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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Bioluminescencja od wielu lat jest przedmiotem badan naukowcéw; istnieje wiele mechanizméw
tego zjawiska. Najbardziej rozpowszechniony wystepuje u bakterii. Jest uwarunkowany obecno-
$cig operonu lux, ktéry koduje wszystkie elementy niezbedne do emisji promieniowania $wietl-
nego, nie ma wiec potrzeby dostarczenia substratéw z zewnatrz. Réwnie popularny mechanizm
bioluminescencji wykazujg chrzaszcze z gatunku Photinus pyralis. Lucyferaza wystepujaca u tych
organizmdw to FLuc, a substratem jest D-lucyferyna. Bioluminescencja jest tez cechg wielu organi-
zméw oceanicznych. Wiekszo$¢ z nich opiera zjawisko emisji promieniowania na reakgji utlenienia
koelenterazyny do koelenteramidu z udziatlem lucyferaz RLuc oraz GLuc. Dzieki réznorodnosci
wymienionych systemdw, bioluminescencja zostata wykorzystana do opracowania niezwykle
czulych technik znajdujacych zastosowanie w biologii molekularnej i medycynie. Najwazniejsza
znich jest obrazowanie bioluminescencyjne (BLI). Jest to metoda tania i nietoksyczna, pozwalajaca
na obrazowanie zaréwno in vivo, jak i in vitro. Wykorzystywana jest m.in. w badaniach interakgji
miedzy biatkami, w oznaczaniu komérek macierzystych, monitorowaniu zakazeti wirusowych,
bakteryjnych, grzybiczych oraz pasozytniczych, a takze w analizowaniu proceséw nowotworzenia.
Umiejetno$é modyfikowania réznych typéw komdrek w taki sposéb, by wykazywaty biolumine-
scencje, umozliwita stworzenie biosensoréw czutych na okre$lone anality. W ostatnich latach
opracowano réwniez nowoczesne techniki molekularne wykorzystujace zjawisko bioluminescencgji.
Zalicza sie do nich testy immunoenzymatyczne, udoskonalone analizy zwigzane z wykrywaniem
ATP w uktadach biologicznych, a takze analize BART (analiza bioluminescencyjna w czasie rzeczy-
wistym), ktéra pozwala na ocene amplifikacji kwaséw nukleinowych.

bioluminescencja - obrazowanie bioluminescencyjne - lucyferaza - emisja promieniowania
biatka reporterowe

Summary

Bioluminescence has been studied for many years by scientists. There are numerous mecha-
nisms of that phenomenon; among them bacterial bioluminescence is the most frequently
found in nature. This type of bioluminescence is determined by the appearance of lux operon,
which encodes all elements necessary to produce light emission and it does not require any
additional substrates supply. Another commonly found example of bioluminescence mecha-
nism is performed by Photinus pyralis. Luciferase of P. pyralis named FLuc requires D-luciferin
as a substrate. Bioluminescence is also characteristic for many deep-sea organisms. Most of
them are based on oxidation reaction of coelenterazine to coelenteramide mediated by RLuc
or GLuc luciferases. Due to the variety of bioluminescence mechanisms in nature, it has beco-
me possible to apply them in many sensitive methods that can be used in molecular biology
and medicine. The most significant application of bioluminescence is BLI (bioluminescence
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imaging). This method is cheap and nontoxic which allows both in vitro and in vivo imaging.
BLI applications include, e.g. protein-protein interactions, stem cells labeling, tracking of viral,
bacterial, fungal and parasitical infections, and carcinogenesis analyses. Bioluminescence has
also been used in the creation of modified cell systems capable of light emission in response
to certain analytes and thus very sensitive biosensors have been generated. Other impor-
tant areas of bioluminescence application are immunoassays, ATP assays, and BART analysis
(bioluminescent assay in Real-Time) - a very sensitive technique which allows scientists to
estimate nucleic acids amplification.
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rzeczywistym (bioluminescent assay in real-time); BBIC — zintegrowany obwéd bioluminescencyjny
bioreportera (bioluminescent bioreporter integrated circuit); BLEIA - bioluminescencyjny test
immunoenzymatyczny (bioluminescent enzyme immunoassay); BLI - obrazowanie biolumine-
scencyjne (bioluminescent imaging); BRET - transfer energii rezonansu bioluminescenc;ji (biolu-
minescence resonance energy transfer); CCD — matryca typu CCD (charge coupled device); CFU
—jednostka tworzaca kolonie (colony forming unit); CMOS — matryca typu CMOS (complementary
metal oxide semiconductor); CS-BLI — swoiste komérkowo obrazowanie bioluminescencyjne in
vitro (cell-specific in vitro bioluminescence imaging); CT - tomografia komputerowa (computed
tomography); DMBA - 9,10-dimetylo-1,2-benzantracen; EF - czynnik obrzeku (edema factor);
EYFP - wzmocnione biatko zéttej fluorescencji (enhanced yellow fluorecent protein); Fluc - lucy-
feraza swietlika (firefly luciferase); GFP - biatko zielonej fluorescencji (green fluorecent protein);
GLuc - lucyferaza Gaussia princeps; HCMV - ludzki cytomegalowirus (human cytomegalovirus);
HSV-1 - wirus opryszczki pospolitej 1 (herpes simplex virus 1); LAMP - amplifikacja izotermiczna
metodg odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem petli (loop-mediated isothermal amplification);
LF - czynnik Smiercionosny (lethal factor); MDR1 - gen kodujacy biatko opornosci wielolekowej 1
(multidrug resistance gene 1); NLuc - lucyferaza NanoLuc; P-gp - glikoproteina P; PAP - kwasna
fosfataza gruczotu krokowego (prostatic acid phosphatase); PET — pozytonowa tomografia emisyj-
na (positron emission tomography); PSA - swoisty antygen sterczowy (prostate specific antigen);
QD - kropki kwantowe (quantum dots); RLuc - lucyferaza Renilla reniformis; SPECT — tomografia
emisyjna pojedynczych fotonéw (single-photon emission computed tomography).

Wsrep

Zgodnie z definicjg bioluminescencja nazywa sie zdol-
no$¢ zywych komérek do emisji promieniowania
w zakresie $wiatla widzialnego. Jest to skutek reakcji
utlenienia lucyferyny bedacej substratem, z udziatem
enzymu - lucyferazy (fotoproteiny). Aby oddziatywa-
nie to mogto zaistnieé, niezbedna jest obecno$¢ tlenu,
a w poszczegblnych przypadkach takze dodatkowych
enzyméw, ktére wptywajg na zmiane konformacji lucyfe-
ryny na bardziej aktywna, a tym samym na zwiekszenie
jej zdolnosci do reagowania z tlenem przy wspétudziale
lucyferazy [38]. Dtugo$é emitowanego promieniowa-

nia bywa rézna i zalezy m.in. od budowy enzymu, ktéra
prawie dla kazdego systemu bioluminescencji jest inna
[47]. Istnieje zatem wiele mechanizmdw zjawiska biolu-
minescencji. Wszechstronno$¢ tego fenomenu stata sie
bodZcem do studiéw nad jego geneza [19], ktére dopro-
wadzily do opracowania wielu technik, ktére opieraja sie
na procesach naturalnie zachodzacych w §rodowisku.
Korzystaja z nich specjali$ci z réznych dziedzin, takie
jak np. biotechnologia, medycyna czy ochrona $rodowi-
ska. Najszersze zastosowanie bioluminescencja znajduje
jednak w biologii molekularnej. Szczegdlnie istotne byto
opracowanie techniki obrazowania bioluminescencyj-
nego, ktére umozliwito naukowcom prowadzenie badan
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in vivo na duzg skale [33]. Dzieki idei uzycia lucyferazy
jako biatka reporterowego mozliwe stato sie pozna-
nie funkcji, umiejscowienia oraz zywotnosci komérek
w organizmach ssakéw. Obecnie obrazowanie z uzyciem
bioluminescencji jest jedna z najwazniejszych metod
prowadzenia analiz proceséw chorobowych oraz reakcji
organizmu na terapie [11,33].

Ostatnie lata zaowocowaty opracowaniem nowych tech-
nologii z uzyciem lucyferazy. Obecnie enzymu tego
uzywa sie w testach immunoenzymatycznych, pod-
czas wykrywania interakcji miedzy biatkami, w bada-
niach nad kwasami nukleinowymi, a takze w analizach
zwigzanych z wykrywaniem ATP oraz innych analitéw
- pierwiastkdéw, zwigzkéw aromatycznych i substancji
o charakterze toksycznym [33].

BIOLUMINESCENCJA W NATURZE

Odkrycie i znaczenie bioluminescencji

Zjawisko bioluminescencji jest znane ludziom od setek
lat. Pierwsze doniesienia o jego istnieniu pochodza jesz-
cze z relacji z podrézy Krzysztofa Kolumba. Wiadomo
tez, ze juz w starozytnosci Arystoteles oraz Pliniusz Star-
szy zastanawiali sie nad Zrédlem $wiatta, ktére mozna
byto obserwowaé u niektérych martwych ryb oraz
w zwilgotnialym drewnie [5]. Badania nad zjawiskiem
luminescencji prowadzili réwniez Robert Boyle - to on
dowiddl, ze luminescencja badanych przez niego orga-
nizméw zalezna jest od obecnosci tlenu, czy Raphael
Dubois, ktéry do§wiadczalnie wyjasnit dziatanie systemu
emisji $wiatta przez zywe organizmy [5,38]. R. Dubois
zajmowatl sie badaniem mieszanin, ktére sporzadzit
z uzyciem ekstraktu z narzadu $wietlnego chrzgszcza
z gatunku Pyrophorus noctilucus. Jedna z mieszanin byta
sporzagdzona w zimnej wodzie, a druga w cieplej. Pierw-
sza wykazywata wlasciwosci zawiesiny emitujgcej $wia-
tlo, ktére jednak z uptywem czasu byto coraz stabsze, az
do catkowitego zanikniecia. Druga natomiast, sporza-
dzona z uzyciem cieptej wody, nie wykazywata biolumi-
nescencji, wiec Dubois schtodzit jg, a nastepnie potaczyt
z pierwsza mieszaning. Spowodowato to ponowne poja-
wienie sie efektu luminescencji. Wywnioskowano wtedy,
ze ekstrakt sporzadzony w zimnej wodzie zawiera termo-
labilny enzym, ktéry nazwano lucyferaza, a ciepta mie-
szanina zawierala czynnik, ktéry byt stabilny w wysokie;
temperaturze. Nazwano go lucyferyng i uznano za sub-
strat enzymu, ktéry wykazywat wtasciwos$ci w roztworze
zimnej wody [38].

Poszukujgc zrédet powstania bioluminescencji wéréd
zwierzat i mikroorganizmdéw, naukowcy zauwazyli duza
réznorodnosé gatunkdw, ktére odznaczajg sie tg cecha.
Wiekszo$¢ z nich to organizmy wystepujace w oceanach,
poniewaz jest to stabilne i przejrzyste §rodowisko, co
sprzyja komunikowaniu si¢ miedzy soba nawet na duze
odlegtosci. Istniejg takze zwierzeta ladowe zdolne do bio-
luminescencji, takie jak: §limaki, dzdzownice i chrzasz-
cze, w tym najbardziej popularne $wietliki. Mozliwe, ze

wystepuja takze gatunki stodkowodne zdolne do emisji
promieniowania, np. w glebinach jeziora Bajkal. Trudno
jednak wyréznié ceche taczaca wszystkie te zwierzeta,
dlatego uwaza sie, ze bioluminescencja ewoluowata
w przyrodzie wielokrotnie i niezaleznie u réznych orga-
nizméw, wykluczajgc bakterie, u ktérych podejrzewa sie
istnienie jednego mechanizmu ewolucji tego zjawiska.
Mozna przez to rozumieé, ze jest to proces stosunkowo
tatwy, a jednocze$nie niezwykle istotny ze wzgledu na
to, jak czesto sie pojawia w $rodowisku. Bioluminescen-
cja jest wiec zjawiskiem powszechnym, ale nie do korica
jeszcze poznanym. Jest to spowodowane brakiem moz-
liwosci zbadania wielu organizméw ze wzgledu na $ro-
dowisko zycia - techniki, ktére stuza do badania wéd
oceanicznych nie pozwalaja jeszcze na dostanie sie na
gtebokosé, na ktdrej podejrzewa sie istnienie innych
organizméw wykazujacych bioluminescencje [19].

Dlaczego wiec bioluminescencja odgrywa tak istotna role
wéréd tej bardzo zréznicowanej grupy organizméw? Nie-
ktére bakterie wykorzystujg to narzedzie by przedtuzyé
cykl zyciowy - zasiedlajg organizm ryby, a nastepnie emi-
tuja $wiatto, przyciagajac uwage wiekszych drapiezni-
kéw; umozliwia im to dtuzsze przezycie. Zabnicoksztaltne
wykorzystuja bioluminescencje by przyciagna¢ zdobycz,
abruzdnice do blyskawicznego ostrzegania przed nadcia-
gajacym drapieznikiem. Wérdd gatunkéw, ktére wyste-
puja na ladzie nie sposdb nie przywotaé $wietlikéw, ktére
dzieki bioluminescencji komunikuja sie miedzy soba
w celu zwabienia osobnika plci przeciwnej badz zasygna-
lizowania informacji o obecnosci pokarmu [5].

Bioluminescencja bakterii

System bioluminescencji u bakterii wyréznia sie wyste-
powaniem operonu lux, ktérego ekspresja umozliwia
powstanie wszystkich produktéw niezbednych do emi-
sji promieniowania $wietlnego, bez potrzeby pobiera-
nia substratéw z zewnatrz [33]. Operon jest zbudowany
z gendéw luxA i luxB, ktérych produktem jest lucyferaza,
a takze gendw luxC, luxD i luxE, ktére koduja enzymy
niezbedne do syntezy dlugotaricuchowego nasyconego
aldehydu, np. dekanalu, dodekanalu lub aldehydu miry-
stynowego [4,33]. Ostatni z genéw nalezacy do operonu
lux to luxG, ktéry koduje enzym uczestniczacy w two-
rzeniu zredukowanego mononukleotydu flawinowego
(FMNH,). Geny operonu lux u wiekszo$ci bakterii sg
utozone w kolejnosci CDABEG. Niektére z bakterii maja
takze dodatkowy gen luxF, znajdujacy sie miedzy genami
luxB i luxE, bedacy prawdopodobnie zduplikowana wer-
sja genu luxB. Jego obecno$¢ stwierdzono u niektérych
gatunkdéw z rodzaju Photobacterium [4].

Bakteryjna lucyferaza jest heterodimerem powstatym
z polaczenia produktéw ekspresji gendw luxA oraz luxB
i do swojej aktywnosci, oprécz weze$niej wymienionych
FMNH, i odpowiedniego aldehydu, wymaga tlenu. Reak-
cja lucyferazy powoduje powstanie produktu ubocznego
w postaci promieniowania $§wietlnego o dtugosci fali 490
nanometréw (ryc. 1) [6].
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Ryc. 1. Mechanizm bioluminescencji wystepujacy u bakterii
Bioluminescencja owadéw

Najbardziej znang lucyferaza, wystepujaca u owaddw
zdolnych do bioluminescencji, jest firefly luciferase
(FLuc) (w jezyku polskim okre$lana jako lucyferaza $wie-
tlika) wystepujaca u chrzaszcza z gatunku Photinus pyra-
lispyralis [26]. Jej obecno$é wykazano takze u niektdrych
gatunkéw z rodzin Lampiridae, Elateridae czy Phengodi-
dae [38]. FLuc, w przeciwietistwie do lucyferazy bakte-
ryjnej, jest monomerem [14]. Oddziatuje z D-lucyferyna,
wytwarzang przez fotocyty — wyspecjalizowane komérki
znajdujgce sie w odwloku owada [5]. Aby reakcja miedzy
D-lucyferyng i lucyferazg zaszta, niezbedna jest obec-
no$¢é ATP, tlenu oraz jonéw magnezu [8]. Na poczatku,
poprzez reakcje z ATP, czgsteczka D-lucyferyny zostaje
aktywowana. Produktem przej$ciowym tego etapu jest
kompleks lucyferazy i lucyferylo-AMP, ktéry nastepnie
reaguje z czasteczka tlenu [14]. Powstaje oksylucyferyna
- produkt niestabilny i znajdujacy sie w stanie wzbu-
dzonym [5]. Podczas powrotu oksylucyferyny do stanu
podstawowego, zostaje wydzielona energia w postaci
promieniowania o dtugosci fali 560 nm i zéttozielonej
barwie (ryc. 2) [14].

Bioluminescencja organizméw oceanicznych

Sposréd wszystkich $rodowisk oceany sa zrédtem naj-
wiekszej liczby organizméw zdolnych do biolumine-
scencji. Wystepuje w nich bardzo duza bioréznorodno$¢,
zaréwno zwierzat, jak i systeméw wykorzystywanych
do emisji promieniowania. Najlepiej opisanymi organi-
zmami zyjagcymi w oceanach i wykazujacymi zdolno$é do
bioluminescencji sg parzydetkowce, widtonogi, bruzd-
nice i matzoraczki [19].

Najbardziej rozpowszechniony system bioluminescen-
cji w $rodowisku oceanicznym opiera sie na lucyfera-
zie wykorzystujacej koelenterazyne. Jest to zwigzek
monomeryczny, bedacy pochodna imidazopyrazynonu,
a korzystajace z niej lucyferazy maja mase o wiele mniej-
szg od lucyferazy $wietlika z gatunku Photinus pyralis
[1,26,33]. System, by prawidlowo funkcjonowaé, potrze-
buje jedynie tlenu i w przeciwieristwie do lucyferazy
$wietlika, nie wymaga udziatu ATP [30]. Koelentera-
zyna moze wystepowal w postaci zwiazanej z fotoprote-
inami, co obserwuje sie u stutbioptawéw, zebroptawdw
i promienic. Pierwsza z odkrytych fotoprotein byta
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Ryc. 2. Mechanizm bioluminescencji wystepujacy u Swietlika Photinus pyralis

ekworyna wyizolowana z meduzy z gatunku Aequorea
victoria [19]. Wraz z koelenterazyna i tlenem tworzy sta-
bilny kompleks wrazliwy na obecnos$é jonéw wapnia -
w chwili kontaktu kompleksu z jonami Ca?" nastepuje
zmiana konformacji i emisja promieniowania $wiatta
niebieskiego. Ta wtasciwo$é pozwolita na wykorzysta-
nie ekworyny m.in. w testach majgcych na celu pomiar
wewnatrzkomdrkowego stezenia jonéw wapnia [34].
Bardzo podobne wtasciwosci i zastosowanie do ekwo-
ryny wykazuje obelina (obelin) - fotoproteina pozyski-
wana z parzydetkowca z gatunku Obelia longissima [33].
Do opisywanej grupy zwiazkéw nalezy takze symplek-

tyna, wystepujaca u katamarnicy nalezacej do rodzaju
Symplectoteuthis. Najbardziej popularne lucyferazy
wykorzystujace koelenterazyne pozyskiwane sa nato-
miast z parzydetkowcéw z gatunku Renilla reniformis,
a takze z widtonogéw Gaussia princeps [19]. Lucyferazy te
oznacza sie kolejno jako RLuc oraz GLuc. Podobnie jak
lucyferaza $wietlika sg enzymami bardzo chetnie wyko-
rzystywanymi w biologii molekularnej, czesto taczone
ze sobg [46]. Obecno$¢ lucyferaz wykorzystujacych jako
substrat koelenterazyne wykazano takze u innych orga-
nizméw oceanicznych. Nalezg do nich np. katamarnice
z rodzaju Watasenia, gdzie koelenterazyna wystepuje
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Ryc. 3. Mechanizm bioluminescencji wykorzystujacy koelenterazyne

w postaci disiarczanu, czy krewetki z rodzaju Oplophorus
[19]. To wlasnie z gatunku Oplophorus gracilirostris wyizo-
lowano lucyferaze, ktéra po odpowiednich modyfika-
cjach z uzyciem technik inzynierii genetycznej, nazwano
NanoLuc (NLuc). Jako substrat wykorzystuje zwiazek
bedacy analogiem koelenterazyny. Sygnat powstajacy
w wyniku jego polaczenia sie z NLuc jest ponad 150 razy
intensywniejszy niz ten, ktérego emisje obserwuje sie
w wyniku reakcji z udziatem FLuc [25]. Innymi organi-
zmami uzywajacymi koelenterazyny do bioluminescen-
cji sa ogonice, szczecioszczekie, a nawet niektére ryby
[19]. Utlenienie koelenterazyny powoduje powstanie
koelenteramidu, a emitowane przy tym promieniowa-
nie ma barwe zielononiebieska i dtugos¢ fali zblizong do
480 nm (ryc. 3) [22,27,33].

Wsrdd organizmdéw oceanicznych zdolnych do biolu-
minescencji nalezy wyrézni¢ takze bruzdnice. Ich bio-
luminescencja jest procesem ztozonym z kilku etapéw
i $ci$le zaleznym od warto$ci pH [40]. Duze znaczenie
odgrywaja w niej mate pecherzyki nazywane scyntylo-
nami (scintillons). W kazdym z nich znajduja sie: lucy-
feraza, lucyferyna oraz biatka wiazace lucyferaze (tylko
u niektérych gatunkéw) [20]. Bruzdnice emitujg promie-
niowanie w odpowiedzi na ruch wody, wywotany np. bli-
skg obecnoscig drapieznika. Mechanizm transdukgcji tego
sygnatu rozpoczyna sie od aktywacji receptoréw biatka
wiazacego GTP, znajdujgcych sie w bonie komérkowej.
Nastepnie dochodzi do zmiany sygnatu mechanicznego
na elektryczny przez zwiekszenie stezenia jonéw wap-
nia w komdrce. Nastepstwem jest depolaryzacja btony
wakuoli oraz jej potaczenie z otaczajacymi ja scynty-

lonami. Zmienia sie potencjat czynno$ciowy bton tych
pecherzykéw i dochodzi do otworzenia bramkowanych
napieciem jonowych kanatéw wodorowych. Naptyw pro-
tonéw z wakuoli do $rodka scyntylonu powoduje spadek
pH i wyzwolenie reakcji chemicznej, prowadzacej do
emisji kwantu promieniowania $wietlnego [40]. Lucyfe-
raza bruzdnic jest heterocyklicznym zwiazkiem aroma-
tycznym o budowie zblizonej do chlorofilu [19]. Niektére
gatunki zawieraja biatka, ktére maja wigzaé lucyferaze,
by nie ulegta autooksydacji w pH powyzej 7,0. Gdy wne-
trze scyntylonéw ulega zakwaszeniu, biatka te uwal-
niaja lucyferaze, ktéra przechodzi w postaé aktywna,
anastepnie utlenia lucyferyne do oksylucyferyny. Reak-
cja zachodzi z uwolnieniem kwantu promieniowania
o dlugoéci fali réwnej 475 nm i niebieskiej barwie (ryc.
4) [40]. Poza bruzdnicami, tego typu lucyferaza wyste-
puje takze u szczetek, inaczej nazywanych krylem [19].

Jeden z najbardziej oryginalnych mechanizméw biolu-
minescencji obserwuje sie u matzoraczkéw. Charakte-
rystyczna lucyferyna Cypridina (ryc. 5), syntetyzowana
z tryptofanu, izoleucyny i argininy, wystepuje gtéwnie
u Cypridina i Vargula z rzedu Myodocopida. Nie wszystkie
malozoraczki uzywaja lucyferyny Cypridina w biolumi-
nescencji - rzad Halocyprida korzysta z koelenterazyny.
Wykazano jednak, ze lucyferyny Cypridina uzywaja
takze niektére gatunki ryb z rodziny zmiataczowatych
(rodzaje Pempheris i Parapriacanthus) oraz Porichthys nota-
tus z rodziny batrachowatych. Ryby te maja wyspecjali-
zowane struktury petnigce funkcje organdw $wietlnych,
bedace przedtuzeniem ich przewodu pokarmowego [19].
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(BRAZOWANIE BIOLUMINESCENCYJNE

Charakterystyka metody

Obrazowanie bioluminescencyjne (BLI - biolumine-
scence imaging) jest jedng z najbardziej czutych tech-
nik pozwalajacych na przeprowadzanie badat in vivo na
poziomie molekularnym [32]. Do poddawanego obrazo-
waniu organizmu wprowadza sie konstrukty zawierajace
geny niezbedne do zaj$cia procesu bioluminescen-
cji. Dzieki temu mozliwe jest wykorzystanie zjawiska
w badaniu organizméw, ktére nie majg naturalnej umie-
jetno$ci emisji promieniowania §wietlnego. Interakcja
miedzy lucyferazg i lucyferyng - powstajacg w wyniku
ekspresji genéw konstruktu badz podawang z zewnatrz
- przyczynia sie do powstania sygnatu, ktéry jest wykry-
wany i analizowany przez odpowiednia aparature [2,30]
(ryc. 6). Technika jest tania i nieskomplikowana, nie
wymaga wiec zaangazowania wysoko wykwalifikowanej
kadry pracowniczej. Jest réwniez nietoksyczna i umoz-
liwia szybkie zaobserwowanie skutkéw badania [42].
Cechuje sie wysokim stosunkiem tzw. sygnatu uzytecz-
nego do szumu (tta), co pozwala na detekcje nawet bar-
dzo stabych sygnatéw swoistych [22]. W obrazowaniu
bioluminescencyjnym uzywa sie kamer z matrycg CCD

(charge coupled device), ktére sa bardzo czute i umozli-
wiajg nie tylko okre$lenie liczby powstajacych fotonéw,
ale takze doktadne umiejscowienie zjawiska w badanej
prébce lub organizmie [35]. Wieksza wydajno$¢ pracy
takiej kamery moze by¢ osiagnieta, gdy przed przysta-
pieniem do obrazowania podda sie ja schtodzeniu, naj-
czesciej do temperatury oscylujacej okoto minus 80°C.
Ma to na celu redukcje wystepowania szuméw o charak-
terze termicznym [8]. Technika BLI odznacza sie jednak
takze pewnymi ograniczeniami. Problemem okazato sie
rozpraszanie i absorpcja sygnatu przez tkanki zwierze-
cia poddanego BLI. Barwnikami, ktére charakteryzuja
sie zdolnoscig pochtaniania §wiatta sg np. melanina czy
hemoglobina. Rozpraszanie generuje natomiast pro-
blemy zwigzane z detekcja promieniowania $wietlnego
pochodzacego z gteboko potozonych tkanek [26]. Dlatego
tez niemozliwe jest, jak dotad, zastosowanie techniki BLI
w obrazowaniu duzych organizméw, w tym cztowieka.
Inng trudnos$cia jest rozdzielenie fotonéw pochodza-
cych z tkanek bezposrednio z sobg sgsiadujacych. Jest
to spowodowane gtéwnie tym, ze BLI jest technikg dwu-
wymiarowa, o malej rozdzielczosci przestrzennej [22].
Nowoczesne rozwiazania techniczne umozliwiajg jed-
nak wyeliminowanie tej niedogodno$ci. Mimo gorszej
rozdzielczo$ci otrzymywanych zdjeé, obrazowanie biolu-
minescencyjne w przeciwienstwie do technik pozytono-
wej tomografii emisyjnej (PET) czy tomografii emisyjnej
pojedynczych fotonéw (SPECT), umozliwia przeprowa-
dzenie badari wielu organizmdéw, w krétkim czasie i przy
matym naktadzie finansowym. Tym samym technika BLI
stala sie jedng z najcze$ciej stosowanych technik obrazo-
wania i wciaz trwajg prace nad jej udoskonalaniem [26].

Lucyferazy stosowane w BLI

Pierwsza opisana préba wykorzystania BLI byta w 1995
r., przeprowadzona przez C.H. Contaga i wsp., opierata
sie na wprowadzeniu do genomu bakterii Salmonella
Typhimurium operonu lux, pochodzacego z bakterii
Photorhabdus luminescens [22]. Badania przeprowadzono
w celu otrzymania bakterii zdolnych do autolumine-
scencji, a nastepnie zainfekowano nimi myszy, by méc
ocenié ich reakcje na antybiotykoterapie [30]. Opisana
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Ryc. 6. Schemat techniki BLI z uzyciem genu reporterowego

metoda jest jednym ze sposobéw przeprowadzania BLI
z uzyciem komdérek bakteryjnych, natomiast nie znalazta
zastosowania w znakowaniu komérek ssakéw [22,26]. Ist-
nieje jednak wiele lucyferaz, niepochodzacych z bakterii,
ktére mozna wykorzysta¢ w obrazowaniu organizmdéw
wyzszych. Wieloletnie badania ich wlasciwosci (tabela 1)
pozwolily na wyselekcjonowanie takich, ktére maja naj-
szerszy zakres zastosowan (ryc. 7) [8,26,30].

Wsréd lucyferaz uzywanych w technice BLI najbar-
dziej sa pozadane te, ktére w reakcji z lucyferyng emi-
tuja promieniowanie w zakresie barwy czerwonej (A>600
nm). To wlaénie fale o tej dtugo$ci najtatwiej przeni-
kaja przez tkanki i w przeciwieristwie do krétszych fal,
nie sa tak tatwo absorbowane przez naturalnie wyste-
pujace w organizmie pigmenty. Emisje w tym zakre-
sie stwierdza sie w reakcjach, w ktérych udzial biora
lucyferazy pozyskiwane z gatunkéw Photinus pyralis
oraz Pyrophorus plagiophthalamus [30]. Do reakcji biolu-
minescencji niezbedna jest m.in D-lucyferyna, ktéra
podaje sie dootrzewnowo. Charakteryzuje sie duzg
biodostepnos$cia i z tatwoscia przenika bariere krew-
-mdzg oraz krew-tozysko. Maksymalny efekt biolumi-
nescencji mozna zauwazy¢ po 10 min od zaaplikowania
D-lucyferyny i utrzymuje sie nawet do 30 min. Wynika
z tego, ze D-lucyferyna jest substratem wzglednie sta-
bilnym w warunkach in vivo. Opisywany rodzaj BLI jest
wykorzystywany w badaniach wymagajacych technik
o duzej czutosci [22]. Lucyferazami o wiasciwosciach
zupetnie odmiennych od lucyferazy FLuc sg GLuc oraz
RLuc, ktdre jako substrat wykorzystuja koelenterazyne,
a dtugoéci fali emitowane w katalizowanych przez nie
reakcjach najczesciej osiagaja warto$ci rzedu 480 nm,
co odpowiada barwie niebieskiej widma optycznego.
Zoptymalizowana wersja enzymu RLuc - RLuc8.6-535 -
w reakgji z koelenterazyna przyczynia sie do emisji pro-
mieniowania o dtugosci fali 535 nm, co jednak wcigz nie

pozwala osiggnal progu zakresu $wiatta czerwonego.
Zwieksza to rozproszenie promieniowania w tkankach
organizmu poddawanego dziataniu techniki BLI. Koelen-
terazyna jest podawana w postaci iniekcji do zyly ogo-
nowej badZ dosercowo, a gdy znajdzie sie w osoczu ulega
autooksydacji. Utleniona posta¢ substratu przyczynia
sie do wzrostu szuméw w czasie detekeji, powodujac,
ze czutos$¢é techniki jest nizsza niz BLI z uzyciem lucy-
ferazy FLuc i D-lucyferyny. Koelenterazyna stabiej niz
D-lucyferyna przenika przez bariery krew-tkanki. Jej
biodostepnos¢ jest ograniczona ze wzgledu na obecno$é
w btonach komérkowych ssakéw glikoproteiny P (P-gp),
kodowanej przez gen MDR1 (multidrug resistance gene
1), ktéra przyczynia sie do usuwania substratu z komd-
rek organizmu zwierzecia poddawanego obrazowaniu
bioluminescencyjnemu [26]. Inng cechg odrézniajaca
koelenterazyne od D-lucyferyny jest to, ze juz po zale-
dwie jednej minucie od podania, osiagany jest maksy-
malny efekt bioluminescencji, a jego zanik obserwuje sie
po 10 min [20].

Systemy obrazowania bioluminescencyjnego

W dobrym zrozumieniu réznic miedzy poszczegdlnymi
systemami BLI istotne jest opisanie lucyferazy w cha-
rakterze genu reporterowego. Gen taki, by odpowiednio
spetniat swoja funkcje, nie powinien naturalnie wyste-
powaé w materiale genetycznym komérki, zatem zostaje
do niej wprowadzony z uzyciem odpowiedniego wek-
tora. Jego ekspresja prowadzi do powstania biatka lub
jego fragmentu, ktdre po interakcji ze swoistym substra-
tem pozwala na zwizualizowanie wybranych proceséw
komdérkowych [39]. Obrazowanie bioluminescencyjne jest
zatem mozliwe jedynie wtedy, gdy w badanym organi-
zmie lub hodowli in vitro znajdg sie komérki zawierajace
w materiale genetycznym aktywny gen lucyferazy. By tak
sie stato nalezy przeprowadzi¢ proces wyizolowania genu
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Ryc. 7. Lucyferazy najczesciej uzywane w BLI

kodujacego ten enzym z organizmu dawcy, wklonowaniu
go do odpowiedniego wektora molekularnego wraz ze
swoistym promotorem oraz badang sekwencja, a nastep-
nie na transfekgji tak skonstruowanym wektorem wybra-
nych komdrek organizmu biorcy [1]. Po podaniu substratu
swoistego dla lucyferazy mozna oceni¢ wydajno$¢ pro-
cesu. Polega to na pomiarze sygnatu $wietlnego emitowa-
nego przez poddane manipulacjom komérki i poréwnaniu
zkontrolg, ktérej nie poddano transformacji [14]. Z gendéw
reporterowych korzysta sie gtéwnie przy ocenie wydaj-
nosci transkrypcji, lecz zakres jej zastosowar jest znacz-
nie szerszy. Sa to badania nad mechanizmami regulacji
ekspresji genéw, ocena interakcji wystepujacych miedzy
biatkami oraz analiza ich aktywno$ci w poszczegdlnych
procesach komdrkowych. Geny reporterowe dostarczaja
takze informacji o szlakach sygnatowych komérek oraz
o procesach, ktére w nich zachodza podczas infekcji lub
kancerogenezy. Nalezy jednak pamietal, ze niezwykle
wazny jest odpowiedni dobdr lucyferazy oraz wektora
(w tym takze odpowiedni dobdr promotora) [1]. W zalez-
nosci od wykonywanej analizy, moze sie takze okaza¢, ze
niezbedne bedzie wykorzystanie wiecej niz jednego biatka
reporterowego lub potaczenie BLI z inng technika [1,8,35].

W technice BLI mozna wykorzystywaé jeden lub kilka
genéw reporterowych, przy czym nie wszystkie z nich
musza by¢ genami kodujacymi lucyferaze. Najczesciej

jednak sa stosowane wektory z pojedynczym genem
lucyferazy, wykazujacym ekspresje konstytutywna.
Dzieki temu pomiary bioluminescencji moga by¢ pro-
wadzone w trybie cigglym, a wiec znajduja zastoso-
wanie w obrazowaniu zywych organizmdéw - nie ma
konieczno$ci u§miercania zwierzecia bioracego udziat
w badaniu. Przyczynia sie to do redukgji liczby zwierzat
laboratoryjnych zaangazowanych w do$wiadczenie, co
ma znaczgcy wymiar etyczny. W przypadku BLI wyko-
rzystujacego jeden gen reporterowy wazna jest obser-
wacja zmian natezenia emitowanego $wiatta w stosunku
do stanu pierwotnego. Na tej podstawie mozna okreslaé
takie parametry, jak np. skuteczno$¢ podawanego leku
w stosunku do komérek nowotworowych. [8]. Bada-
nia z wykorzystaniem BLI w stanie stacjonarnym pro-
wadzit McMillin i wsp. [28]. Dotyczyty m.in. wptywu
obecnoéci komérek zrebu w mikrosrodowisku guza na
przezywalno$¢ komérek nowotworowych w czasie poda-
wania okre$lonych lekéw. Badania wykazaly, ze takie
leki jak imatinib, nilotinib, deksametazon i doksorubi-
cyna wykazuja mniejszg aktywno$¢ przeciwnowotwo-
rowg w obecnos$ci komdrek zrebu, natomiast zwigzek
0 nazwie reversine dziata przeciwnie. Wnioski wycia-
gnieto na podstawie emitowanego przez transfekowane
komérki nowotworowe promieniowania - gdy pomiar
wskazywal na ograniczenie zjawiska bioluminescencji
w poréwnaniu do obserwacji prowadzonej przed rozpo-
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czeciem terapii, $wiadczyto to o skutecznym dziataniu
leku. Badania z uzyciem BLI pozwalajg zatem takze na
poréwnywanie aktywnosci réznych preparatéw tera-
peutycznych, a po$rednio réwniez na $ledzenie mecha-
nizmdéw wplywajacych na powstawanie lekoopornosci
[28]. Innym przyktadem wykorzystania tego rodzaju BLI
sa badania przeprowadzone przez J. Kima i wsp. [25].
Stworzyli wektor lentiwirusowy zawierajacy zmodyfiko-
wany gen luc2 wraz z promotorem ludzkiej ubikwityny
i wprowadzili do komdrek linii 4T1 mysiego raka sutka.
Zabieg pozwolit na péZniejsza obserwacje rozwoju guza
i monitorowanie procesu przerzutowania u myszy, ktére
ulegly transfekcji wektorem [25].

Wykorzystanie w technice obrazowania bioluminescen-
cyjnego kilku genéw reporterowych charakteryzuje
sie wieksza doktadnos$cig i wiarygodnoscia otrzyma-
nych wynikéw niz to z wykorzystaniem pojedynczego
reportera [1]. Geny mozna dobiera¢ dowolnie, cho¢ pro-
dukty ich ekspresji musza sie réznié na tyle, by moz-
liwa byta odrebna detekcja powstajacego sygnatu [8].
Cecha réznicujacy jest najczesciej dtugo$é emitowanej
fali promieniowania $wietlnego. W badaniach wyko-
rzystujacych jeden gen reporterowy czesto pojawiaja
sie problemy zwigzane z r6zng wydajnos$cia transfekcji
komérek wektorem zawierajacym gen. Stwarza to trud-
nosci w wyznaczeniu czasu rozpoczecia emisji. Nalezy
réwniez pamietaé o czynnikach, takich jak btad pipeto-
wania, zréznicowanie komérek pod wzgledem metabo-
lizmu lub mechanizméw obronnych, czy zréznicowana
zywotnos$¢ komdrek w poszczegSlnych prébach podda-
wanych analizie. Wszystkie te cechy powodujg powsta-
wanie zafatszowanych wynikdw, czego mozna uniknaé
wprowadzajac do badan drugi gen reporterowy [1].
Popularnym i czesto wykorzystywanym przyktadem jest
uzycie genu lucyferazy $wietlika Photinus pyralis z genem
lucyferazy widtonoga Renilla reniformis. Produkty eks-
presji tych genéw réznia sie zaréwno substratami reak-
cji, jak i dtugoscig emitowanej fali [22]. Wazne jest, by
oba geny byly pod kontrolg wspSlnego promotora [1].
BLI z wykorzystaniem kilku reporteréw stosuje sie pod-
czas badan, w ktérych pomiarom poddaje sie wiecej niz
jeden rodzaj komérek oraz w czasie analizy gendéw, ktére
ulegaja zmiennej ekspresji, np. zaleznie od rytmu dobo-
wego [8].

Istotnym rodzajem obrazowania bioluminescencyjnego
jest tzw. BLI wielosktadnikowe, w ktérym oprécz lucyfe-
raz, uzywa sie takze sktadnikéw, ktére nie wykazuja zdol-
nosci do bioluminescencji [8]. Najczesciej sg to biatka
fluorescencyjne, ze wzgledu na ich duzg podatno$¢ na
modyfikacje genetyczne, co pozwala na tworzenie bia-
tek fuzyjnych z ich udziatem. Inne komponenty, ktérych
uzywa sie w tym typie obrazowania, to mate barwniki
organiczne lub nanoczasteczki, z ktérych najbardziej sa
popularne kropki kwantowe (QD - quantum dots) [47].
Zjawiskiem, ktére pozwala zrozumieé procesy zacho-
dzace w BLI z wykorzystaniem lucyferazy i wymienio-
nych czgsteczek, jest BRET (bioluminescence resonance
energy transfer) (ryc. 8). Dany proces mozna rozumieé

jako wymiane energii miedzy donorem, ktéry emituje
promieniowanie, a akceptorem, ktéry to promieniowa-
nie absorbuje [30]. Interakcja jest mozliwa jedynie wtedy,
gdy obie czgsteczki znajdg sie blisko siebie w przestrzeni.
Istotne jest takze, ze emitowana w wyniku BRET fala pro-
mieniowania, jest dluzsza od wczeéniej zaabsorbowanej
[32]. Wskutek tego sygnat odbierany w czasie detekcji jest
wyrazniejszy, umozliwiajgc wykorzystanie BRET w bada-
niu gleboko potozonych tkanek [13]. Donorem w tym
procesie jest lucyferaza, natomiast role akceptora pet-
nig biatka fluorescencyjne, wymienione wczesniej QD lub
mate czgsteczki barwnikéw organicznych [47]. Zjawisko
BRET po raz pierwszy opisano jako zachodzace naturalnie
w organizmie meduzy Aequorea victoria [42]." Ekworyny
czesto uzywa sie jako czasteczki petniacej role donora.
Innym popularnym enzymem w technice BRET jest RLuc
z widlonoga Renilla reniformis [13]. Jako czasteczek akcep-
torowych czesto uzywano natomiast biatka GFP (green
fluorescent protein) pozyskanego, tak jak w przypadku
ekworyny, z gatunku Aequorea victoria, ze wzgledu na to,
ze bylo najlepiej poznane. Z czasem jednak techniki inzy-
nierii genetycznej pozwolily na przeprowadzanie dowol-
nych modyfikacji, zaréwno czgsteczek donorowych, jak
i akceptorowych [47]. Obecnie wszystkie z tych czgsteczek
modyfikuje sie zaleznie od potrzeb, jakie stawia dana ana-
liza przeprowadzana z uzyciem BRET. Przy stosowaniu tej
techniki nalezy wzig¢ pod uwage takie whasciwosci jak sze-
roki zakres emisji czy duza wydajno$¢ kwantowa donora.
Gdy analizy dotyczg badan in vivo, wymagane jest takze,
by akceptor emitowat promieniowanie w zakresie barwy
czerwonej widma [13]. Coraz czesciej sg jednak stosowane
technologie bazujace na wykorzystaniu kropek kwanto-
wych. Sa to nanokrystaliczne pétprzewodniki, a ich popu-
larno$¢ wzrasta dzieki niestandardowym wtasciwo$ciom
fizycznym [47]. Duze nadzieje wiaze sig z ich zastosowa-
niem w obrazowaniu catych organizméw in vivo, chociaz
jeszcze sg problemy zwigzane ze stabilnoscig tych mole-
kut w tkankach. W celu ograniczenia przeszkody stwo-
rzono modele specjalnych nanokapsutek, ktére sktadaja
sie ze zmodyfikowanego biatka fluorescencyjnego otoczo-
nego cienkg powtoka poliakrylamidowa, kowalencyjnie
potaczonego z czasteczkami QD [32]. W obrazowaniu bio-
luminescencyjnym wielosktadnikowym poza BRET mozna
tez wyrdznié drugg metode, w ktérej sktadnikami sg dwie
domeny lucyferazy: tzw. C-koricowa oraz N-koricowa.
W chwili gdy ulegaja rozdziatowi, np. za pomoca odcinka
tacznikowego, nie dochodzi do emisji promieniowania [8].
Badania wykazaly jednak, ze emisja zachodzi, gdy kazda
z domen przytaczy sie do biatek, ktére wchodza ze soba
w interakcje [2]. Ten sposdb jest mniej skomplikowany
niz BRET i nie wymaga przeprowadzania tak wielu mody-
fikacji [8]. Obie metody sa wykorzystywane w badaniu
zaleznosci miedzy biatkami, zaréwno w badaniach in vivo,
jak i w hodowlach komérkowych [2].

Znakowanie komoérek macierzystych
Komérki macierzyste sa zdolne do samoodnowy i réz-

nicowania w inne typy komorek. Ze wzgledu na te wta-
$ciwosé przewiduje sie ich potencjalne wykorzystanie
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Ryc. 8. Zjawisko BRET na przyktadzie interakcji RLuc z EYFP ( enhanced yellow fluorescent protein) — mutantem biatka GFP

w medycynie regeneracyjnej. Od odkrycia ich mozliwo-
$ci intensywnie prowadzono badania weryfikujace losy
komérek macierzystych in vivo. Komérki te po wprowa-
dzeniu do organizmu migruja do réznych organdéw, wiec
niemal niemozliwe byto ich zlokalizowanie klasycznymi
metodami biologicznymi. Techniki obrazowania umozli-
wily naukowcom ocene ich umiejscowienia oraz zdolno-
$ci do réznicowania i przetrwania w organizmie. Mozliwe
stato sie zatem dokladniejsze prowadzenie badar nad
rola komérek macierzystych w terapii i diagnostyce
wielu schorzen. Twierdzi sie, ze mogg by¢ zastosowane
m.in. w chorobach serca. Wielokrotnie przypuszczano
jakoby wykorzystanie komdrek sercowych otrzymanych
z embrionalnych komdrek macierzystych mogto sie przy-
czynié do odzyskania przez serce prawidtowych funkgji po
przebytym wczesniej zawale. Badania z uzyciem techniki
BLI wykazaty jednak, ze wiekszo$¢ tych komérek umiera
w przeciggu bardzo krétkiego czasu od wprowadzenia

do organizmu. Obrazowanie bioluminescencyjne umoz-
liwito wiec okreslenie problemu dotyczacego braku sku-
tecznosci planowanej terapii po zawale serca i otworzyto
droge do prowadzenia badati nad wieksza przezywalno-
$cig komdrek macierzystych w organizmie cztowieka [11].
Badania zwigzane z sercowymi komérkami macierzystymi
prowadzili takze Funakoshi i wsp. [17]. Celem ich analiz
byta optymalizacja indukowanych pluripotencjalnych
komérek macierzystych mogacych réznicowaé w kie-
runku kardiomiocytéw oraz ich wszczepiania do serca
dawcy. Badacze wyznaczyli komérki, ktére byly zdolne do
proliferacji przez 3 miesigce od chwili ich wszczepienia,
a nastepnie przestawaly sie dzieli¢ i wykazywaty cechy
charakterystyczne dojrzatych kardiomiocytéw wptywajac
na poprawe funkgji serca. Technika BLI miata podstawowe
znaczenie dla tego badania przez umozliwienie obserwo-
wania liczby komérek, ktdre zostaly prawidtowo wszcze-
pione i zachowaly swoje funkcje [17]. Kardiologia nie jest
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jednak jedyng dziedzing nauki, w ktérej bada sie wptyw
komérek macierzystych na regeneracje tkanek. Powazne
nadzieje wigze sie chociazby z ich udziatem w terapii cho-
réb neurodegeneracyjnych. Neuronalne komérki macie-
rzyste staly sie wiec przedmiotem licznych badas, ktére
maja doprowadzi¢ do zrozumienia genezy oraz opracowa-
nia skutecznej terapii tych schorzeni. Badania wykorzystu-
jace technike BLI w celu lepszego poznania neuronalnych
komdrek macierzystych byly przeprowadzone przez
Hwanga i wsp. [23]. W tym celu komérki wyznakowano
bioluminescencyjnie i umieszczono w dwéch odmien-
nych typach hydrozelu, ktére sg uwazane za potencjalne
nos$niki umozliwiajace skuteczne wprowadzenie neu-
ronalnych komérek macierzystych do mézgu objetego
procesem neurodegeneracyjnym. BLI znalazto tu zasto-
sowanie w analizie sygnatu pochodzacego z komdérek,
ktéra umozliwita ocene ich przezywalnosci i zdolno$ci
proliferacyjnych po zamknieciu w zelu i wszczepieniu do
organizmu myszy [23]. Obrazowanie bioluminescencyjne
zastosowano réwniez w monitorowaniu przezywalnosci
komérek macierzystych wykorzystywanych w terapii
schorzeti uktadu naczyniowego, takich jak choroba tetnic
obwodowych, czy tez w lokalizowaniu mezenchymalnych
komérek macierzystych réznicujagcych w osteoblasty
po ich przeszczepie wykonanym u myszy ze ztamaniem
kosci udowej [21]. Jak dowodzg powyzsze przyktady, obra-
zowanie bioluminescencyjne in vivo jest jedna z podsta-
wowych metod wykorzystywanych obecnie w badaniach
nad komérkami macierzystymi i jest dobrym narzedziem
w $ledzeniu ich loséw po wprowadzeniu do organizmu
zwierzecia [11].

Monitorowanie zakazeri wirusowych

Technika obrazowania bioluminescencyjnego pozwala
badaczom na analizowanie przebiegu zakazeti wiruso-
wych oraz odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Badania przeprowadzane w tym kierunku obejmuja
m.in. obserwacje aktywnosci genéw odpowiedzialnych
za odporno$¢é na zakazenie wirusem, §ledzenie komd-
rek uktadu immunologicznego, analize procesu replika-
cji patogenu, czy odpowiedZ organizmu na uszkodzenie
okre$lonych struktur w wyniku zakazenia. Wszystkie
maja na celu lepsze poznanie wplywu badanych wiruséw
na organizm zwierzecia oraz sprawdzenie skuteczno-
$ci dziatania lekéw w zwalczaniu choréb pojawiajacych
sie wskutek zakazenia [27]. Niestety wystepuja réwniez
pewne ograniczenia stosowania techniki BLI w tym
przypadku, takie jak niewielki genom RNA-wiruséw, do
ktérego trudno jest wprowadzié stosunkowo duzy gen
reporterowy — moze to doprowadzi¢ do atenuacji, jak
dzieje sie w przypadku wirusa grypy typu A. Konstrukcji
wektoréw wirusowych z wklonowanym genem lucyfe-
razy jeszcze doktadnie nie opisano. Wiadomo natomiast,
ze najcze$ciej wykorzystywanym tu promotorem genéw
reporterowych jest promotor ludzkiego wirusa cytome-
galii (HCMV - human cytomegalovirus) ze wzgledu na
utrzymywanie wysokiego poziomu ekspresji. Wykazano
takze, ze wirus opryszczki HSV-1 (herpes simplex virus
1) jest podatny na znakowanie lucyferaza i mozliwe jest

nie tylko jakosciowe, ale takze ilo§ciowe monitorowanie
przebiegu zakazenia [9]. Coleman i McGregor [9] opi-
sali kilka z najwazniejszych osiaggnie¢ w badaniu zaka-
zet wirusowych za pomoca BLI. Sa wérdd nich badania
wykonane na myszach, ktére poddano metodzie knock-
-out wzgledem gendéw receptoréw oraz gendéw odpo-
wiedzi interferonu typu I i II, a nastepnie transfekcji
rekombinowanym wirusem HSV-1 znakowanym lucyfe-
raza $wietlika. Mialy na celu zbadanie roli, ktéra odgry-
wajg interferony w zakazeniu tym wirusem. Opisano
takze uzycie BLI w badaniu latencji oraz reaktywacji her-
peswiruséw, a takze w analizie roli makrofagéw podczas
zakazenia wirusem krowianki. Wzieto pod uwage takze
obrazowanie progresji zakazenia wirusowego w przy-
padku wirusa dengi oraz grypy typu A i wspomniano
o zmianach w detekcji sygnatu po traktowaniu zakazo-
nych myszy przeciwciatami monoklonalnymi [9].

Znakowanie komoérek bakteryjnych

W zakazeniach bakteryjnych, wiele interakcji miedzy
gospodarzem a patogenem wcigz nie jest dobrze
poznanych. Obrazowanie bioluminescencyjne
umozliwia jednak szybkie i proste oznaczanie lokalizacji
bakterii w zakaZonym organizmie oraz szybko$ci
rozprzestrzeniania sie zakazenia. Wiles i wsp. [43,44]
prowadzili badania na bakteriach z rodzaju Citrobacter
transformowanych plazmidem zawierajacym operon
luxCDABE i odkryli, ze podczas kolonizacji zajmuja
najpierw cze$¢ jelita §lepego, a dopiero po pewnym
czasie rozprzestrzeniaja sie w okreznicy. Zauwazyli
takze, ze po ich wyizolowaniu z organizmu myszy,
do wywotania ponownego zakazenia potrzebna jest
znacznie mniejsza liczba bakterii. Nie wykryto ich
w jelicie $lepym, co $wiadczy o tym, ze od razu byly
zdolne do kolonizacji okreznicy. Poniewaz informacja
o0 umiejscowieniu i przebiegu zakazenia jest podstawg do
opracowania odpowiedniej terapii, prébowano podobne
modyfikacje przeprowadza¢ takze na bakteriach Gram-
dodatnich. Niestety operon luxCDABE nie ulega ekspresji
u bakterii przynalezacych do tej grupy, w zwiazku z czym
zaczely sie pojawiaé nowe pomysty na rozwigzanie tego
problemu. Najskuteczniejszym byta idea wprowadzona
przez Francisa i wsp. [15], ktérzy skonstruowali swoiste
miejsce wigzania rybosomu i umiejscawiali je przed
kazdym genem operonu. Nowa konstrukcje nazwano
luxABCDE i z powodzeniem jest stosowana w technice
BLI do obrazowania bakterii Gram-dodatnich [22].
W ostatnim czasie powstato takze wiele publikacji
o monitorowaniu za pomoca techniki BLI proceséw
biotransformacji substancji zwiazanych z zakazeniami
bakteryjnymi, np. enterotoksyny wytwarzanej przez
Staphylococcus aureus czy czynnikéw EF (edema factor)
oraz LF (lethal factor), ktére sg sktadowymi toksyny
bakterii z gatunku Bacillus anthracis [31,36].

Monitorowanie zakazen grzybiczych i pasozytniczych

Do innych czynnikéw chorobotwdérczych, ktére mozna
monitorowaé technikami obrazowania bioluminescen-
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cyjnego zalicza sie réwniez pasozyty oraz grzyby. Saeij
i wsp. [37] badali zmiany w szybko$ci replikacji oraz
zdolno$¢ do reaktywacji w przewleklym zakazeniu
spowodowanym przez pierwotniaka z gatunku Toxo-
plasma gondii. Franke-Fayard i wsp. [16] prowadzili nato-
miast badania nad Plasmodium berghei - skonstruowali
trzy rézne modele tego pasozyta, wykazujace ekspre-
sje genu lucyferazy. Dwa z tych modeli zawieraty gen
reporterowy pod kontrolg dwéch swoistych promoto-
réw, wykazujacych aktywno$¢ na réznych etapach roz-
woju, a ostatni wykazywat ekspresje na statym poziomie.
Dzieki ich obrazowaniu odkryto, ze podczas zakazenia
wystepuje zjawisko sekwestracji w naczyniach kapilar-
nych tkanki ptuc i ttuszczowej, a takze sprecyzowano
geneze powikltan zachodzacych w przebiegu malarii
mézgowej. Tym samym dowiedziono, ze monitorowa-
nie przebiegu zakazenia na réznych etapach rozwoju
pasozyta moze dostarczyé wiecej istotnych informacji
niz ten sam zabieg wykorzystujacy gen reporterowy ze
statg ekspresja we wszystkich fazach zycia. BLI jest takze
narzedziem odgrywajacym wazna role w monitorowa-
niu infekcji grzybiczych [22]. Donat i wsp. [12] skonstru-
owali bioluminescencyjny model grzyba plesniowego
z gatunku Aspergillus fumigatus, ktéry umozliwit monito-
rowanie przebiegu skérnej aspergilozy u myszy z osta-
bionym uktadem odpornosciowym. Uzyto do tego celu
genu reporterowego lucyferazy z gatunku Gaussia prin-
ceps [12]. Kazde z opisanych badan stuzyto lepszemu
poznaniu patogenezy okre$lonych choréb oraz skon-
struowaniu modelu, na ktérym bedzie mozna testowa’
leki przeciwko wymienionym pasozytom i grzybom [22].

Znakowanie komérek nowotworowych

Onkologia jest kolejna dziedzing nauki korzystajaca
z mozliwo$ci obrazowania bioluminescencyjnego. Roko-
wania w chorobach nowotworowych czesto zaleza od
proceséw wplywajacych na rozrost guza oraz zdolno-
$ci do przerzutowania. Naleza do nich m.in.: angioge-
neza, zjawisko lokalnej hipoksji, zdolno$ci proliferacyjne
komérek oraz wszystkie zmiany na poziomie moleku-
larnym w obrebie szlakéw komérkowych, nadekspre-
sji lub hamowania ekspresji okre§lonych gendw i wiele
innych. Sledzenie komdrek nowotworowych jest boga-
tym zrédtem informacji na temat ich loséw w organi-
zmie. Najczestsza praktyka stosowang w obrazowaniu
wymienionych proceséw jest modyfikacja ex vivo komé-
rek rakowych, ktére charakteryzuja sie stata ekspresja
lucyferazy pod kontrolg swoistych promotordéw, aktyw-
nych w czasie nowotworzenia. Komérki te moga by¢
potem wprowadzone do organizmu modelu zwierze-
cego stworzonego dla danego typu nowotworu i tam
poddane obserwagji [2]. Badania wedlug tego schematu
przeprowadzit zespét da Ros i wsp. [10] podczas analizo-
wania wptywu terapii skojarzonej doksorubicyny z mor-
fing na rozrost glejaka mézgu. Naukowcy wykorzystali
doniesienia naukowe o zdolnosci morfiny do zmiany
przepuszczalnoéci bariery krew-mdézg i wprowadzili ja
do chemoterapii. BLI postuzyto im do poréwnania war-
tosci sygnatu emitowanego przez komérki glejaka linii

U87MG ze stabilng ekspresja lucyferazy (tzw. U87MG-
-luc) miedzy dwiema grupami myszy. Pierwsza z grup
byta poddana terapii skojarzonej doksorubicyna + mor-
fina, a druga eksponowano tylko na dziatanie dokso-
rubicyny. Wyniki wskazaly na pieciokrotnie nizsza site
sygnatu u myszy poddanych leczeniu z morfing. Ozna-
cza to, ze obrazowanie bioluminescencyjne takze i w tym
przypadku moze stuzy¢ analizowaniu nowych terapii
i sprawdzaniu skuteczno$ci lekéw na réznych modelach
badawczych [10]. Vantaggiato i wsp. [41] na potrzeby
badan stworzyli z uzyciem genu lucyferazy $wietlika
transgeniczng mysz - ERE-Luc. Jest to model zwierzecy,
stuzacy do analizy udzialu receptoréw estrogenowych
w procesie rozwoju nowotwordw piersi. BLI znala-
zto w nim zastosowanie jako metoda pomiaru sygnatu
wytwarzanego przez estrogenowe elementy odpowie-
dzi po indukowanej zwiazkiem DMBA (9,10-dimethyl
1,2-benzanthracene) kancerogenezie [41]. Innowacyjny
pomyst wykorzystania techniki obrazowania biolumi-
nescencyjnego przedstawit natomiast McMillin i wsp.
[28] tworzac nowa jego odmiane - wybidrczo obrazu-
jaca komérki guza w hodowli in vitro (CS-BLI - cell-spe-
cific in vitro bioluminescence imaging). Umozliwito im
to poréwnanie dziatania lekéw przeciwnowotworowych
w obecnosci lub bez innych typéw komdrek, takich jak
np. komérki zrebu [28]. BLI odegrato takze istotna role
w obrazowaniu procesu apoptozy, ktérego monitorowa-
nie jest niezwykle istotnym badaniem w trakcie oceny
skutecznosci terapii przeciwnowotworowej. Niers i wsp.
[29] stworzyli biatko fuzyjne sktadajace sie z GFP oraz
lucyferazy Gaussia princeps, oddzielone peptydem DEVD,
rozpoznawanym przez kaspazy-3 i -7. Aktywnos¢ tych
kaspaz $wiadczy o indukcji apoptozy, zatem sygnat emi-
towany w wyniku przeciecia peptydu DEVD i uwolnienia
biatek reporterowych jest wyznacznikiem rozpoczecia
tego procesu w komérce. Podobny mechanizm dziata-
nia dotyczy kompleksu, na ktéry sktada sie lucyferyna
oraz pochodna kwasu borowego wrazliwa na dziatanie
nadtlenku wodoru (H,0,). Ten model jest wykorzysty-
wany podczas ustalania poziomu stresu oksydacyjnego
w komérkach nowotworowych ze stabilna ekspresja
lucyferazy. Je$li komérki zawierajace opisany kompleks
zostang poddane ekspozycji na dziatanie H,0,, docho-
dzi do uwolnienia lucyferyny, a nastepnie do jej reak-
cji z lucyferaza i emisji sygnatu. Sita sygnatu jest wiec
wprost proporcjonalna do ilosci H,0, znajdujgcej sie
w komorce, a tym samym do wzrostu poziomu stresu
oksydacyjnego [2].

Nowoczesne ROZWIAZANIA WYKORZYSTUJACE ZJAWISKO
BIOLUMINESCENCJI

Biosensory typu whole-cell

Biosensorami sg struktury sktadajace sie z elementu bio-
logicznego, zdolnego do generowania sygnatu w odpo-
wiedzi na okreslony analit oraz detektora, ktéry ten
sygnal rejestruje. Cze$cia biologiczna biosensora moga
by¢ m.in. enzymy, kwasy nukleinowe, przeciwciala,
a nawet cate komérki. Uzyskiwany sygnat jest analizo-
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wany zaleznie od jego charakteru - moze to by¢ detekcja
fotonéw, ale takze monitorowanie zmian temperatury
badZ przetwarzanie sygnatu elektrochemicznego [7].
Najcze$ciej uzywanymi komérkami, ktére tworzg ele-
ment biologiczny biosensoréw sa modyfikowane
genetycznie komérki drozdzy, bakterii oraz komérki
ssakéw. Zawieraja gen reporterowy polaczony ze swoista
sekwencjg regulatorowg reagujaca na okre$lony analit
lub sprecyzowang grupe analitéw. W chwili gdy poja-
wia sie element rozpoznawany przez biosensor, sekwen-
cja regulatorowa ulega aktywacji i dochodzi do ekspres;ji
genu reporterowego. Opracowanie mechanizmu dzia-
tania biosensoréw typu whole-cell pierwotnie znala-
zto zastosowanie w badaniu toksyczno$ci prébek wody,
a wykorzystywano do tego komdrki bakterii z gatunkéw
Vibrio fischeri oraz Vibrio harveyi naturalnie wykazuja-
cych bioluminescencje. Z czasem jednak bioczujnikéw
tego typu zaczeto uzywaé réwniez do badania innych
rodzajéw prébek, np. pod katem obecnosci metali ciez-
kich, substancji genotoksycznych, okre$lonych zwigz-
kéw aromatycznych, antybiotykéw i wielu innych [33].
Biosensory whole-cell sa wiec pozadanym narzedziem
analitycznym w badaniu stanu $rodowiska, a ze wzgledu
na ogdlnodostepno$¢ i niskie, w poréwnaniu do innych
metod, koszty produkcji, znalazly zastosowanie takze
w badaniach farmakologicznych i klinicznych [7]. Jed-
nym z warunkéw prawidtowego funkcjonowania bio-
sensoréw komérkowych jest staly kontakt komdérek
z przetwornikiem. Najczesciej uzyskuje sie go immobi-
lizujac komérki metoda kapsutkowania na powierzchni
urzadzenia odbierajacego sygnat. Do tego celu korzysta
sie z polimerdw i zeli, a przyktadami sa alginiany, polia-
kryloamid czy agaroza. W celu stworzenia skutecznego
mechanizmu zdolnego do pomiaréw z uzyciem biosen-
soréw whole-cell wykorzystano kable Swiattowodowe.
Na jednym koticu kabla znajdujg sie unieruchomione,
zywe komérki, a na drugim fotopowielacz. Mimo proble-
moéw zwigzanych z miniaturyzacja takiego systemu prze-
prowadzono prace nad przeno$nym narzedziem, ktére
umozliwitoby prowadzenie analiz w terenie. W tym celu
powstat biosensor BBIC (bioluminescent bioreporter
integrated circuit), na ktéry sktada sie mikrolumino-
metr CMOS (complementary metal oxide semiconduc-
tor) zdolny do pomiaréw promieniowania $wietlnego
oraz nadajnik do zdalnej transmisji danych. Obecnie
najbardziej skutecznym narzedziem stuzacym do zlicza-
nia fotonéw sg fotodiody lawinowe (APDs - avalanche
photodiodes). Uzyte jako element detekcji w biosenso-
rze gwarantujg bardzo wysoka czuto$é [7]. Elementem
biologicznym biosensoréw, ktéry dziata opierajac sie
na bioluminescencji, najcze$ciej sa komérki bakterii,
drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz komérki nowotwo-
rowe myszy i cztowieka. Genami reporterowymi, ktére
najczesciej wystepuja w tych komérkach sa gen lucyfe-
razy $wietlika oraz operon kodujacy lucyferaze bakte-
ryjna. Escherichia coli wykazujgca ekspresje FLuc znajduje
zastosowanie w wykrywaniu takich analitéw, jak rteé
ijej zwigzki oraz cynk. Je$li zawiera geny kodujace lucy-
feraze bakteryjna, moze stuzy¢ do analizowania prébek
pod katem obecno$ci alkanéw lub tetracyklin. Pseudo-

monas putida jest sktadowa biosensoréw wykrywajacych
zwigzki aromatyczne (np. fenol). Komérki drozdzy sa
natomiast wykorzystywane w biosensorach estrogenéw
i zwiazkéw o podobnej budowie. Komdérki raka watroby,
zaréwno cztowieka jak i myszy, sa z kolei stosowane
w bioczujnikach zwigzkéw aromatycznych zawieraja-
cych w strukturze fluorowce [35].

Oznaczanie stezenia jonéw Ca®* w uktadach
biologicznych

Ekworyna pozyskiwana ze stulbioptawa Aequorea vic-
toria jest najcze$ciej stosowanym biatkiem stuzacym
do analizy stezenia jonéw wapnia w kompartmentach
komdrkowych, takich jak retikulum endoplazmatyczne
czy macierz mitochondrialna [33]. Jest to fotoproteina,
ktéra po zwigzaniu z jonami Ca*" emituje promieniowa-
nie w zakresie $wiatta niebieskiego. Niestety, obrazo-
wanie in vivo z jej udziatem w komérkach zwierzecych
charakteryzuje sie bardzo niska wydajnoscia [3]. Roz-
wigzaniem tego problemu okazalo sie stworzenie biatka
fuzyjnego, sktadajacego sie z tej fotoproteiny oraz biatka
zielonej fluorescencji [33]. Uzycie techniki BRET umoz-
liwito wydtuzenie fali emitowanego promieniowania
i znaczaco wptyneto na wydajno$¢ obrazowania. Badania
przeprowadzone przez Bakayana i wsp. [3] umozliwity
skonstruowanie nowej odmiany ekworyny nazwanej
Redquorin, ktéra emituje promieniowanie o dtugosci fali
ponad 575 nm. Badania przeprowadzone na komdérkach
linii HEK-293, po potaczeniu z odpowiednim analogiem
koelenterazyny, dowiodly jej uzyteczno$ci w analizo-
waniu wahan stezenia jonéw wapnia. Ponadto, doko-
nano takze analizy pomiaru stezenia Ca* w prébce
krwi, ktéra charakteryzuje sie tendencja do absorpcji
emitowanych fotonéw i niezwykle trudno jest przepro-
wadzi¢ jej obrazowanie. W tym przypadku otrzymano
jednak zadowalajace wyniki, co daje nadzieje na opraco-
wanie w przyszto$ci metod umozliwiajacych skuteczne
obrazowanie tej tkanki [3].

Analizy zwiazane z oznaczaniem ATP

ATP jest wyznacznikiem aktywno$ci metabolicznej
komérki, to jedno z najwazniejszych zrédet energii i bie-
rze udzial w wielu waznych procesach. Chociaz uzycie
lucyferazy $wietlika do wykrywania czasteczek ATP jest
jednym z najstarszych zastosowati bioluminescencji
jako narzedzia w biologii molekularnej, wtagciwosci tej
wykorzystuje sie w wielu innowacyjnych badaniach. Naj-
cze$ciej testy bioluminescencyjne do wykrywania ATP
znajduja zastosowanie w ocenie czysto$ci powierzchni,
ale takze w przemy$le spozywczym do okre$lenia przy-
datnosci do spozycia [33]. Pomiar ATP opiera sie gléwnie
na podstawowej reakcji lucyferazy, angazujacej te wyso-
koenergetyczna czasteczke (ryc. 9). Przyktad zastosowa-
nia takiego testu przedstawiono w publikacji Kajigaya
i wsp. [24], ktdérzy prowadzili badania nad czysto$cig
klamek w jednym ze szpitali uniwersyteckich w Japonii.
Mialy na celu potwierdzenie tezy, iz wiele patogendw
przenoszonych jest przez pracownikéw stuzby zdrowia,
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lucyferaza

lucyferyna + O, + ATP =t oksylucyferyna+ CO,+ AMP + +

Ryc. 9. Udziat ATP w reakdji utlenienia lucyferyny do oksylucyferyny

adenozyno-5'-fosfosiarczan

l

sulfurylaza ATP

AMPLIFIKACIA DNA

L ]
> PPj
POWSTAWANIE

PIROFOSFORANU

ATP

lucyferaza swietlika

D-lucyferyna

Ryc. 10. Schemat techniki BART

ktdérzy maja ciagly kontakt z takimi mikroorganizmami
jak oporny na metycyline Staphylococcus aureus, czy
oporne na wankomycyne bakterie z rodzaju Enterococcus.
Analiza byta prowadzona z uzyciem bioluminescencyj-
nego testu wykrywajacego ATP, ktérego stezenie podczas
pomiaru wzrasta adekwatnie do liczby drobnoustrojéw
znajdujacych sie na badanej powierzchni. Opublikowane
wyniki miaty wptynaé na czestsze i doktadniejsze prze-
prowadzanie proceséw dezynfekcji w pomieszczeniach
szpitalnych oraz uczuli¢ personel szpitala na wieksza
dbato$¢ o higiene rak w czasie pracy [24].

Inng czutg metodg stuzacg do wykrywania ATP jest
polaczenie reakcji zachodzacej z udziatem lucyferazy
$wietlika, z reakcja amplifikacji ATP. Wykorzystanie ade-
nozyno-5"-fosfosiarczanu oraz pirofrosforanu (PPi) zna-
czaco zwiekszyto wydajno$¢ analizy. Dzieki niej, mozliwe
stalo si¢ wykrywanie ATP na poziomie, ktéry wykazuje
pojedyncza jednostka tworzaca kolonie bakteryjne (CFU
- colony forming unit). Z czasem zaczeto wykorzysty-

waé te metode w technikach jako$ciowego i ilo§ciowego
oznaczania kwaséw nukleinowych. W tym celu opra-
cowano analize BART (bioluminescent assay in real-
-time), ktéra stata sie alternatywg popularnej metody
PCR [33]. BART opiera si¢ na zjawisku powstawania nie-
organicznego pirofosforanu podczas amplifikacji kwasu
nukleinowego (ryc. 10). PPi ulega reakcji z udziatem
enzymu sulfurylazy ATP, w wyniku ktérej powstaje ATP.
Nastepnie ta wysokoenergetyczna czgsteczka uczestni-
czy w reakcji termostabilnej lucyferazy $wietlika, pod-
czas ktdrej uzyskuje sie emisje fotonéw, a ATP ponownie
ulega konwersji do pirofosforanu. Ilo§¢ emitowanego
promieniowania jest wprost proporcjonalna do ilosci
powstatego PPi, a wiec takze do stezenia syntezowa-
nego kwasu nukleinowego. BART jest technika, ktéra
nie wymaga zaawansowanych technologicznie detek-
toréw promieniowania $wietlnego, a takze przyczynia
sie do tatwego wyznaczenia prébek ujemnych w pro-
cesie amplifikacji. Ponadto pozwala na monitorowanie
reakcji w czasie rzeczywistym, jest tania i w potaczeniu
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z innymi technikami, np. LAMP (loop-mediated isother-
mal amplification), stanowi doskonate narzedzie do pro-
wadzenia badai nad kwasami nukleinowymi [18].

Testy immunologiczne wykorzystujace zjawisko
bioluminescencji

Zjawisko bioluminescencji jest czesto wykorzystywane
w testach wykrywajacych okre$lone anality; jednym
znich jest test immunoenzymatyczny BLEIA (biolumine-
scent enzyme immunoassay). Czasteczkami docelowymi,
ktére sg oznaczane tg metoda moga by¢ biatka, takie jak
PAP (prostatic acid phosphatase) czy angiotensyna II,
ale takze bakterie, wirusy oraz niewielkie czasteczki, np.
kortyzol i digoksyna. Role czasteczki znakujgcej moze
pelnié lucyferaza $wietlika, cho¢ uzywa sie jej rzadko, ze
wzgledu na czeste wystepowanie zjawiska utraty aktyw-
noéci po potaczeniu z przeciwciatlem. Alternatywa jest
biotynylowana lucyferaza Cypridina, ktéra jest uzyteczna
w testach wykrywajgcych interferon a. Do innych cza-
steczek mogacych zastgpié lucyferaze $wietlika zalicza
sie ekworyne i obeline oraz ich postaci mutagenizowane.
Podobnie jak w testach immunoenzymatycznych ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), istnieje takze
multipleksowa odmiana BLEIA. Wykorzystuje ona prze-
ciwcialo znakowane ekworyng oraz lucyferaze $wietlika
w polgczeniu ze streptawidyna. Ten typ testu wykorzy-
stano do wykrywania swoistego antygenu sterczowego
(PSA - prostate specific antigen) oraz biatka PAP. Inne

PismiennicTwo

zastosowanie znalazt test wykorzystujacy dwie rézne
postaci obeliny, z ktérych jedna wykazywata zielona,
a druga fioletowa luminescencje. Stuzyt do wykrywania
hormonéw folikulotropowego oraz luteinizujacego [33].

PobsumowaNiE

Bioluminescencja jest zjawiskiem rozpowszechnionym
w naturze na duzg skale. Znajduje zastosowanie w réz-
norakich procesach zyciowych organizméw, a w nauce
w licznych badaniach z zakresu biologii molekularnej
i medycyny. Najlepiej opisang technikg wykorzystujaca
zjawisko bioluminescencji jest obrazowanie biolumine-
scencyjne. BLI jest metoda tania, szybka i nietoksyczna,
dlatego jest dobra alternatywa dla innych rodzajéw
obrazowania, takich jak SPECT, TK czy MR. Wykorzy-
stanie lucyferazy jako genu reporterowego jest bardzo
czesto stosowane, dlatego tez systemy detekcji i testy
oparte na jej wladciwosciach sa ciggle udoskonalane
pod wgzledem czuto$ci i tatwosci w uzyciu. Mimo to,
wiele zagadniefi naukowych - takich jak brak mozli-
woséci wykorzystania BLI u ludzi -wciaz pozostaje nie-
opracowanych. Studia nad bioluminescencja beda
wiec zapewne kontynuowane, by najblizsze lata mogly
zaowocowaé uzyskaniem nowych technik umozliwiajg-
cych jeszcze lepsze wykorzystanie tego zjawiska w przy-
sztych badaniach.
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