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ANOTACIA

Bioluminescencia je citlivd zobrazovacia metoda, ktord je zalozend na enzymaticky
katalyzovanej oxidacii luciferinu. Luciferin je Specificky substrat a luciferaza je katalyzujiaci
enzym. Vysledkom tejto reakcie je emisia fotdonov. V biologickom vyskume je
najpouzivanejsia luciferdza zo svetlusiek. Zobrazovanie pomocou bioluminescencie je vysoko
citlivd technika, ktord je vhodnd na dlhodobé stadie v kultivovanych bunkach a zivych
organizmoch. Ma obzvlast’ silny vplyv v studiach progresie nadoru u zivych mysi. V sthrne,
tato praca je zamerana na zivocichy schopné bioluminescencie a nasledné vyuzitie

bioluminescenéného zobrazovania v oblasti nddorovej diagnostiky.

KIUCOVE SLOVA
Bioluminescencia, bioluminescenéné zobrazovanie, luciferaza, luciferin, svitojanske musky,

rakovina, nadorova diagnostika, zvieracie modely.

TITLE

Bioluminescence and its use in medical diagnostic

ANNOTATION

Bioluminescence is a sensitive imaging method, which is based on enzymatically catalyzed
oxidation of luciferin. Luciferin is a specific substrate and luciferase is a catalyzing enzyme.
Result of this reaction is photon emission. In biological research is the most widely used
luciferase of firefly. Bioluminescence imaging is a highly sensitive technique, which is
suitable for long-term studies in cultured cells and living organisms. It has a particularly
strong effect in tumor progression studies in live mice. In summary, this work is focused on
animals capable of bioluminescence and subsequent use of bioluminescence imaging in the

field of tumor diagnostics.

KEYWORDS

Bioluminescence, bioluminescence imaging, luciferase, luciferin, fireflies, cancer, tumor

diagnosis, animal models.
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UvoD

Bioluminescencia si v medicinalnej diagnostike nasla svoje Sirokospektralne uplatnenie.
V poslednych desatroCiach zobrazovanie pomocou tejto bioluminescencnej metody
zaznamenalo vyznamny prinos prave v oblasti Stadia metabolickych a fyziologickych
procesov na bunkovej urovni, ¢asto v redlnom case. Téato technika je zalozend na detekcii
svetla, produkovanad reakciami katalyzovanymi enzymom luciferazou. Je vysoko citliva
a hlavne neinvazivna. Dokéze lokalizovat,, detekovat’ a kvantifikovat’ rézne Specifické bunky.
S jej pomocou sa osvetl'uju aj nadorové bunky a tiez aj iné anatomické znaky ako tepny ¢i
kanaly, a tiez je mozné sledovat’ priebeh ochorenia a hodnotit’ G¢innost’ terapie.

Tato bakalarska praca je spracovana formou literarnej reSerSe a je zamerana na popis
bioluminescencie ako pokrokovej techniky v medicindlnom prostredi. Strune popisuje
organizmy schopné bioluminescencie a nasledne vyuzitie bioluminescenéného zobrazovania

v nadorovej diagnostike.

Luminescencia ako taka je emisia svetla, ktord je vysledkom chemickej reakcie bez
produkcie akéhokol'vek tepla alebo tepelnych zmien. Takyto typ svetla je jasne odlisSny od
svetla, ktoré je sprevadzané uvolnovanim tepla, Co je dovod, preCo sa ziarovky pocas
pouzivania zahrievaju [1-4]. SU zndme dva typy luminescencie:

1. Bioluminescencia — svetlo emitované z biologickych zdrojov
2. Chemiluminescencia — svetlo emitované z nebiologickych zdrojov pocas chemickej

reakcie

luciferase
(A) luciferin + O, — oxyluciferin + CO, + hv

(B) photoprotein + Ca?* — protein-coelenteramide + CO, + hv

Obrazok 1: Vseobecné reakcie bioluminescencie, A) Reakéna schéma pre luciferin-luciferazovd
reakciu, B) Reakéna schéma pre fotoproteinova reakciu spustentt vapnikom. Produktmi reakcie je
emitujuce svetlo (hv), protein viazany oxyluciferin a protein viazany coelenteramid [1-4].

Vyzarovanie svetla z Zivych organizmov je mozné dvoma cestami. Prva je nazyvana
luciferin-luciferazovy systém, kde substrat luciferin je oxidovany enzymom luciferazou za
pritomnosti kyslika a urcitych kofaktorov (obrazok 1A). V druhej ceste sa luciferin ako
enzymaticky komplex viaze spolu s kyslikom do vopred nabitej zliceniny nazyvane]
fotoprotein (obrdzok 1B). Luciferdza je enzym, ktory je potrebny na katalyzaciu, teda
urychlenie celej reakcie [1-4].

-11 -



Fotogenické bunky, tzv. fotocyty, v ktorych sa generuje bioluminescencia na zéaklade
chemickej reakcie, st cCasto sucastou organov zvanych fotofory. Kazda luciferaza je
gendomovym produktom, ¢o znamena, Ze je druhovo Specificka. Luciferiny su aj napriek tomu
roz§irenejSie nez luciferazy. Rovnaky luciferin méze byt pouzity ako substrat v nesesterskych
taxénoch, ako su ryby a kérovce. Boli objavené desiatky svetelnych systémov zahfhajice
rozne kombinécie luciferinov, enzymov a kofaktorov. Je viac nez pravdepodobné, Ze mnoho
d’alsich ich este objavenych bude [1-4].

Bioluminescencia je jav ¢asto zamienany s fluorescenciou a fosforescenciou.

Bioluminescence Fluorescence
HO s N_ _COOH
v
[ :[ /Hj + ATP + 0
NS % Excitatiol
D-Luciferin Light
Firefly
Luciferase
+Mg2+
'O\Q:S N 0
N4> <sj + PPi + AMP + CO;
Oxyluciferin

Obréazok 2: Bioluminescencia vs. Fluorescencia [5].

Fluorescencia (vpravo na obrazku 2) je produktom fluoforu, napr. farbiva FITC. Jedna sa
o sekundarnu emisiu foténov pri navrate elektronov z excitovaného stavu, ktory bol
dosiahnuty absorpciou Ziarenia. Excitatné a emisné ziarenie maju obvykle odlisné vinové
dizky. Fosforescencia je jav podobny fluorescencii s vynimkou, Ze excitovany stav je
stabilnejsi a ¢as do uvol'nenia energie automaticky o nieco dlhsi. To vedie k ur¢itému Ziareniu
aj po odstraneni svetla. Bioluminescencia (vIavo na obrazku 2) je produktom reakcie enzymu
luciferaza a jeho substratu, napr. luciferaza svitojanskej musky a luciferin. Kofaktory ako su
ATP a Oz sa m6zu menit’ a to na zaklade pouzitej luciferazy. Napriklad pre svetlusky su
typické kofaktory ATP a Mg?*, pre fotoproteiny st to Ca?* [5].

Spektralne rozlozenie bioluminescencie je casto podobné ako u fluorescencie. Avsak
bioluminescen¢né farby moézu byt vyladené proteinovym prostredim produktu excitacného
stavu. To je vlastnost’ vyvinuta na komunikéaciu, obranu pred predéaciou a podobne [6].

Viditelné Ziarenie koreSponduje so svetlom v rozmedzi vlnovych dizok 400-700 nm.
Bioluminescencéné spektra su Siroké pasma o Sirke poloviénej vysky v rozsahu 60-100 nm.
Maximalna hodnota u morskych druhov sa pohybuje v rozpati 450-510 nm aich vizualna
citlivost’ je najvyssia pre modrozelené svetlo. U suchozemskych druhov je vlnova dizka

vys$ia nez 500 nm a najvyssiu citlivost’ maji prevazne pre zelenozlté az zIté svetlo [6].

-12 -



1. BIOLUMINESCENCNE ORGANIZMY

Bioluminescencia je schopnost Zzivych organizmov emitovat’ viditelné svetlo.
Luminescenénych zastupcov mézeme najst’ vo vodnom ale aj suchozemskom prostredi. Radia
sa medzi nich napriklad morské aj suchozemské baktérie, segmentované Cervy, chrobaky
(svetlusky), riasy (Dinoflagelaty), korovce (krevety), mikkySe (chobotnice, musle),
medziplodiny (meduzy), rozne kostnaté ¢i chrupavkovité ryby. Luminescenné stavovce,
cicavce, viry €i vySSie rastliny neexistuju, okrem tych, ktoré sa podarilo vytvorit pomocou
rekombinantnej techniky. Ked'Ze zakladnym substratom v bioluminescenénych reakciach
produkujucich svetlo je luciferin, v organizmoch sa bud’ syntetizuje alebo je im podavany
formou potravy [7].

Vo vicsine bioluminescencnych reakcidch nachddzame spolocny reaktant kyslik a taktiez
konjugovany systém ako stcast’ jedného zo substratov. Oba st potrebné na tvorbu molekul
V excitovanom stave, ¢o vedie k emisii viditelného svetla. Avsak v niektorych organizmoch
existuju reakcie, ktoré st odli$né, a tym padom su odlisné aj katalyzujice enzymy a substraty.
Na zaklade tohto zistenia sa rozliSuji Styri bioluminescen¢né systémy, ktoré boli Studované
do detailov a poukazuju tak na rozdiely medzi sebou ale aj na spolo¢né znaky [8].

Rozdelenie Styroch bioluminescencnych systémov:

1. Svitojanske musky (svetlusky)

2. Dinoflagelaty (riasy)
3. Baktérie
4

Imidazolopyrazin na baze koelenteratov

1.1. Svitojanske musSky (svetlusky)

Z biologického hladiska vicsina chrobakov je zndma tym, Ze dokdze vytvarat’ ur€ity druh
hudby. Svitojanske musky naopak, vytvaraju svetlo. Toto svetlo produkuju pomocou
Specializovanych organov, ktoré maji umiestnené na brusnej strane, a ktoré im v prvom rade
slzia pri rozpoznavani druhov pocas parenia. Samice aj samce st druhovo Specifické, preto
kazdy z nich mé svoje vlastné svetelné vzory [9].

Z chemického hl'adiska luciferdzy obsiahnuté vo svetluskach katalyzujao ATP zavisla
dekarboxylaciu luciferinu (obrazok 3). Vytvori sa derivat AMP luciferin, ktory néasledne
reaguje s O2. Vysledkom je uvolnenie CO, a vyziarené svetlo o vinovej dizke v rozmedzi
550-630 nm. Na spodnej hranici sa jedna o pasmo zeleného svetla, na vrchnej o pasmo svetla

-13-



cerveného. Vo vSeobecnosti svetlusky pocas procesu dvorenia vydavaji svetlo zltej az

zelenej farby [9].

@)
S i Luciferase s 7 >
Ho. /7~ r?//\s FATPEOD, ™ 6 < /7//\;5 + AMP +Pp. +CO,+ Light
N

Luciferin Oxyluciferin

Obrézok 3: Bioluminescen¢na reakcia svétojanskych musiek [10].

1.2. Dinoflagelaty (riasy)

Niektoré Dinoflagelaty maji na produkciu bioluminescencie pozoruhodné bunkoveé,
genetické a biochemické mechanizmy. Druhy schopné bioluminescencie sa objavuju na
povrchu vod po celom svete. Su nachylné na pohyb lodi a rychly pohyb ryb, reaguji na ne
Specifickymi zableskami, ¢im sposobuju ur¢iti nezamenitel'nt Ziaru.

V tejto bioluminescencnej reakcii je luciferin redukovany tetrapyrol pozostavajici zo
Styroch pat¢lennych kruhov zloZzenych z jedného dusika a Styroch uhlikov. Oxidacia prebieha
za pritomnosti dinoflagelatovej luciferazy, vznika peroxy medziprodukt a nasledne za

odstiepenia vody modrozelené svetlo s vinovou dizkou 470 nm (obrazok 4) [9].

+ Light

Obrazok 4: Bioluminescen¢na reakcia Dinoflagelatov [9].

1.3. Baktérie

Luminescenéné baktérie moZeme najst v suchozemskom prostredi ako napriklad
symbionty had’atiek. Viac rozsirena je ich pritomnost’ v morskych biotopoch. Zijii tam vol'ne

plavajlce, sediace alebo su v symbidze s inymi morskymi organizmami.
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Do chemickej reakcie (obrdzok 5) vtomto pripade vstupuje aldehyd s dlhym retazcom
(CH3(CH2)aCHO), redukovany flavin mononukleotid (FMNH2) a molekularny kyslik (O.).
Vsetky reaktanty sa konvertuji za pomoci enzymu luciferazy na zodpovedajicu kyselinu
S dlhym retazcom, oxidovany flavin mononukleotid (FMN), vodu a vyziarené svetlo

intenzivnej modrej farby o pribliznom maxime vlnovej dizky 490 nm [11, 12].

LuxAB
O (0]

luciferase
R/\)J\H +FMNHy + 0, — > R/\)J\OH + FMN + H,0 + hv (~490 nm)

R = (CH,),CHa; n = 4, 6, 8, 10

Obrézok 5: Bioluminescen¢na reakcia baktérii [13].

1.4. Imidazolopyrazin na baze koelenteratov

Luciferiny, ktoré maji Struktiry zaloZené na imidazolopyrazine, sa z velkého mnozstva
nachadzaju v kmenoch Zijucich v oceanoch. Reakcia (obrazok 6) spociva v OXidacii
imidazolopyrazinového kruhu (Koelenterazinu) za vzniku Koelenteramidu, uvol'nenia CO>

a vyziarenia modrého svetla o vlnovej dizke v rozsahu 460-480 nm [14, 15].

OH

OH

~

=

0, H,
N IN Rluc/Gluc
e 0,
N
H
HO HO

Coelenterazine Coelenteramide

Obrazok 6: Bioluminescen¢na reakcia koelenteratov [16].

Luciferazy luminescen¢nych druhov sa od seba znaéne odlisuji. Mnohé morské organizmy
ziskavaju luciferiny pozieranim inych organizmov schopnych luminescencie. To ma za
nasledok stupanie distribucie luciferinov na baze imidazolopyrazinu. Niektoré luminescen¢né
druhy maju fluorescenény protein, ktory absorbuje a nasledne vyziari svetlo s vy$Sou vinovou
dizkou. Mnoho daldich druhov ma vizbovy protein, ktory uvoltuje luciferin po prijme Ca%*

[14, 15].
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2. BIOLUMINESCENCIA V EXPERIMENTALNEJ ROVINE

Luciferaza ako také disponuje s velkou popularitou v oblasti $tudii biologickych systémov.
Je to z hl'adiska toho, Ze bioluminescencia sa radi medzi vysoko citlivé testy a jej reagencie sU
lahko pouziteIné. NajbeznejSie oblasti pouzivania bioluminescencie si:
1. Testy reportérovych génov
2. Zobrazovanie in vivo

3. Analyza proliferacie buniek

2.1. Testy reportérovych génov

Reportérové gény st gény umoziujuce detekciu ¢i meranie génovej expresie. Obsahuju
gény kodujuce fluorescenény protein a enzymy so schopnostou konvertovat neviditelné
substraty na farebné az luminescenéné produkty.

Technologia reportérového génu je vyuzivand na monitorovanie bunkovych reakcii
spojenych s expresiou génu a signalnou transdukciou (prenos Useku genu z jednej bunky do
druhej prostrednictvom virusov). Na zéklade spajania transkripénych kontrolnych prvkov
s roznorodymi reportérovymi génmi signalizuje u¢inky retazovych reakcii vo vnuatri bunky.
Monitoruje aj mnoZstvo exprimovaného reportérového proteinu.

Testy su vysoko citlivé, spolahlivé, bez problému merania vo velkych meradlach.
V zévislosti s experimentalnym systémom, citlivostou a dostupnou stratégiou detekcie, ¢i uz
sa jedna o bioluminescenciu, fluorescenciu alebo absorbanciu je uspésobeny vyber
reportérového systému. TradiGne pouzivané proteiny v Ulohe reportérov obsahujii najcastejSie
p-galaktozidazu, B-glukuronidazu, chloramfenylacetyltransferazu a zelené, ZIté alebo ¢ervené

fluorescen¢né proteiny [5, 17].

2.1.1. Reportérovy test luciferazy

Reportérové testy zalozené na baze luciferazy maju Siroké vyuzitie vd’aka ich ultracitlivej
detek¢nej kapacite a Sirokému dynamickému rozsahu. Tieto testy zahffiaji umiestnenie
geneticky regulacného prvku tzv. proti pradu luciferdzového génu a d’alej prenos vysledne;j
reportérovej konstrukcie pomocou transfekcie, transformacie alebo injekcie do Zivoc¢isnych,
rastlinnych a bakterialnych buniek. Nakoniec je merana expresia reportérového génu

luciferdzy na kvantifikovanie aktivity regulacného prvku alebo proteinov na biologickej drahe

[5].
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2.2. Zobrazovanie in vivo

Zobrazovanie in vivo, teda v zivom organizme, je neinvazivna metoda, ktora sa dostava
l'ahko arychlo do biomedicinskych vyskumov. Je to hlavne vdaka schopnosti sledovat’
udalosti na molekularnej Grovni u Zivych zvierat ako su mysi a potkany.

V modeloch zvieracich ochoreni st bunky, patogény, proteiny a mnozstvo d’alSich molekul
oznacené bioluminescencnymi luciferazami. Po lokalizacii a systémovom pridani substratu st
tiez vizualizovang.

Bioluminescencia méze byt detegovana citlivym detekénym systémom bez ohl'adu na to,
Z akého hlbokého vnutra experimentalneho zvierata je emitovana. Je to vd’aka svetlu, ktoré
mé schopnost’ prechadzat’ tkanivom. Uroveii prieniku zavisi od emitovaného svetla a jeho

.....

emituja svetlo pri vinovych dizkach vyssich nez 600 nm [5].

2.3.  Analyza proliferacie buniek

Bioluminescenéné testy v dnesnej dobe zasahujii uz aj k monitorovaniu zivotaschopnosti a
proliferacie (bujnenie, chorobny rast tkaniva) buniek. Ide o kvantifikaciu vol'ného ATP, ktory
je pritomny v metabolickych bunkach pouzivajice ATP zavislé luciferazy. MnoZstvo
dostupného ATP sa zvySuje rovnomerne s proliferaciou bunkovej populacie, ¢o ma za

nasledok jej sprievodné zvysenie bioluminescen¢ného signalu [5].
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3. VYVOJ BIOLUMINESCENCNYCH SOND NA LEKARSKE
A BIOLOGICKE UCELY

Bioluminescencia sa radi medzi opticki zobrazovaciu metédu, ktord je zalozend na
enzymaticky katalyzovanej oxid&cii luciferinu. Jej vysledkom je emisia fotonov. Enzymami
katalyzujuce tato reakciu a jej Specificky substrat su luciferin a luciferdza. Existuje viacero
luciferin-luciferazovych parov, ale pre biologicky vyskum s najéastejSie vyuzivané tie, ¢o
pochadzaju zo svetlusiek (Photinus pyralis) [18].

V priebehu 20 rokov boli vyvinuté bioortogonalne reakcie, ktoré boli uspesne aplikované
na vyvoj zobrazovacich nastrojov, vratane bioluminescenénych sond na lekarske a biologické
ucely. V sucasnosti existuju dve bioortogonalne reakcie, ktoré boli aplikované na vyvoj
bioluminescen¢nych sond:

1. ,,Staundinger Ligation‘

2. ,,Split Luciferin Reaction* [19]

3.1. ,Staundinger Ligation*

Tato reakcia bola po prvy krat opisana v roku 2000. Je zaloZena na posobeni medzi
organickym azidom aesterom kyseliny 2-(difenylfosfino) benzoovej (obrazok 7A).
Vysledkom reakcie je uvolnenie alkoholu koreSpondujuceho s vstupnym esterom a ligaény
produkt. Na zaklade tejto reakcie a naslednom pristupe klietkového luciferinu je zalozena
bioluminescencna sonda na detekciu extracelularnych glykénov. Glykozylacia fosfolipidov
a proteinov je na vonkajSom povrchu bunkovej membrany pevne regulovana. Zmeny
v extracelularnej glykanovej Struktare si zahrnuté v mnohych vyvojoch niekol’kych
patologickych stavov, vratane chronickych zapalov a rakoviny [19].

Syntetizovana klietkovad luciferinovd sonda zahffia konjugovany ester luciferinu
a 2-(difenylfosfino) benzoovi kyselinu. Tato sonda wuvolni luciferin po reakeii
s azido-zna¢enym stavebnym blokom monosacharidu predtym zaélenenym v extracelularnej
glykanovej Struktire pomocou metabolického znacenia (obrazok 7B). To znamend, Ze
dlhodobéd inkubécia luciferdzy exprimujicej bunky v rastovom médiu, obsahujicom urcita
koncentréciu azido-cukrov, viedla k biosyntéze azido-znazenym extracelularnym glykanom.
Nasledna lie¢ba buniek s klietkovym luciferinom viedla k uvolneniu vol'ného D-luciferinu, ¢o
ma za nasledok emisia svetla z luciferdzy exprimujacej bunky. Meranie tejto

bioluminescencnej svetelnej emisie umoznilo kvantifikovat mnozstvo a druh zaclenenych
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azido-cukrov, ktoré boli pouzité bunkami na biosyntézu sialovej kyseliny, ktora je

produkovana mnohymi rakovinotvornymi bunkami [19].

o o
Ry Ry
N. (o} N
R SNL . _Hzg_> H +  HO—=R,
N _Ph N Ph
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HO /C[s s HO s s

Drug Discovery Today

Obrazok 7: ,Staundinger ligation a jej aplikacia pre zobrazovanie extraceluldrnych glykéanov,
A) Schéma reakcie ,,Staundinger ligation“, B) Pouzitie trifenylfosfinového klietkového luciferinu
(TPPCL) na bioluminesne¢né zobrazovanie azido cukrov na povrchu buniek [19].

3.2.  ,Split Luciferin Reaction*

,Split Luciferin Reaction” je kondenzacia medzi 6-hydroxy-2-kyanobenzotiazolom (CBT)
a D-cysteinom, ktorej produktom je D-luciferin (obr. 8). Rovnaka reakcia prebieha aj
v pripade s amino analégom CBT, 6-amino-2-kyanobenzotiazolom (H2N-CBT), produkujuca
D-aminoluciferin. Z chemicko-biologického hladiska sa tato reakcia najprv pouzivala na
ozna¢ovanie proteinov s terminalnym cysteinom [20]. Nesk6r bola aplikovana na kontrolu
zhromazdenia nanoStruktar v bunkdch a zobrazovanie kaspaz (kaspazy su skupiny
proteolytickych enzymov, ktoré obsahuju cystein vo svojom aktivnom centre a i¢astnia sa
apoptozy, ¢ize programovanej bunkovej smrti).
Reakcia mé celkovo tri priebezné kroky:
1. nukleofilny atak merkapto skupiny cysteinu na kvartérnom uhliku nitrilovej
skupiny CBT
2. intramolekularny nukleofilny atak na rovnakom uhliku s amino skupinou

(z cysteinu), ¢o vedie k formovaniu tiazolidinoveho kruhu
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3. uvolnenie amoniaku a tvorba luciferinu [21]

o o
N H,N N N OH
= Y e OO
HO s Hs NH> HO s s
6-hydroxy-2-cyanobenzothiazole (CBT) D-cysteine D-luciferin o)
o]
N HoN N N OH
\>—:N % W s \>—</
NH;
. s HS HoN s s
6-amino-2-cyanobenzothiazole (NH,-CBT) D-cysteine D-aminoluciferin

Obrazok 8: Reakéna schéma ,,Split Luciferin Reaction* [21].

Prva aplikdcia bioluminescencie do Zivych organizmov prebehla uz pred dvomi
desatro¢iami. Bolo to pomocou intraperitonealnej injekcie CBT a D-cysteinu
u luciferdzo-exprimujucich mysi. Thned po aplikacii sa objavil bioluminescenény signal
a zostal na rovnakej urovni 40-60 minut, pretoze bol na mieste vytvoreny D-luciferin. Na
zéklade tohto objavu bola vyvinutd bioluminescencnd sonda na zobrazovanie aktivity
kaspazy 3/7, ¢o je enzym podiel’ajuci sa na apoptdze [22].

Aminoskupina D-cysteinu je chranena pred selektivnym Stiepenim kaspazou 3/7
pentapeptidickou sekvenciou Asp-Glu-Val-Asp (DEVD). Pre reakciu st rozhodujuce amino
atiolové skupiny, preto chraneny D-cystein nembze byt dlho v reakcii s NH2-CBT.
V pritomnosti aktivnej kaspazy 3/7 sa Stiepi sekvencia DEVD, uvolni sa vol'ny D-cystein
rychlost'ou zavisiacej od aktivity kaspazy. Vznika D-aminoluciferin vd’aka vopred podanému
NH2-CBT do buniek ¢i zivych mysi (obrazok 9). Tvorba D-aminoluciferinu méze byt
monitorovana a kvantifikovand meranim intenzity vyziareného bioluminescen¢ného svetla tak

ako z luciferazo-exprimujucich buniek rovnako aj zo Zivych mysi [22].
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Obrézok 9: Zobrazenie celkovej aktivity kaspazy 3/7 s peptidom DEVDc a NH.-CBT u zivych zvierat
[22].
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4. PREHCAD BIOLUMINESCENCNEHO ZOBRAZOVANIA
REPORTEROVYCH MYSI

Zobrazovanie pomocou bioluminescencie deteguje fotdény emitované z luciferazovych
enzymov in vivo na lokalizéaciu, detekciu a kvantifikaciu Specifickych biologickych procesov,
ako s0 napriklad virusové replikacie, smerovanie imunitnych buniek na miesta infekcie ¢i
nadorové bujnenie. Tato zobrazovacia technika je vysoko citlivd, ¢o umoziuje detekciu
o hodnote 1.10% pfu z luciferdzo obsiahnutych virusov in vivo [23]. Pfu je jednotka
pouzivajica sa vo virologii, tzv. ,plaque-forming unit“. Vyjadruje pocet virusovych castic
schopnych tvorit’ plaky na jednotku objemu [24].

Bioluminescencné zobrazovanie ma niekol’ko vyhod v zobrazovacich studiach malych
zvierat. Diflzia a rozptyl svetla v tkanivach limituje priestorové rozlisenie na 2-3 mm. Svetlo
Z povrchovych miest sa deteguje vo vac¢Som mnozstve nez svetlo vyzarované z hlbSich
organov. Je to preto, ze svetlo je na jeden centimeter tkaniva oslabené priblizne az
desatnasobne [25]. Zoslabenie svetla vtkanivach je tiez relativne viacsie pri enzymoch
luciferazy, ktoré¢ emituju modré svetlo, ako su napriklad bakteridlne luciferazy. Zatial' ¢o
existuji metddy na vytvaranie trojrozmernych obrazov, bioluminescen¢né zobrazovanie je
typicky dvojrozmerné [25,26].

Do dnesnej doby bolo uskuto¢nenych mnozstvo Studii bioluminescenéného zobrazovania
s niekol’kymi odliSnymi luciferdzovymi enzymami. Luciferdza svitojanskych musSiek je
najCastejSie pouzivana na zobrazovacie Stadie in vivo, a to pre vytrvall kinetiku svetelnej
emisie, priaznivych farmakokinetickych luciferinovych substratov a relativne ¢erveny posun
v emisnom spektre [27].

Renilla reniformis a Gaussia princeps su luciferazy odliSujuce sa od svitojanskych musiek
tym, Ze pouzivaju ako substrat koelenterazin. Ten ma ale urcité nevyhody pri zobrazovani
in vivo [28]. Oxidacia v sére produkuje svetlo, d’alej klesa biologicka dostupnost’ substratu
ato prispieva K znizenej detekcii ,,Renilla a Gaussia“ luciferaz in vivo v porovnani
s luciferdzou a luciferinom svetlusiek. ,,Renilla a Gaussia“ luciferazy majt bleskova kinetiku
s rychlym néastupom, ¢o si vyzaduje zacat’ zobrazovanie rychlo po vstreknuti substratu.
Modrozelené svetlo emitujice tymito enzymami tieZ znizuje penetraciu skrz tkaniva [29].

Na rozdiel od radio indikac¢nej zobrazujdcej techniky, ako je napriklad pozitronova emisna
tomografia (PET) alebo jednofotonova emisnd tomografia (SPECT), bioluminescencné

zobrazovanie nevyzaduje zobrazovacie sondy s kratkou Zivotnostou radioizotopov, ¢im sa

-21-



bioluminescencia stdva pristupnejSou pre vyskumnikov. Avsak, bioluminescenéné
zobrazovanie méze byt kombinované s d’alSimi zobrazovacimi technikami, ako napriklad
PET a MRI ato pouzitim faznych reportérov. Vyvoj transgénnych mysi s multimodalnymi
zobrazovacimi reportérovymi génmi zna¢ne zvysuje hodnoty tychto mys$i na Studium virove;j
infekcie a ich naslednu liecbu [30].

Reportérové mysi pouzivané na experimenty s bioluminescenénym zobrazovanim st
navrhnuté s promotorom vzbudzujdcim zéujem o enzym luciferdza. V podstate vsetky tieto
myS$i pouzivaji luciferdzy svitojanskych musSiek na zobrazovanie reportérového génu,
sumarizovanie vlastnosti samotného enzymu a substratu luciferinu. PretoZe tieto reportérové
mySi reguluji luciferazu v momente transkripcie, existuje tam meSkanie medzi aktivaciou
promotoru a expresie dostato¢ného mnozstva luciferaz na detekciu zobrazovanim. Podobne
existuje aj oneskorenie medzi zastavenim aktivity promotora a stratou bioluminescen¢ného
signalu, v zavislosti relativnej stability luciferazového reportéra [31,32].

Trvald expresia luciferazy svetluSiek za obdobim aktivicie promotoru tiez zvySuje
mnozstvo pristupnych enzymov, ktoré zvysSuju citlivost’ pre in vivo zobrazovanie. Kym
bioluminescen¢né zobrazovanie umoziuje citlivi detekciu v celych zvieratach, svetlo
z enzymoV luciferazy nemoze byt detegovateI'né mikroskopicky ¢i prietokovou cytometriou.
Toto obmedzenie je moZzné prekonat’ fuziou fluorescenéného proteinu na luciferazu, ako je
napriklad GFP [31, 32].

Transgénne reportérové konstrukcie vratane enzymu luciferazy a fluorescenéného proteinu
integruju mikroskopické zobrazovanie, bunkovl analyzu a zobrazovacie techniky v celom
zvierati. Za d’alSie potencionalne obmedzenia transgénnych mysi sa povazuji neumyselné
zmeny V expresii reportérovych konstrukcii v réznych organoch a tkanivach. Vyskumnici
stale skuSaju ukazovanie aktivacie reportérového génu na viacerych anatomickych miestach.
Expresia reportéra je stabilnd pocas niekolkych generdcii mySi. Na dosiahnutie
rovnomernejSej, stabilnej expresie transgénov U mySi vyskumnici pouzivaji tzv. izolacnu
sekvenciu (matricovl vizbu) na zniZenie u¢inkov susednych génov alebo cielené transgény na

expresiu pritomna v kazdom moznom mieste [33].
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5. MOLEKULARNE ZOBRAZOVANIE BIOLUMINESCENCIE
IN VIVO

9.7 W

In vivo zobrazovanie vyzaduje 3 kl'i¢ové prvky:
1. Genetické inzinierstvo reportérového konstruktu zalozeného na géne pre luciferazu
a jeho expresiu v baktériach, virusoch, rastlinnych alebo zvieracich bunkach ¢i
v celych zvieratach.
2. Podanie luciferinového substratu transgénnym zvieratdm alebo zvieratam, do
ktorych boli subjekty exprimujdce luciferdzu podané.
3. Ziskanie a spracovanie svetelnych signalov pouzivajicich na zobrazovacie systémy

s malym svetlom, ako je napr. CCD kamera (obrazok 10).

(a) Genetic engineering of biolumnescent reporter genes (b) Injection of bioluminescent (c) Aquisition of light signals
into cells, bacteria, viruses, and viral vectors, substrate in animals with low-light In vivo imaging system
and and
transfer into small animals data processing

'%’ OH i N COOH
" . - hGes — -
@~ ; =

0. N

Obrazok 10: llustracia techniky in vivo bioluminescen¢ného zobrazovania u malych zvierat [35].

Cast’ z dovodov tspesnosti bioluminescencie je to, Ze jej metddy a protokoly pre in vivo
zobrazovanie su lahko aplikovatelné a relativne nizko nakladové. Skuto¢nou a najviaé¢sou
vyhodou je vSak vynikajuca citlivost’ a Specifickost’ na molekularnej Girovni a vysoky signal,
¢im sa mysli prave pozadie bioluminescencnej reakcie, €o plati najmi pri pouziti luciferazy
svitojanskej musky s D-luciferinom [34-36].

Na rozdiel od fluorescenéného zobrazovania nie je na uskutociiovanie potrebny zdroj
excitaéného svetla. Svetelné signdly generované luciferdzo-luciferinovou reakciou su
vSeobecne dané, ato je to o robi mikroskopiu alebo mikroendoskopiu pouZzitim
bioluminescencie  narocnejSou.  Bioluminescencia  pontka  priestorové  rozliSenie
v milimetrovom rozsahu a hibkovy limit je niekolko centimetrov, v désledku absorpcie
a rozptylu svetla v tkanivach. Hlavnymi svetelnymi absorbérmi v tkanivach si hemoglobin
a melanin. Fotony o vinovej dizke 600 nm si vieobecne absorbované v mensom rozsahu.

Optimélny je rozsah je 700-900 nm v blizkej infracervenej oblasti. V dosledku toho je
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vyZzarujuca bioluminescencia vedena na Cervenej alebo blizkej infracervenej vinovej dlzke,

a to vedie aj k spominanej zvysenej citlivosti tejto metddy [34-36].

5.1. Buducnost’ zobrazovania bioluminescencie in vivo

Pre metodicky vyvoj potrebny na rozsirenie potencialu bioluminescencie su ddlezité tieto
body:

1. Vyvoj novych bioluminescenénych reportérov s Cervenym alebo blizkym
infracervenym spektrom a multifarebné mutantné reportéry.

2. Nové a zdokonalené metody tvorby gendmu a expresiu transgénu.

3. Nové bioluminescencné substratové analdgy.

4. Klietkové substraty na zobrazovanie enzymovej aktivity a biologicky malych
molekaul.

5. Optimalne in vivo zobrazovacie systémy a algoritmy na rekonstrukciu obrazu

a naslednu analyzu.

Spojenie tychto bodov znaci nasledné pokroky v bioluminescencii. Medzi ne sa zarad’uje
napriklad zvySena citlivost' detektora v hlbokych tkanivach a v S$pecifickych organoch,
zobrazovanie multimolekularnych udalosti, bunkovych typov a malych molekul,
zobrazovanie v d’alsich zvieracich modeloch alebo Zivych organoch. V neposlednom rade sa
jednad o vylepseny detektor signalu pre emisiu blizku infradervenému Ziareniu a vylepSené

tomografické zobrazovanie [34-36].
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6. BIOLUMINESCENCIA A RAKOVINA

Vysoka komplexnost rakoviny, interakcie medzi rakovinotvornymi bunkami s ich
okolitymi tkanivami a ich invazia skrz celym organizmom robi sledovanie nadorov vel'mi
Specifickym javom. Vdaka bioluminescencii sa posudzuju reakcie na bunkovej aj
molekularnej drovni. To vedie k posudku malignych transformacii, tumorového rastu,
spravania sa k implantovanym bunk&m v hostitel'skych zivych organizmoch a v neposlednom
rade Kk sledovaniu kmenovych alebo transformovanych dospelych buniek. Okrem tohto
vS8etkého, tato pokrokova technologia hra velmi doélezita ulohu aj v identifikécii
protinadorovej lie¢by a ulah¢uje jej Gi¢innost'ou testovanie na pokusnych zvieratach. Tymto sa

narusa medzera medzi objavom preklinickych liekov a klinickymi testami [37, 38].

6.1. Zobrazovanie tumorgenézy a nadorovej terapie

Ako reportér pre bunkovd proliferaciu a bunkova smrt’ sa pouziva luciferaza, pretoze jej
expresia koreluje spocétom tumorov vbunke in vitro aj in vivo. Je kompatibilna
s vysokovykonnym skriningom [37, 38]. NajcastejSic si nadorové bunky upravované na
stabilnejsiu expresiu luciferazy ex vivo, a to pod kontrolou konstitutivne aktivneho, tkanivovo
Specifického alebo génovo ¢i procesovo Specifického promotora. Nasledne su tieto bunky
implantované do pokusného zvieracieho modelu a pomocou nich sa mdze sledovat’ rast
nadoru, metastazy ¢i diferenciacia kmenovych buniek. Rast nddoru a odpoved’ na liecbu
v subkutannych  (podkoznych), intrakranialnych (vnuatrolebeénych) a metastatickych
nadorovych modeloch je mozné monitorovat’ aj pomocou merania gluk6zovej aktivity v krvi
[39, 40].

6.2. Zobrazovanie apoptdzy, programovanej bunkovej smrti

Apoptéza hra hlavnd Glohu v embryogenéze, homeostaze a patogenéze. V rakovinovych
terapiach su lieky indukujiice programovanu smrt’ vel'mi ziadané. Apoptdza sa vykonava za
pomoci aktivacie kaspazy — cystein aspartyl protedzy. Hlavny pristup k jej monitorovaniu méa
inaktivny luciferazovy reportérovy gén, ktory sa zlucuje do sekvencie Stiepenia kaspazy. Pri
aktivacii kaspazy dochadza k $tiepeniu tejto sekvencie a obnovuje sa funkcia luciferazy [41].

Zluceny zeleny fluorescenény protein (GFP) s glukdzou, vratane ich signalnej sekvencie,
sa oddeluju Stiepiacim peptidom kaspazou 3/7 (DEVD). Pri aktivacii kaspazy sa DEVD

Stiepi, uvolnuje sa glukdza, ktora putuje do sekre¢nych ciest, kde je spravne zlozena a moze
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byt bioluminescencne zobrazend. Glukéza je produkovand naddorovymi bunkami do obehu,

kde je taktiez detegovatelna v mySacej krvi ex vivo [41].

6.3. Zobrazovanie nadorovej hypoxie (nedostatku kysliku v tkanivach)

Kyslik je potrebny pre spravny bunkovy metabolizmus. Hypoxia, kyslikova deprivacia, sa
vyskytuje v rakovine medzi patologickymi stavmi ako je napr. mrtvica, diabetes ¢i infarkt
myokardu. Pocas monitorovania a charakterizacie sO indukované cytokiny a dochadza
k transkripcii réznych rastovych faktorov. Jeden z hlavnych transkripénych faktorov
indukovany nizkymi hladinami kyslika je hypoxyinduk¢ny faktor 1 (HIF1). Ten, na podporu
transkripénej aktivacie, je zavisly na hypoxickej odozve (HRE). Reportérové vektory
zalozené na prvkoch HRE riadiacich expresiu luciferazy, boli zaloZené na pozdizne
zobrazovanie hypoxie. Tieto reportéry poskytuji cenné informéacie o zakladnych
molekularnych cestach a mozu viest’ k rozvoju terapii zameranych na HIF1 [42, 43].

6.3.1. Zobrazovanie produkcie H20;

Vysoké hladiny H>O> vedice k oxidaénému stresu a zapalu patria medzi kritické aspekty
niekol’kych chronickych ochoreni vratane rakoviny, diabetu a neurodegeneracie,
kardiovaskularnych aplacnych ochoreni [44]. Van de Bittner akol. vyvinuli
bioluminescen¢ny senzor H>O, nazyvany peroxy-klietkovy luciferin-1, v skratke PCL-1
(obrézok 11A) [42].

Tento luciferin klietkovy systém je porovnatelny s DEVD-luciferinovym reportérom
apoptozy, ktory je spomenuty vysSie. V tomto pripade je luciferin naviazany na H:O:
senzitivny aryl kyseliny boritej. Reakcia kyseliny s peroxidom vodika uvoluje zachyteny
luciferin aby sa mohla spustit’ reakcia luciferazy. Zakladné hladiny, kolisanie a inhibicia H20>
s antioxidantami je kvantitativne detegovand v luciferazo vyjadrujucej experimentalnej mysi,
do ktorej bol injekéne aplikovany PCL-1 senzor anasledne rbézne davky H20:
(obrdzok 11 B-E) [45].

Davkovo zavisly vzrast BLI je vyjadreny ako celkovy tok foténov, ktory bol pozorovany
niekol’ko minit po podani injekcie s H.O2 (obrazok 11 D,E).

Injekcia antioxidantu N-acetylcysteinu (NAC) viedla k znizeniu BLI signalu, ¢o len

potvrdilo $pecifikaciu PCL-1 ako in vivo reportéra H>O> [45].
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7. BIOLUMINESCENCNE ZOBRAZOVANIE NADOROV
PRSNEJ ZILAZY NA BAZE LUMINOLU

Luminol (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dién) je znama chemiluminescen¢na molekula,
ktora emituje svetlo podas oxidacie pri maximalnej vinovej dizke 425 nm. Ma $iroké vyuzitie
v roznych klinickych $tadiach na detekciu reakénych medziproduktov [46].

Pri maximalnej vinovej dizke dochadza k poklesu luminescenéného signalu a prenikanie
cez tkaniva sa odhaduje na 0,5 mm, ¢o odpoveda diZke tkanivovej dréahy, kde sa absorbuje
99% svetla priblizne cez 2,2 mm. Z toho vyplyva, Ze hibka prenikania bilouminescencie na
baze luminolu nie je vhodna na zobrazovanie hlboko zakorenenych nadorov [47,48].

Existuju dve moZnosti na zvySenie bioluminescen¢nych signdlov:

1. Prva moznost’ zahfiia opatrenia na zvySenie fotonového toku svetla vyzarovaného
pri 425 nm [49]. Ide o0 pouzitie chemiluminescen¢nej sondy L-012, substrat ktory
ma potencial generovat’ viac svetla ako luminol [50].

2. Druha moznost’ pouziva NIR-emitujice nanocastice, ktoré sorbuje luminol na baze
bioluminescencie pri vinovej dizke 425 nm a reemituje ich ako NIR fotony [49].
Zaujimavostou je, e svetelnd hibka v infratervenej oblasti je priblizne 10 krat
vacsia ako v modrej oblasti viditeIného spektra. Nevyhodou tejto moznosti vsak je,
7e vacsina nanocastic tohto typu je cytotoxickych [51].

Polymorfonuklearne neutrofily (PMN) su cirkulujuce krvné leukocyty vo velkych
mnozstvach. St sufastou vrodeného imunitného systému a poskytuju prvu liniu obrany
migraciou do napadnutych oblasti, ktoré vyzaruju chemické signaly. Niektoré pevné nadory,
ako je rakovina prsnikov tiez spdsobujt aktivaciu PMN a uvolfiovanie myeloperoxidazy [52].

Studia ukazuje, Ze mysiam boli transplantované bunky prsného nadoru a nésledne podany
luminol. To umoznuje detekciu myeloperoxidazovej aktivity a nasledne lokalizaciu nadoru.
Luminol umoziuje detekciu aktivovanych PMN uz dva dni po transplantacii
rakovinotvornych buniek, aj ked’ nadory nemusia byt eSte hmatatel'né. Luminol-
bioluminescentné ziarenie poskytuje moznost’ detekcie pevnych nadorov v skorych stadiach
v predklinickych nadorovych modeloch [52].

V BLI zobrazeni bol na pozitivnu kontrolu ako substrat pouzity D-luciferin citlivy na
svetlo. Intraperitoneélne sa podala davka 150mg/kg. Po 3 hod. boli mysi intraperitonealne
injikované luminolom (injekéne im bol podany luminol) v davke 300 mg/kg. Trvanie

detegovatelnej bioluminescenie, ktora pochadza od luciferazy zo svetluSiek bola 30 min. [52].
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8. BIOLUMINESCENCNE ZOBRAZOVANIE RAKOVINY
VAJECNIKOV VO VNUTRI MODELU

Rakovina vajeCnikov  patri medzi jedno  z najhorSich  a najnebezpe¢nejSich
gynekologickych ochoreni. Aj pri adekvatnej liecbe v sucasnej dobe podlahne tejto chorobe
65% zien. Hlavnou pri¢inou tohto vysokého c¢isla je diagnéza uz v pokrocilom S$tadiu
ochorenia [53,54].

Po podani injekcie do zivého modelu s rakovinotvornymi bunkami, je rast nadoru
pozorovany kazdé dva tyzdne. Zvieratd urcené na Stadie bioluminescencie su injikované
Cerstvo pripravenym roztokom o objeme 100 ml s obsahom 15 mg/ml D-luciferinu. Po
desiatich minutach sa mysi lieia 3% izofluranom, pokial’ nie je dostato¢ne sedativny.
Udrziavaci izofluran sa pouziva pocas zobrazovania, aby sa mysi upokojili [55,56].

V nédore su lokalizované tzv. siRNA. Ich dlohou je korelacia nadorovej depozicie
a ucinnosti ,.knockdown* proteinu. Zvieraci model je zaloZeny na injekcii bunkovej linie
exprimujucu luciferazu, a tym ma schopnost’ merat’ expresiu luciferazy svitojanskej musky in
vivo. ,,Knockdown* luciferazy sa analyzuje v priebehu 72 hodin po jednej aplikovanej
injekcii obsahujucej 35 mg SiRNA (obrdzok 12). Po 48 hodindch bunky obsahujuce
luciferazu smerujuce siRNA ukazuju v priemere 62%-ny ,.knockdown*. Naopak premiesana
siRNA ni¢ nevykazuje, meria sa vySe 100%-né zvySenie luciferdzového signalu, ¢o stvisi
s rastom nadoru. Po 72 hodinach sa pozoruje narast v pédvodne zrazenej génovej expresii a to
signalizuje koniec prechodného , knockdownu®. Aktivita luciferazy sa ukazuje predovsetkym

v primarnom nadore nez v okolitych metastazach [57].

In vivo Luciferase Knockdown

300
-o- Targeted Luc

Targeted Scr
2004 J

Q q,b‘ b_‘b /\’L
Time (h)

% Luciferase Expression

o

Obrazok 12: In vivo bioluminescenéné luciferazové ,.knockdown®. Znizenie luciferdzy in vivo po
injekcii luciferazovej siRNA (Luc) alebo premieSanej siRNA (SCR) obsahujucej polymérne
nanocastice znacené geneticky material [57].
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9. BIOLUMINESCENCNE ZOBRAZOVANIE KORELUJUCE
S PROGRESIOU PLUCNEHO NADORU NA MYSACOM
MODELE

Urcovanie a bioluminescen¢né zobrazovanie I'udskych plicnych rakovinotvornych buniek
v ortopickom mySacom modeli poskytuje citlivy nastroj na monitorovanie tumorovej
progresie u modelov nahych mysi [58].

Bunky l'udského karcindmu pltic st transfektované génom luciferazy svitojanske; musky
zobrazovanie, aby sa zaznamenal signdl emitovany z transplantovanych nadorov.
Monitorovanie prebicha obvykle az dva mesiace. Priemerna intenzita bioluminescencie
(fotony/sekundy/mm) sa v priebehu tohto ¢asu logaritmicky zvySuje. Intraperitonealna
injekcia D-luciferinu sa podava v davke 150 mg na 1 kilogram telesnej hmotnosti zvieratam,
ktoré su pod t¢inkom anestézie. Bioluminescenény zdznam pokracuje az do doby dosiahnutia
maximalneho toku fotonov za jednu sekundu [58].

V duplicitnych experimentoch sa u zvierat, ktorym bola podanad injekcia, sformovali
Z 90% Tl'udské rakovinotvorné bunky pluc. Priemernd intenzita bioluminescen¢ného signdlu
emitovana prave z tychto buniek vzrastla. Mysi s pozitivnou bioluminescenénou signalizaciou
mali potvrdené nadory mikroskopickou histologickou analyzou. Bioluminescencna aktivita
priamo korelovala s velkostou nadoru ato potvrdzuje, ze tato metéda je spolahliva na
detekciu a monitorovanie rastu ludskych buniek rakoviny plic v ortotopickom prostredi
mySich modelov [58].

Mikroskopicka analyza nepreukdzala ziadny rozdiel v morfologickom raste
experimentélnych skupin. Vsetky boli konzistentné s adenokarcindmom plic. V sucasnosti je
rakovina pltic jednou ztroch hlavnych pri¢in umrti na celom svete. Napriek velkym
pokrokom doélezit ulohu zohrava ¢as, kedy je nador diagnostikovany a v akom je klinickom
Stadiu. Neustale sa vyvijaju nové skriningové metody a terapeutické stratégie. V poslednych
rokoch sa ortotopické modely dostavaji ¢oraz dopredu, pretoze dokazu simulovat’ prirodzené
prostredie rakovinotvornych buniek nachéadzajucich sa u ¢loveka a poskytuji tak presnejsi
nastroj na analyzu a vyvoj novych technologii, ktoré zlepsuju stav pacienta a zvacsujii mieru
prezitia. So zavedenim bioluminescencného zobrazovania rakoviny boli objavené aj nové

spdsoby monitorovania rastu a migracie rakovinotvornych buniek [58].
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10. VYUZITIE BIOLUMINESCENCNEHO ZOBRAZOVANIA
PRI VYSKUME GLIOMU

Glioblastom je najviac rozSireny maligny naddor na mozgu s najhor$imi progndzami.
V poslednom desatroci sa pouzivanie technologie bioluminescenéného zobrazovania rapidne
roz§irilo v otazke pochopenia dal§ich mechanizmov, ktoré riadia vyvoj a progres
glyoblastomu [59].

Bioluminescencia v tomto vyskume je zalozena na detekcii a kvantifikécii svetelnej emisie
generovanej z konverzie chemickej energie na energiu fotonov. Dochadza k tomu cez
oxidaciu substratu, primarne D-luciferinu, pomocou enzymu luciferdzy v zivych bunkach
a tkanivach. Bolo pouzitych niekol’ko luciferazovych génov klonovanych z rdoznych
organizmov, vratane luciferazy svetlusiek. T4 je pouZzivana najcastejsie [60, 61].

V sucasnosti sa bioluminescencia bezne pouZziva na skiimanie potencionalych mozgovych
nadorov rozneho typu. Najvac§i rozmach si naSla v monitorovani mySiecho modelu
S neurofibromat6zou, to je syndréom, pri ktorom predisponovani jedinci maju vyssi vyskyt

nadorov nervového systému [62].

10.1. Transgénne modely gliomovych mySi a BL |

Pouzitie 'udskych bunkovych linii, ako model in vivo rekapitulujici vlastnosti gliomu, je
u pacientov kritizované kvoli ich nedostatku histologickych a invazivnych fenotypov gliomu
podobnych. Vd’aka tomu dostupnost’, zriadenie a rast primarnych nadorovych buniek, ktoré
napodobniuju glidm, suu pacientov Casto problematické vlastnosti. Jedind metéoda na
zriadenie modelov gliomu, ktoré sa chovaju v podobnych podmienkach ako v pacientovi, je
vytvorenie geneticky modifikovanych alebo transgénnych hlodavcov, ktoré dokédzu vyvijat
gliomové nddory. Niekol'ko skupin navrhlo modely mysi na Specifickl produkciu gliomu bud’
somatickou alebo modifikovanou zarodo¢nou liniou. Okrem toho, niektoré z tychto modelov
boli zaclenené do expresie luciferdzy na zdokonalenie neinvazivnej detekcie gliomagenézy
a hodnotenie u¢innosti terapeutickych interakcii [63].

Na obrézku 13 vidime bunky stabilne transfekované luciferazou svitojanskej musky, ktoré
boli intrakranialne injikované do modelu myS$i. Pozoroval sa piaty a dvadsiaty Siesty deti
pOsobenia za pomoci bioluminescencnej techniky. Aktivita luciferdzy bola dosiahnuté

injek¢nym podanim jej substratu, D-luciferinu, intraperitoneélne, 150 mg/kg [64].
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Obrazok 13: Bioluminescenéné zobrazovanie mySieho mozgu nestuceho 'udské nadorové bunky
[64].

Pokusy o d’alsie pochopenie gliomov a identifikaciu biomarkerov na prezitie, nddorovu
rezistenciu aidentifikiciu si  vyzaduje nové aucCinnejSie terapeutické Cinidla.
Bioluminescencia predstavila jednoduchu, nakladovo efektivhu a dlhodobo neinvazivnu
metodiku na posudenie glidmagenézy a terapeutickej ucinnosti. V sucasnosti sa pouziva na
hodnotenie vyvoja a progresie viacerych typov mozgovych nadorov na zvieracich modeloch.
Je to technologia slubna do buducnosti. Ocakava sa kladenie védcSieho dbérazu na tuto
technologiu, ked’Ze sa stale vyvija a st o¢akavané nové zobrazovania zalozené na luciferaze.
Strucne povedané, bioluminescencia je dblezitym ndstrojom nie len pre kvantitativny rast

gliomu, ale aj pre G¢innost’ protinadorovych Cinidiel [65].
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11. BIOLUMINESCENCNE ZOBRAZOVANIE RASTU
RAKOVINY PANKREASU

Rakovina pankreasu je jednou z najsmrtelnejsich I'udskych chorob, a preto je aj jednym
Z najvhodnejSich  experimentdlnych nadorovych modelov na rozvoj inovacénych
terapeutickych pristupov. Najt¢innejsie neinvazivne zobrazovacie techniky, vhodné na
monitorovanie rastu nadoru a tvorby metastaz spojené s rakovinou pankresu, si magneticka
rezonancia (MRI) a bioluminescencia. BLI sa oproti MRI povazuje za omnoho citlivejSiu
metodu, a preto je mozné, Zze malé nddorové hmoty nemusia byt detegovatelné pomocou
MRI. Na druhej strane je zas BLI metdda viac nachylnd k experimentalnej chybe, ato
najpravdepodobnejsie v dosledku zoslabenia fotonov [66].

Ludské bunky rakoviny pankreasu boli injikované do pankreasu mySich samic. Po
inokulacii sa spustilo bioluminescencné zobrazovanie u kazdej jednej mysi. ISlo o tri Casové
body: jeden, dva az tri mesiace (obrazok 14). Boli studované dve skupiny mysi. Prvej skupine
S poctom trinastich mysi bolo injikovanych 5 x 106 buniek. Druhej skupine s poctom desat’

mysi bolo podanych 2 x 106 buniek. Kazda mys podstupila tri vySetrenia. U Styroch sa

vytvorili falo$ne negativne vysledky [66].

a b [o} F

Obréazok 14: BLI vo vyskume rastu nddoru u mysi pocas troch mesiacov. Farebna ¢iara udava
fotonovy tok vyjadreny ako poéet fotonov/s/cm? [66].

Boli uskutoénené experimenty poskytujice informacie o perfazii nadoru, ktoré preukazali,
ze nadorové tkaniva z prvej experimentalnej skupiny su menej vaskularizované nez u tej
druhej. Dalej sa tiez nasli rozdiely medzi externymi a internymi oblastami daného nadoru.
Vonkajsia oblast’ bola viac vaskularizovana ako vnutorna [66].

BLI zobrazovanie rakoviny pankreasu sa pouziva sGcasne s technikou MRI. S0 to
komplementarne techniky na in vivo zobrazovanie a obe sa zameriavaju na kI'aicové momenty
vyvoju nadoru. Ich kombinécia je nevyhnutna pri vyvoji aexperimentdlnom testovani

ucinnosti novych terapeutickych latok [66].
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12. BIOLUMINESCENCNE ZOBRAZOVANIE VYVOJA
KOSTNYCH METASTAZ Z KARCINOMU PRSNIKA

Jeden z najcastejsich pripadov rakoviny u Zien je prave karcindm prsnika. Taktiez sa radi
medzi druhti najcastejSiu pri¢inu umrtia na rakovinu. Ma vlastnost’ metastdzovat’ do kosti,
mozgu, pluc alebo pecene. Komplikacie spojené s kostnymi metastazami zahtnaju bolest,
hyperkalcémiu a patologicku fraktdru vedicu k zlej prognéze [67].

V tomto BLI zobrazovani bol pouzity model kostnej metastazy u nahych potkanov, ktory
bol vytvoreny pomocou intrakardidlnej injekcie obsahujiicej bunky l'udského karcindmu
prsnika. Bioluminescenéné snimky boli ziskané pocas 3-minttovej expozi¢nej doby, ktora
nastala 15 minut po aplikovani intraperitoneélnej injekcie so substratom, D-luciferinom. Na
obrazku 15B je vidiet, Ze pri tyzdennom sledovani sa bioluminescenény fotonovy tok

exponencialne zvySoval [67].

1047
& 10°-
=
@ 102
=
5 10 |
“_; 1 —o— whole body
3 | —o— left femur
/ [ —&— right femur
! , \ "< | —a&— spine
W W 2 3 4
Week2 Week3 Week 4 Weeks

Obrazok 15: BLI zobrazovanie kostnych metastaz z karcindmu prsnika in vivo [67].

V priebehu piatich tyzdnov boli u troch potkanov identifikované viacndsobné kostné
metastazy do chrbtice, panvy a koncatin. Dvaja z troch potkanov s metastdzami boli usmrteni
po 4 tyzdinoch skenovania a treti po 5. tyzdni v dosledku akatneho poskodenia. Priemerna
telesnda hmotnost’ potkanov s metastazami vo 4. tyzdni bola 82% z celkovej
hmotnosti potkanov bez metastaz. Aktivita luciferazy z femuru, panvy a chrbtice bola
spozorovana na zaciatku 2. tyZzdiia a do 4. tyzdiia sa intenzivne zvySovala. Na obrazku 15
vidime na oboch zadnych nohach a chrbtici exponencidlny narast intenzity fotonového toku
z metastaz. Z tohto vyplyva, ze u tohto typu rakoviny je mozna véasna detekcia metastaz,
nasledné monitorovanie nadorovej nekrézy atym padom véasné zahajenie terapeutickej
liecby [67].
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ZAVER

Bioluminescencia oznacuje proces viditelného vyzarovania svetla v zivych organizmoch.
Bioluminescen¢né zobrazovanie je vykonna technika, ktora postupuje neustale vpred.
Vyvinula sa v poslednom desatroc¢i ako nastroj pre molekularne zobrazovanie prebichajicich
biologickych procesov in vivo, v malych laboratornych zvieratich. NajCastejSic sa jedna
0 mysi alebo potkany. Tato forma optického zobrazovania je lacna a neinvazivna. Pouziva sa
na analyzu chorobnych procesov v realnom ¢ase ana molekularnej drovni v Zivych
organizmoch. Umoziluje monitorovanie pocas celého priebehu ochorenia, ¢o umoznuje
kvantifikovat’ a detegovat’ biologické procesy bez zabitia pokusného zvierata.

V tejto praci som sa zamerala na vyuzite bioluminescencie v nadorovej diagnostike.
Jednotlivé stidie ukazali, ze tato oblast’ si vo vyskume rakoviny nasla svoje Siroké uplatnenie.
Urcenie polohy, kvantity nadorov a sledovanie nadorovych buniek exprimujucich luciferazu
je silnou metodikou na sledovanie a pochopenie patogenézy metastaz in vivo.

V prvej Casti prace som zhrnula vSeobecné informacie o bioluminescencii, 0 organizmoch
schopnych  bioluminescencie, vyvoj  bioluminescenénych sond anasledny princip
bioluminescen¢ného zobrazovania. V druhej Casti S0 opisané najcastejSie typy nadorovych
ochoreni vyskytujucich sa u l'udi, ako je rakovina vaje¢nikov, prsnych Zzliaz ¢i celkova
rakovina prsnika u zien metastazujica do kosti, rakovina pl'ac, gliom a rakovina pankreasu.

Molekularne zobrazovacie techniky predstavuju v dneS$nej dobe revolu¢ny pokrok. Ide
o spojenie molekularnej a bunkovej biologie a zobrazovacej technologie, so schopnostou
sledovat’ svetlo emitujlce bunky v malych laboratornych zvieratdch. Tymto sa otvorili Siroké
moznosti aplikacie bioluminescencie Vv medicinalnej diagnostike. Vyvoj vSak ide neustéle
dopredu, kedZe v dnesnej dobe sa stale riesi otazka ako a ¢i vObec bude nickedy mozné

aplikovat’ tiito zobrazovaciu metddu priamo u chorého Cloveka.
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