavi. Oni podrazumijevaju simultanu ekspresiju i mjerenje
kako eksperimentalnog tako i kontrolnog reporterskog enzima koji sluzi za normalizaciju
rezultata eksperimentalnog enzima. Na ekspresiju eksperimentalnog reportera utjecu
eksperimentalni uvjeti, dok se kontrolnim reporterom reguliraju varijacije u broju stanica ili
ucinkovitosti transfekcije (Teki¢ i Maravi¢ Vlahovicek, 2020). U stanicu se unose dva vektora;
jedan s kontrolnim genom reporterom koji je pod ekspresijom konstitutivnog promotora i drugi
s eksperimentalnim genom reporterom. Kao konstitutivni i eksperimentalni reporter mogu se
koristiti geni za razli€ite luciferaze Ciji se signali mogu razdvaijiti jer koriste razli€ite luciferine,
provode razliCitu kinetiku emisije svjetlosti ili imaju drugacije valne duljine emisijskih
maksimuma, zbog Cega se svjetlosni signali mogu razdvojiti optickim filtrima. Primjer
dvostrukog luciferaznog testa je koristenje luciferaze krijesnice i NanoLuc® luciferaze.
NanoLuc® luciferaza je monomerni enzim temeljen na luciferazi iz dubokomorskih $kampa
Oplophorus gracilirostris koji je stabilan pri Sirokom rasponu pH, temperaturi do 55 °C te je
idealan za primjenu kod reporterskih virusa i prou¢avanja fuzije proteina. Te luciferaze koriste
razliCite supstrate koji se dodaju u reakcijsku smjesu. Nakon dodatka prvog supstrata aktivira
se reakcija jedne luciferaze te se mijeri intenzitet bioluminiscencije. Dodatkom drugog
supstrata prekida se prva reakcija i pokrec¢e aktivnost druge luciferaze Cija se koli¢ina ponovno

mjeri intenzitetom luminiscencije (Anonymous 6, 2014).
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Slika 9. Prikaz jednostrukog luciferaznog testa s vektorom koji sadrzi gen luciferaze

krijesnica (luc) (Tekic¢ i Maravi¢ Vlahovicek, 2020).

2.5.2. lIstrazivanje protein-protein interakcija

Kako bi se proucile protein-protein interakcije potrebno je spojiti reporterske gene odgovorne
za bioluminiscenciju s genima koji kodiraju proteine Cija se interakcija Zeli istraziti. Postoje dva
nacina kako se to moZze provesti. Prvi nacin je da se gen od jednog proteina od interesa koji
se naziva »mamac« spoji s genom Koji kodira za luciferazu, a drugi protein od interesa koji se
naziva »plijen« spoji se s fluorescentnim ligandom (ili obrnuto) u odvojenim medijima. Ako
dode do interakcije fuzioniranog proteina »mamca« i »plijena«, luciferaza i fluorescentni
protein naéi ¢e se u neposrednoj blizini i doéi ¢e do prijenosa energije proizvedene
luciferaznom reakcijom na fluorescentni protein koji onda emitira svjetlost odredene valne
duljine, buduci da su takvi fluorescentni proteini molekule koje mogu emitirati svjetlost tek pod
utjecajem vanjske pobude. Provedena interakcija proteina bit ¢e uocljiva promjenom boje
emitirane svjetlosti te se takav fenomen naziva bioluminiscencijski prijenos energije
rezonancijom (engl. Bioluminescence Resonance Energy Transfer, BRET). Drugi nacin

podrazumijeva koriStenje luciferaze koja je rastavljena na dva dijela i zbog toga bioloSki
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inaktivna. Svaki dio spaja se s jednim proteinom od interesa te ako dode do interakcije
proteina, fragmenti ¢e se povezati i luciferaza ¢e biti ponovno aktivha $to se ocituje kao
bioluminiscentni signal. Rije€ je o metodi razdvojene luciferaze ili komplementacije proteinskih

fragmenata (Tekic¢ i Maravic¢ Vlahovicek, 2020).

2.5.3. Bioluminiscentno biolosko snimanje in vivo

Bioluminiscentno bioloSko snimanje (engl. Bioluminescence Imaging, BLI) koristi se u pretkli-
ni¢koj fazi razvoja lijeka za prou€avanije patoloskih mehanizama bolesti i odgovara organizma
na tretman lijekovima. Vrsi se injektiranjem bioluminiscentnih tumorskih, imunosnih, mati¢nih
ili drugih tipova stanica u zivotinje te se prati broj i prostorna raspodijela tih stanica u zivotinj-
skim modelima (slika 10). Prednosti su neinvazivnost i izbjegavanije koristenja radioizotopa
inaCe prisutnih u konvencionalnim metodama, jednostavnost, jeftinija oprema i nisu potrebni
posebno obuceni stru€njaci. Omogucuije videstruko snimanje jedne Zivotinje u stvarnom vre-
menu kako bi se pratila progresija ili regresija bolesti, $to smanjuje broj Zivotinja koje se koriste
u istraZivanjima. Prikupljaju se podaci vece statisticke znacajnosti te se smanjuje patnja i broj
Zivotinja Zrtvovanih za provedbu istraZivanja. Problem moZe biti uvodenje nekraljeznjackog
gena u stanice sisavaca, poput ljudskih, zbog ¢ega se ne primjenjuje u klini¢koj fazi ispitivanja,
niska prostorna rezolucija snimanja i slabljenje signala koji ovisi o valnoj duljini emisije svjet-
losti, dubini stanice koja sadrzi bioluminscentne reportere i okolnom tkivu. Dolazi do slabog
prodora svjetlosti kroz kozu i tkiva jer se vecina svjetlosti s valnim duljinama manjim od 600
nm apsorbira zbog prisutnosti hemoglobina u vaskulariziranom tkivu. Napretkom genetickog
inZenjerstva, molekularne biologije i sintetske kemije Siri se primjena bioluminiscentnih repor-
tera i smanjuju se nedostaci metode. Problem smanjenja intenziteta signala prilikom snimanja
dubljih tkiva moze se rijeSiti koristenjem luciferaza koje emitiraju crvenu ili infracrvenu svjetlost
koja se manje apsorbira u tkivima ili sintezom novih supstrata luciferaza koji polu€uju veci
intenzitet svjetlosti (Teki¢ i Maravi¢ Vlahovic¢ek, 2020). Jedan od primjera primjene bioloSkog
snimanja pomocu neinvazivne bioluminiscencije uz potvrdu snimanjem magnetskom rezonan-
cijom (engl. Magnetic Resonance Imaging, MRI) je detekcija transfera gena u tkivo plu¢a mi-
Seva. Carlon i suradnici razvili su novi model genske terapije za plu¢a koriStenjem vektora
dobivenih iz adeno-asociranih virusa (AAV) te su uspjesnost transdukcije pratili kombiniranjem
BLI za vizualizaciju bioluminiscentnog signala i magnetske rezonancije za dodatni prikaz ana-
tomskih struktura (Carlon i sur., 2009). AAV-i imaju malu jednolantanu DNA koju okruzuje
proteinski omotac te ne sadrze lipidni dvosloj, $to ih &ini izazito virulentnim. Za gensku terapiju
upotrebljavaju se rekombinatni AAV bez gena za virulenciju i s unesenim genom od interesa
te reporterskim genom za luciferazu. Luciferin se unosi intraperitonealno ili intratorakalno

(Naso i sur., 2017). Cai i sur., 2012 intravenozno su u fetuse miSeva unijeli AAV koji sadrzi
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reporterske gene za luciferazu za BLI, te za B-galaktozidazu za imunohistokemijsku potvrdu
uspjesne infekcije s AAV-om. B-galaktozidaza cijepa supstrat X-gal ¢ime nastaje produkt koji
spontano dimerizira i oksidira, dajuci plavo obojenje. Mladunci su rodeni carskim rezom, od-
gajani i praceni pomoc¢u BLI-a jednom tjedno do dobi od 1 mjeseca (slika 11) (Carlon i sur.,
2009). Ohlendorf i suradnici izravno su detektirali bioluminiscenciju uz pomo¢ MRI. Stanice
krvnih zila zZivotinjskog modela eksprimirale su bPAC a okolno tkivo luciferazu (Ohlendorf i
sur., 2024). Kad se osvijetli, bPAC stvara cAMP koji uzrokuje Sirenje zile i veéi protok krvi

vidljiv uz pomo¢ MRI.

~
AN

Slika 10. Gore: in vitro dolje: in vivo bioluminiscentno snimanje. UnoSenjem gena za luciferazu
stanice postaju bioluminiscentne i mogu se injektirati u animalne modele ili koristiti za ispitiva-
nje na mikrotitarskim plo€icama. Nakon izlaganja stanica luciferinu detektira se inducirani bi-
oluminiscentni signal te se rezultati prikazuju kao slike u skali pseudoboja. Takoder, mogu se
spojiti sa MRI snimkama Zivotinja za to¢niju lokaciju signala (Teki¢ i Maravi¢ Vlahovi¢ek,
2020).

.- »
A

40x P % 40x

J’ d
A

Slika 11. Kolokacija ekspresije gena uz pomo¢ BLI i MRI. a bioluminiscentni signal dobiven

B

uz pomoc¢ BLI lociran u pluéima miSeva b: MRI prikaz istog miSa. c: potvrda ekspresije gena
s AAV vektora u plu¢ima preklapanjem BLI i MRI. d, e potvrda ekspresija gena s AAV vektora
nakon X-gal bojenja za vizualizaciju LacZ pozitivnih stanica (Carlon i sur., 2009).
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2.6. Zeleni fluorescentni protein

Zeleni fluorescentni protein (engl. Green Fluorescent Protein, GFP) pripada skupini
fluorescentnih proteina odgovornih za bioluminiscenciju brojnih morskih organizama, najces¢e
zarnjaka. Sastoji se od 11 B-plo¢a i jedne a-uzvojnice na kojoj se nalazi kromofor kao dio
strukture samog proteina. Kromofor je odgovoran za boju svjetlosti i nalazi se u centru
molekule (slika 12). Struktura GFP-a formira cilindar tvoreéi p-bacvu (engl. B-barrel). Prvotno
je izoliran iz meduze Aequorea victoria koja ga stvara u fotoorganu zajedno s fotoproteinom
aekvorinom. Luminiscencija nastaje kada aekvorin oksidira koelenterazin uz prisutnost Ca?*
iona dajuci plavo svjetlo. GFP apsorbira plavo svjetlo i prevodi ga u zeleno. Pogetkom 1990-
tih gen za GFP eksprimiran je u bakteriji Escherichia coli i osjetnim neuronima obli¢a
Caenorhabditis elegans. |zlaganjem stanica UV ili plavoj svjetlosti dolazi do emisije zelene
svjetlosti. Utvrdeno je da nije Stetan za stanice. Spajanjem gena za GFP s genom za drugi
protein dobije se fuzionirani protein kojem se mogu pratiti ekspresija i lokalizacija (Kerum,
2018). Mutagenezom i izolacijom iz drugih organizama su dobiveni proteini koji fluoresciraju
na drugim valnim duljinama, stabilnije, dugotrajnije i s drukcijom ovisno$¢u o Ca?* poput CFP
(engl. Cyan-), BFP (engl. Blue-), YFP (engl. Yellow-), RFP (engl. Red-), VFP (engl. Violet

Fluorescent Protein) i njihovih inacica.

N-kraj  @-uzvojnica
/

~4 nm

Slika 12. Prikaz strukture zelenog fluorescentnog proteina (Kerum, 2018)

2.6.1. Primjena zelenog fluorescentnog proteina

Fluorescentni proteini su manje Stetni od nekih kemijskih biljega, pr. fluorescein izotiocijanata

(FITC), &to je potaknulo razvoj razli€itih modifikacija i visoko automatiziranih sistema kojima
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se promatraju stanice tijekom ekspresije produkta obiljezenih fluorescentnim proteinima, ili
stanice imunohistokemijski obojene protivtijelima oznacenima s fluorescentnim proteinom.
Fluorescentni proteini se tako koriste kao reporteri regulacije aktivacije i transkripcije gena,
biosenzori, fuzijski proteini za pracenje pokretljivosti proteina/stanica tijekom razvoja,
molekularni biljezi za pracenje rasta stanica (npr. patogenih bakterija ili stanica tumora) te
biliezi za lokalizaciju proteina u stanicama. Prednost GFP-a je u tome $§to je kromofor dio
strukture proteina pa nisu potrebni dodatni faktori i supstrati. Spajanjem gena od interesa s
genom za GFP nastaje fuzionirani protein koji se eksprimira i svijetli u zivoj stanici te je moguce
odrediti kako i gdje dolazi do izrazaja tog gena. Proteini se takoder mogu oznaciti
fluorescentnim markerima koji daju uvid u promjene proteina pri razliitim uvjetima (Kerum,
2018).

Jedna od primjena fluorescentnih proteina je tzv. brainbow tehnika u neuroznanosti. Temelji
se na kombinaciji tri ili viSe fluorescentnih proteina razli€itih boja; pr. crvene, zelene i plave koji
u razli¢itim kombinacijama mogu dati sve boje spektra. Geni za fluorescentne proteine (FP)
razli¢itih boja stave se jedan za drugim u transgenski konstrukt te se izmedu njih postave
parovi LoxP mjesta. LoxP mjesta su palindromske sekvence koje prepoznaje Cre
rekombinaza koja ovisno o orijentaciji LoxP parova moze ili izrezati DNA izmedu para (ista
orijentacija) ili napraviti inverziju sekvence (suprotna orijentacija). Kada Cre nije prisutna dodéi
¢e do ekspresije samo prvog FP u nizu, dok u njenoj prisutnosti moze doéi do ekspresije drugih
proteina, ovisno o broju LoxP parova i njihovoj orijentaciji. Na taj nain se mogu oznaditi
pojedinaéni neuroni transgeni¢nih miSeva i prou€avati meduodnosi neurona (slika 13)
(Weissman i Pan, 2015).

1970-tih godina pojavila se tehnika fotoizblijedivanja (engl. photobleaching) koja se koristi za
vizualizaciju i kvantifikaciju dinami¢kih procesa u stanici. Fotoizblijedivanje je fotokemijska
promjena molekule fluorescentnog kromofora (fluorofora; i poslijedi¢no boje) primjenom lasera
tako da trajno izgubi sposobnost fluoresciranja. Dolazi do cijepanja kovalentnih veza ili
nespecificnih reakcija fluorofora i okolnih molekula. Oporavak fluorescencije mjeri se kao
funkcija vremena, a stopa unosa neizblijedenih fluorescentnih proteina se povezuje s
njihovom pokretljivos¢éu. Ako je prisutna jedna ili vise populacija nepokretnih proteina koji su
stabilno vezani unutar fotoizblijedenog podrudja nece doc¢i do potpunog povratka
fluorescencije, dok je u slu€aju visoko mobilnih proteina nemoguce potpuno fotoizblijediti

ciliano podrucje (Kerum, 2018).
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Slika 13. Prikaz neurona hipokampusa transgeni¢nih miSeva oznacenih brainbow tehnikom

uz pomo¢ cre-lox rekombinacijskog sustava (Kerum, 2018).

Prva uspjeSna transformacija zelenim fluorescentnim proteinom izvrSena je u obli¢a
Caenorhabditis elegans nakon ¢ega su fluorescentni proteini postali jedan od osnovnih alata
u proizvodniji i analizi transgeni¢nih organizama. Modificirani organizmi fluoresciraju kako bi
se pratila ekspresija i prijenos odredenog gena, razvoj tkiva i organa, aktivacija promotora i
regulacija genske aktivnosti, uspjeSnost mutageneze, nuklearne transplantacije, RNA
interferencije i homologne mitotske rekombinacije. Neki modelni organizmi koji se
transformiraju s GFP-om i sli€nim proteinima su ribe zebrica Danio rerio i medaka Oryzias
latipes, vinska musSica Drosophila melanogaster, mi§ Mus musculus i Zaba pandzaSica
Xenopus laevis. Posebno zanimljivi organizmi su ribe Oryzias latipes i Danio rerio zbog
prozirnih embrija koji u kombinaciji s promotorima osjetljivim na teSke metale i hormone mogu
sluziti kao indikatori oneciS¢enja okolisa. Transgeni¢ne ribe se jo§ mogu Kkoristiti i kao
ornamentni organizmi pod nazivom ,GlowFish® (Kerum, 2018). JuZnokorejski tim sa
Nacionalnog sveudilista u Seoulu kojeg je vodio Byeong-Chun Lee je 2009. godine uspjesno
uzgoijio prvog genski modificiranog psa, trangeni¢nog bigla s RFP-om pod nazivom Ruppy (od
engl. Ruby puppy). Inficirali su fibroblaste s virusnim vektorom kako bi eksprimirali crveni
fluorescentni protein izoliran iz Zarnjaka Discosoma striata. Modificirane jezgre fibroblasta
prenijeli su u oocite iz kojih je uklonjena jezgra te ih uzgajali u Petrijevim zdjelicama nekoliko

sati. U zadnjem koraku znanstvenici su implantirali klonirane embrije u surogat majke i od 344
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embrija dobili 5 zdravih transgeni¢nih psic¢a. Jedan problem prilikom kloniranja transgeniénih
pasa je ciljati gdje ¢e se gen od interesa uklopiti u genom kako ne bi do$lo do stvaranja pasa
s mutacijama ili delecijama. Znanstvenici su doskocili tom problemu razvijanjem metode
cilianog genskog modificiranja (engl. gene targeting) i za to dobili Nobelovu nagradu 2007.
godine (Callaway, 2009). Stvoreni su i fluorescirajué¢i maci¢i s antivirusnim restrikcijskim

proteinom TRIMCyp i GFP kao reporterom (Wongsrikeao i sur., 2011).

2.6.2. Forsterov prijenos energije rezonancijom

Forsterov prijenos energije rezonancijom (engl. Forster Resonance Energy Transfer, FRET)
je metoda koja se zasniva na interakciji dviju fotoosjetljivih molekula fluorofora od kojih je jedna
donor energije, a druga akceptor. Donor fluorofor koji se nalazi u pobudenom stanju predaje
energiju akceptoru fluoroforu preko dipol-dipol veze prilikom ¢ega dolazi do fluorescencije.
Bitno je zadovoljiti tri uvjeta kako bi doSlo do fluorescencije; mora se preklapati spektar emisije
jednog i ekscitacije drugog fluorofora, udaljenost izmedu donora i akceptora fluorofora mora
biti manja od 10 nm i trebaju biti u optimalnoj orijentaciji (slika 14) (Kerum, 2018). Senzori
temeljeni na FRET-u imaju Siroku primjenu u biokemiji, stani¢noj biologiji i razvoju lijekova.
Neki od primjera primjene su senzori za ione (mjerenje tvrdo¢e vode i pH), tkivni senzori i
imunosenzori (Verma i sur., 2023). FRET senzori se koriste pri prou¢avanju proteinskih
interakcija tako da se na jedan protein od interesa vezZe fluorofor donor, a na drugi akceptor.
Ako dode do povezivanja proteina fluorofori ¢e se naéi dovoljno blizu i emitirat ¢e se svjetlost.
Prvi takav senzor sastojao se od fluorescentnih proteina EBFP (engl. Enhanced Blue
Fluorescent Protein) i EGFP (engl. Enhanced Green Fluorescent Protein), ali je bio
nepraktiCan zbog niske svjetline i fotostabilnosti. Senzori se konstruiraju i na nacin da su
fluorescentni proteini (FP) vezani na razliCite dijelove proteina biosenzora te su medusobno
povezani linkerom koji nakon vezanja s ligandom ili uslijed drugih biokemijskih modifikacija
mijenja konformaciju, priblizava fluorofore Sto uzrokuje prijenos energije i promjenu FRET
signala. Primjer takvog senzora je Ateam, senzor ATP-a (slika 15) koji se sastoji od dva
fluorescentna proteina povezana preko epsilon podjedinice ATP sintaze koja reagira na
poviSenu koncentraciju slobodnog ATP-a u stanici. Nedostatci FRET senzora su moguca
pojava nespecifi¢ne fluorescencije, oligomerizacija probi ili standarda prilikom ¢ega signal nije

isklju¢ivo odraz interakcije proteina i treba ga dodatno analizirati (Kerum, 2018).
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a Spektralno preklapanje C Pravilna orijentacija

Bez FRET-a S FRET-om

Emisija donora  Ekscitacija akceptora Emisija donora Ekscitacija akceptora
Bez FRET-a

ek 405 nm

b Udaljenost <10 nm
Bez FRET-a S FRET-om

405 nm

d40 |

>10 nm
Slika 14. Prikaz uvjeta koje FP-FRET par mora zadovoljiti da bi doSlo do fluorescencije:

preklapanje spektra emisije donora i ekscitacije akceptora (a), udaljenost manja od 10 nm
(b) i odgovarajuca orijentacija proteina (c). FRET par se sastoji od CFP (engl. Cyan

Fluorescent Protein) i Venus YFP (engl. Yellow Fluorescent Protein) (Kerum, 2018).

B. subtilis FOF1
ATP sintaza ¢ A
podjedinica '

CFP

Slika 15. ATeam biosenzor s CFP i YFP fluorescentnim proteinima koji se priblize u
prisutnosti ATP-a zbog promjene konformacije linkera epsilon podjedinice FOF1 ATP sintaze

bakterije Bacillus subtilis (Kerum, 2018).
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2.6.3. Primjena GFP-a u dijagnostici tumora

Fluorescentni proteini se mogu koristiti za neinvazivho praéenje dinamike metastaziranja
tumora i odredivanja ucinkovitosti antitumorskih lijekova. Postupak ukljuuje implantaciju
tumorskih stanica oznacenih fluorescentnim proteinima u zivi modelni organizam i pracenje
njihovog kretanja, metastaziranja i interakcije sa zdravim stanicama metodama mikroskopije.
Za lakSe pracéenje i analiziranje koriste se proteini koji fluoresciraju u razli¢itim bojama kako bi
se oznacile zdrave i tumorske stanice (slika 16). Razvijena je i metoda kojom se mogu oznaciti
tumorske stanice u zivom organizmu $to se primjenjuje za dijagnostiku tumora koji se nalaze
duboko u ljudskim organima. Za transformaciju tumorskih stanica koriste se specifi¢ni virusi
(adenovirusi, herpes virusi) koji su modificirani na nacin da proizvode fluorescentne proteine.
Takva metoda se zbog stabilne fluorescencije primjenjuje u kirurgiji i za pracenje zaostalih
tumorskih stanica (Kerum, 2018).

Nakon oznacavanja slijedi detekcija osvjetljenih tumorskih tkiva pomocéu posebnih sustava za
snimanje fluorescencije koji se sastoje od izvora svjetlosti razli€itih valnih duljina, filtera,
detektora i zaslona za prikaz fluorescencije. Uloga filtera je eliminacija okolnog svjetla koje
nije nastalo fluorescencijom i pobuduju¢eg svjetla izvora. Prilikom izbora detektora potrebno
je paziti na odgovarajucu osjetljivost i spektralni raspon (Woo i sur., 2021).

Fluorescentni proteini mogu se primijeniti i u pracenju faza stani¢nog ciklusa pomoéu FUCCI
(engl. Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) metode. Faze stani¢nog ciklusa
mogu se razlikovati promjenom koncentracije faktora licenciranja Cdt1 i njegovog inhibitora
geminina. Koli¢ina Cdt1 najvisa je tokom G1 faze te se smanjuje do S faze, dok geminina ima
najviSe u S i G2 fazi, a najmanje u M i G1 fazi. Na degrone (dijelove odgovorne za razgradnju)
ovih proteina vezu se parovi fluorescentnih proteina (FUCCI probe) koji bivaju destabilizirani
E3 ubikvitinskim ligazama APC/C i SCFSkp2 odgovornim za promjene u koli¢ini Cdt1 i
geminina, zbog €ega se jasno razlikuje kada je stanica u G1 fazi a kada u S/G2/M fazi. APC/C
je aktivna tokom M i G1 faze jer ligira geminin i SCFSkp2, dok je SCFSkp2 aktivha u Si G2
fazi ¢ime degradira Cdt1. NajceSce se koriste dvije probe zelene i crvene boje kako bi se lakse
i pouzdanije pratila izmjena faza stani¢nog ciklusa. FUCCI senzori mogu se primijeniti u
odredivanju trajanja odredenih faza stani¢nog ciklusa, povezivanju staniénih procesa (npr.
razgradnje proteina) s razliCitim fazama stani€nog ciklusa i za vizualno razlikovanje

proliferirajucih stanica i onih u mirovanju (Zielke i Edgar 2015).
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Slika 16. Zeleno: fibroblasti glodavca oznaceni zelenim fluorescentni proteinom, crveno:

stanice raka prostate glodavca ozna€ene crvenim fluorescentnim proteinom (Kerum, 2018).

3. ZAKLJUCCI

1. Bioluminiscencija je Siroko prisutna u morima i oceanima, najé¢esée kao prilagodba na
smanjenu koli¢inu sunceve svjetlosti ali kod pojedinih organizma moze imati i viSes-
truke uloge.

2. S povecanjem dubine smanjuje se broj bioluminiscentnih organizama, ali postotak u
odnosu na sve organizme (bioluminiscentne i nebioluminiscentne) ostaje konstantan
na vrijednosti od 75% pa se moze zakljuciti da se opcenito smanjuje broj zivih organi-
zama na vec¢im dubinama zbog ekstremnijih Zivotnih uvjeta.

3. Postoje razlike u kemijskoj gradi luciferina i luciferaza kod razli€itih organizama, isto
tako razlicite vrste mogu proizvoditi iste luciferine. Jedan od primjera je koelenterazin
kojeg sintetiziraju pripadnici devet razlicitih koljena.

4. Jedan od izazova prilikom odredivanja uloga bioluminscencije jest reproducibilnost pri-

rodnih uvjeta u laboratorijskom okruzenju. Tipovi svjetlosne emisije koji se vide tokom
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laboratorijskih stimulacija mozda nisu istovjetni onima u prirodnom okoliSu pa ¢ak i ako
je zivotinja u dobrom stanju i ako je u razvojnoj fazi za koju je bioluminiscencija klju¢na.
5. Bioluminiscencija pronalazi veliku primjenu u podrucjima biokemije i biotehnologije
zbog moguce neinvazivne upotrebe, jednostavnih i ekonomiénih metoda te visoke os-
jetljivosti. Daljnjim proucavanjem fluorescentnih proteina doc¢i ¢e do razvoja novih me-
toda i usavrSavanja postojecih za postizanje vece to€nosti dobivenih rezultata, primje-

rice u unovih lijekova za do sada neizljeCive bolesti.
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