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1. Uvod

1.1. Povijest

Luminiscentne i fosforescentne karakteristike organizama prvi su opisali Rimljani i
Grci. Aristotel (384. - 322. godine prije Krista) je opisao 180 morskih vrsta kod kojih je
prepoznao ,plavu svjetlost“. Na svom je putovanju, Charles Darwin naveo zapazanje
o zelenim valovima koji svijetle te pretpostavio kako su mnoge pelagijalne Zivotinje
nedvojbeno fosforescentne. Kako je tada biokemija bila nerazvijena grana znanosti,

ovaj fenomen Darwin je pripisao narusenim elektri¢nim svojstvima atmosfere.

Daleko vecée zasluge pripadaju francuskom farmakologu Raphaelu Duboisu krajem
19. stoljeca koji je svojim radom na kliSnjacima (Pyrophorus) i morskim Skoljkasima
vrste Pholas dactylus L. opovrgnuo ideju da bioluminiscencija nastaje iz
fosforescencije. Nadalje, zakljuCio je da je svjetle¢a pojava povezana s oksidacijom

specificnog spoja kojeg je nazvao luciferin (Poisson i Jacques, 2010).

1.2. Fluorescencija i bioluminiscencija

Mehanizam produkcije svjetlosti kroz kemijske reakcije razlikuje bioluminiscenciju od
fluorescencije ili fosforescencije (Slika 1). Fluorescentne molekule ne produciraju
svoju vlastitu svjetlost ve¢ apsorbiraju fotone koji privremeno pobuduju elektrone koji
tada prelaze iz osnovnog u pobudeno energetsko stanje. Kako se elektroni brzo
vracaju u svoje osnovno stanje, otpustaju energiju vecih valnih duljina. Zbog toga $to
se pobudivanje i vratanje u osnovno energetsko stanje odvija obi¢no unutar
pikosekunde, fluorescentno svjetlo vidljivo je samo u trenutku kada je uzorak
osvjetljen. Najzastupljenije fluorescentne molekule u prirodi su klorofil, fikobiliproteini,

zeleni fluorescentni protein (GFP) i FITC.

Pojava fosforescencije odnosi se na emitiranje svjetlosti iz uzorka koji je prethodno
bio osvjetljen, no za razliku od fluorescencije, emisija svjetlosti se nastavlja i nakon
Sto se prekine izvor svjetla. Ovakvo ,produzeno” emitiranje svjetlosti nastaje uslijed
produZzenog vremena vracanja elektrona u osnovno energetsko stanje nakon sto je
bio pobuden i moZze potrajati nekoliko sekundi ili €ak minuta. Fosforescencija je Cesta

pojava u fotosintetskim sustavima.



Iz nekoliko je razloga teSko povuci granicu izmedu bioluminiscencije i fosforescencije.
Prvo, supstance koje su bioluminiscentne takoder mogu biti i autofluorescentne.
Organi specijalizirani za produkciju svjetlosti Cesto mogu biti vizualizirani kroz svoju
fluorescenciju pod UV ili kratkovalnim osvjetljenjem. Drugo, fluorescentni emisijski
spektar molekule moze se podudarati s njenim luminiscencijskim emisijskim
spektrom jer iste molekule sudjeluju u procesu pobudivanja i emisije. Takoder, i drugi
prirodni materijali mogu biti fluorescentni (hitin) pa je potreban poseban oprez
prilikom razlikovanja prisutnosti bioluminiscencije od fluorescencije (Stabili i sur.,
2008).
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Slika 1. Bioluminiscencija (lijevo). Emisija svjetla proizlazi iz reakcije oksidacije
luciferina uz katalizu enzimom luciferazom (navedena je luciferaza krijesnice).
Prisustvo kofaktora ovisi o vrsti luciferaze. Fluorescencija (desno) proizlazi iz
apsorpcije svjetlosne energije fluorescentnog kemijskog spoja te emisije svjetlosti

razliCite valne duljine (izvor - web 1).

Pojam bioluminiscencija (gré. bios - Zivot, lat. lumen - svjetlost) odnosi se na
produkciju i emisiju svjetlosti Zivih organizama kao rezultat otpustene energije tijekom
kemijskih reakcija. Oblik je kemiluminiscencije u kojoj organizmi emitiraju ,hladnu”
svjetlost, odnosno onu svjetlost koja ne proizvodi toplinsko zracenje. U vecini
sluCajeva radi se o reakciji oksidacije molekule luciferina pod prisustvom enzima
luciferaze ili fotoproteina kojemu je za djelovanje potreban i kofaktor poput iona Ca?*
ili Mg?* koji uzrokuju konformacijsku promjenu proteina (Shimomura, 2006). Velika je

raznolikost luciferaznih enzima iako je mehanizam proizvodnje svjetla kod svih isti -



reakcijom oksidativne dekarboksilacije luciferaznog supstrata u prisutnosti O, pri
¢emu nastaje emisija fotona. Dok je luciferin evolucijski visoko konzervirana

molekula, luciferaze i fotoproteini imaju razli€ita evolucijska podrijetla.

Pojava bioluminiscencije raSiren je fenomen u prirodi koji obuhvaca raspon
organizama od jednostavnih bakterija i protista do mnogih kraljeznjaka i
beskraljeznjaka koji posjeduju specijalizirane organe za produkciju svjetlosti. Mnogi
luminiscentni organizmi zive u simbiozi s bioluminiscentnim bakterijama koje a priori
proizvode svjetlost. Rijetko se pojavljuje u slatkovodnom ekoloSkom sustavu, a medu
kritosjemenjaCama i kopnenim kraljeznjacima je potpuno odsutna. lako postoje brojni
kopneni luminiscentni organizmi poput raznih insekata, stonoga, puzeva i gljiva,
bioluminiscencija ipak dominira morskim ekoloskim sustavom gdje ima bitnu ulogu u

komunikaciji, reprodukciji i odnosima predator-plijen.

Bioluminiscencija je vrlo uCinkovita u komunikaciji izmedu organizama te ovisno o
uvjetima, bioluminiscentna svjetlost moZze se uociti na desetke i stotine metara
(Warrant i Locket, 2004). Cak i jednostaniéni dinoflagelati promjera 0,5 mm mogu
odasiljati signal dug 5 m $to je ekvivalentno odasiljanju signala ¢ovjeka visokog 2 m

na udaljenost vecu od 20 km (Haddock i sur., 2010).

Opcenito, bioluminiscencija je svojstvenija planktonskim nego bentoskim
organizmima. Naj¢eS8¢i bioluminiscentni organizmi su morski fitoplanktonski
organizmi dinoflagelati - eukariotski protisti sposobni za produkciju i emisiju svjetla.
Poznato je najmanje 18 Iluminoznih rodova (Baker i sur., 2008) uklju€ujuci
Gonyaulax, Noctiluca, Protoperidinium i Procystis. Ovi luminiscentni morski organizmi
globalno su distribuirani (uklju€uju¢i brojne kozmopolitske i Stetne vrste), a njihova
bioinvazija te naruSavanje mirne morske povrsine tijekom noci uzrokuju pojavu plave
svjetlosti, odnosno bioluminiscenciju. Neki dinoflagelati posjeduju upecatljive
genetske, biokemijske i staniche mehanizme za stvaranje bioluminiscencije (Valiadi i

Iglesias-Rodriguez, 2013).



2. Osnovni dio

2.1. Produkcija svjetlosti - stani¢na perspektiva

Produkcija svjetla dogada se u specijaliziranim organelima unutar kojih se nalaze
enzim luciferaza (LCF) i njegov supstrat luciferin te u nekih vrsta luciferin vezujuci
protein (LBP). Takvi organeli se mogu klasificirati kao vezikule promjera = 0,5 - 0,9
pm (Nicolas i sur., 1987). Bioluminiscenciji posreduje kaskada stani¢nih dogadaja.
Kemijska reakcija produkcije svjetla je ovisna o fluktuacijama pH vrijednosti i zahtjeva
zakiseljavanje specijaliziranih organela stoga se oni udruzuju s vakuolama nize pH
vrijednosti. Primarni dogadaj je podrazaj stanitne membrane Kkoji pokrece
mehanotransdukcijski put u svrhu generiranja akcijskog potencijala preko membrane
vakuole s udruzenim specijaliziranim organelima. Kaskada ukljuCuje aktivaciju
receptora posredovanog GTP-vezuju¢im proteinima (Chen i sur., 2007). U kojem
stadiju kaskade su ovi receptori aktivirani, jo$ je uvijek nepoznanica. Eksperimenti
von Dassowa i Latza (von Dassow i Latz, 2002) pokazali su da je sljedeCi korak
nakon mehani¢ke disturbancije, poveéanje koncentracije unutarstaniénog Ca®".
Akcijski potencijal izazvan ovim dogadajima vodi ka influksu protona iz acidozne
vakuole u specijalizirane organele, snizavajuci njihovu pH vrijednost od = 8 do = 6
(Fogel i Hastings, 1972) (Slika 2). Promjene u pH vrijednosti uzrokuju konformacijske
promjene luciferaze u aktivno stanje (Schultz i sur., 2005). Luciferaza katalizira
reakciju oksidacije luciferina u oksiluciferin sto rezultira emisijom fotona (Shimomura,

2006; Wilson i Hastings, 2013) u vidu plavog svjetla valne duljine oko 475 nm.
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Slika 2. Shematski prikaz stanice dinoflagelata koji sudjeluje u nastanku
bioluminiscencije. 1) sila koja je izvrSena na vanjsku membranu stanice potiCe
transdukciju koja ukljuCuje aktivaciju receptora povezanih s G-proteinima. Signal koji
pristize na membranu stanice mehanicki je signal stoga ga je nuzno prevesti u
elektri€ni signal na membrani vakuole. 2) Prevodenje mehanickog u elektri¢ni signal
je postignuto poveéanjem koncentracije Ca®* u citoplazmi $to za posljedicu ima
depolarizaciju membrane vakuole te generiranja akcijskog potencijala. 3) Akcijski
potencijal aktivira kanale ovisne o naponu koji su koncentrirani na membranama
specijaliziranih organela. 4) Krajnji rezultat je influks protona iz acidozne vakuole
¢emu slijedi povecano snizavanje pH specijaliziranih organela i aktivira kemijske

reakcije bioluminiscencije (izvor - Valiadi i Iglesias-Rodriguez, 2013).

2.2. Produkcija svjetlosti - molekularna perspektiva

Dinoflagelatni luciferazni gen (Icf) prvi je put izoliran iz vrste Lingulodinium
polyedrum, Dodge (Li i sur., 1997) te kasnije pronaden u 6 drugih vrsta (Liu i sur.,

2004). Sastavljen je od tri ponavljaju¢e domene (D1, D2 i D3 domene) od kojih svaka
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sadrzi srediSnju regiju Ciji je aminokiselinski slijed visoko konzerviran i kodira
katalitiCki aktivno mjesto. Ova srediSnja regija okruzena je varijabilnim N- i C-
terminalnim krajevima Cija je uloga kontrola odgovora pri promjeni u pH
vrijednostima, a takoder kontrolira i aktivhost enzima (Suzuki-Ogoh i sur., 2008; Li i
sur., 2001). U odgovoru na promjenu u pH vrijednostima, Cetiri histidinska ostatka na
N-terminalnom dijelu svake domene induciraju konformacijske promjene koje izlazu

prethodno smotana katalitiCcka mjesta (Schultz i sur., 2005; Li i sur., 2001).

Lcf je potpuno sekvenciran u sedam srodnih fotosintetskin rodova reda
Gonyaulacales: Alexandrium, Lingulodinium, Protoceratium i Procystis (Liu i sur.,
2004) i jedne heterotrofne vrste Noctiluca scintillans Macartney (Liu i Hastings,
2007).

Luciferin-vezujuci protein ima vaznu ulogu vezanja luciferina pri neutralnoj pH
vrijednosti. Ovaj protein nije dovoljno istrazen iz razloga $to nije pronaden u svim
bioluminiscentnim  dinoflagelatima stoga nije esencijalan za mehanizam
bioluminiscencije. Takoder, mehanizam kojim veze luciferin te njegova sama fizikalna

struktura jo$ su gotovo nepoznati.

2.3. Bioluminiscencija reda Dinoflagellates

Molekula luciferina tetrapirolne je strukture (Slika 3), sliéna molekuli kolorofila s
razlikom u prisutnim metalnim ionima (Dunlap i sur., 1981; Nakamura i sur., 1989;
Takeuchi i sur., 2005). Kod dinoflagelata, enzim luciferaza prvi je put izoliran i
kloniran iz vrste L. polyedrum (Bae i Hastings, 1994). Enzim je sadrzavao tri

ponavljajuce katalititke domene, od kojih je svaka bila funkcionalna (Liu i sur., 2004).



Slika 3. Tetrapirolna struktura molekule luciferina kod dinoflagelata (izvor - web 2)
Tri su ¢imbenika koiji poti€¢u bioluminiscenciju kod dinoflagelata:

1. mehaniCka stimulacija: fiziCki stresor koji inducira deformaciju stani¢ne
membrane i uzrokuje kratak bljesak u trajanju od 1/100 sekunde u kojem se
proizvede 10°fotona.

2. kemijska stimulacija: snizavanjem pH vrijednosti te

3. temperaturne promjene

Apsorpcijski maksimum luciferina je na 390 nm, a fluorescentni maksimum na 470
nm valne duljine §to se preklapa s njegovim bioluminiscentnim spektrom (Slika 4).
Emisija svjetlosti nastaje na dva razliita nacina, bljeskom koji je vidljiv golim okom, a
sastoji se u kratkotrajnoj (0,1 s) eksploziji svjetlosti i sjaju niskog intenziteta koji nije
vidljiv golim okom. Krajnji produkt bioluminiscencije je plavo-zelena svjetlost vidljiva

golim okom zajedniCka za vecinu morskih bioluminiscentnih organizama (Slika 5).
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Slika 4. Apsorpcijski, fluorescentni i bioluminiscentni spektar molekule luciferina

(izvor - web 3)
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Slika 5. Usporedba emitirane svjetlosti kod kopnenih i vodenih bioluminiscentnih

organizama (izvor - web 4)

Bioluminiscencija dinoflagelata najvjerojatnije je obrambeni mehanizam protiv
predatora (Marcinko i sur., 2013). Ovu teoriju su Esaias i Curl te White (Esaias i sur.,
1972; White, 1979) eksperimentalno dokazali kroz interakciju bioluminiscentnih
dinoflagelata sa zooplanktonskim veslonoScima. Rezultati su pokazali da Sto je
intenzivnija bioluminiscencija vrste Gonyaulax sp., manje ih je konzumirano od strane

veslonozaca rodova Acartia i Calanus. Fotofobni odgovori morskog zooplanktona na



bioluminiscentno svjetlo sugeriraju da bioluminiscencija ima odlu€uju¢u ulogu u

evolucijskoj prednosti dinoflagelata kroz indirektnu redukciju predacije.

2.4. Kontrola bioluminiscencije - cirkadijalni sat i fotoinhibicija

Vecéina bioluminiscentnih dinoflagelata pokazuje dnevni ritam u intenzitetu
bioluminiscencije s mnogo veéim intenzitetom tijekom noci nego tijekom dana. Dva
glavha mehanizma koja podlijezu ovim dnevnim varijaciama reguliraju
bioluminiscenciju na stani¢noj i molekularnoj razini pomoc¢u cirkadijalnog sata i/ili
fotoinhibicije preko dana (Valiadi i Iglesias-Rodriguez, 2013). U fotosintetskih
dinoflagelata, bioluminiscencija podlijeze dnevnom ritmu kojeg kontrolira endogeni
cirkadijalni sat Sto €ini bioluminiscenciju gotovo neprimjetnom tijekom dana, a

intenzivnom tijekom noci.

Cirkadijalni ritam bioluminiscencije najistrazeniji je u dvije vrste, L. polyedrum i
Pyrocystis lunula, Schitt (Hastings, 2007). Kod vrste L. polyedrum luciferin,
luciferaza i luciferin vezujuci protein kao i specijalizirani organeli u kojima se ovi
proteini nalaze bivaju kontinuirano uniStavani u zoru i ponovo resintetizirani u
sumrak. S druge strane P. lunula regulira bioluminiscenciju na potpuno drugadiji
nacin. Broj proteina uklju€enih u mehanizam bioluminiscencije kao i sami organeli u
kojima ti proteini nastaju, bivaju konstantni i tijekom dana i tijekom noci. Umjesto
uniStavanja, organeli s proteinima bivaju naizmjeni¢no premjesStani zajedno s
kloroplastima u svrhu prilagodavanja intenziteta bioluminiscencije, smjestajuci se uz
periferiju stanice tijekom noci te vracajuéi se natrag u srediste stanice tijekom dana

zbog sprjeCavanja njihove stimulacije.

Osim cirkadijalnog ritma, smanjenje danjeg intenziteta bioluminiscencije uzrokuje
pojava fotoinhibicije koja je dokumentirana kod fotosintetskih i heterotrofnih
dinoflagelata (Esaias i sur., 1973; Buskey i sur., 1992). Vecina bioluminiscentnih
vrsta osjetljiva je na plavo svjetlo Sto smanjuje njihovu osjetljivost na mehanicku
stimulaciju neovisno o sadrzaju luciferina i luciferaze u stanici (Esaias i sur., 1973; Li i
sur., 1996). Mehanizam inhibicije svjetla joS je nepoznat no smatra se bitnom
evolucijskom adaptacijom na smanjenje utroSka energije pri vidljivom svjetlu. Kod

bioluminiscentnih flagelata fotoinhibicija dominira nad cirkadijalnim ritom jer mnoge
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heterotrofne vrste poput vrste Protoperidinium sp. ne pokazuju cirkadijalne ritmove u
regulaciji biolouminiscencije vec se kontrola vrSi fotoinhibicijom (Buskey i sur., 1992).
Takoder, fotoinhibicija se smatra ekoloski bitnijom kontrolom jer su u prirodi

populacije dinoflagelata izloZene dnevno-noénim ciklusima u eufoti¢koj zoni.

2.5. ,Bioluminescent Bay*“

Bioluminescent Bay, takoder poznat i pod nazivom ,The Bio Bay” sinonim je za dva
zaljeva, Salt River (Slike 6 i 7) i Altona Lagoon, locirana na St. Croix otoku,
poznatima po intenzivnoj koncentraciji bioluminiscentne fitoplanktonske vrste
Pyrodinium bahamense, Plate. Kombinacijom nekoliko ¢imbenika ostvaruju se
povoljni uvjeti za razvoj ove bioluminiscentne vrste, a najvaznijim ¢imbenikom smatra

se prisutnost crvene mangrove Sume koja okruzuje zaljev.

Slika 6. Zaljev Salt River, St. Croix (izvor - web 5)
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Slika 7. Zaljev Salt River, St. Croix (izvor - web 6)

Zakljucak

Bioluminiscencija sa svojim znac€ajnim vizualnim, ekoloskim i stani¢nim ucincima ima
veliku ulogu u zivotnom ciklusu mnogih dinoflagelata, kao i ostalih bioluminiscentnih

organizama.

Kod dinoflagelata, produkcija i emisija svjetlosti nadzirana je kemijskim i
molekularnim mehanizmima unutar stanice. Kontrolu nad emisijom svjetla zapocinje
stresor koji deformira membranu, a uklju€uje seriju kaskada koje ukljuCuju aktivnost
G-proteinskih receptora, prisutnost kalcijevih iona i protona koji poti¢u otpustanje
luciferina sa svojeg vezujuceg proteina. Luminiscencija dinoflagelata, kao i drugih
organizama moze se povezati s cirkadijalnim ritmom u kojem luciferin biva oksidiran i

vracen u svoje osnovno stanje unutar ciklusa dan/noc.

Dosad je postignut veliki napredak u razumijevanju bioluminiscentnih procesa glede
stani¢nih mehanizama, cirkadijalnog ritma i molekularne evolucije kod dinoflagelata
no s obzirom da je funkcija bioluminiscencije joS uvijek nedovoljno istrazena,
postavljaju se brojna pitanja vezana uz ovaj prirodni fenomen. Dok su geni za mnoge
luciferaze ve¢ dobro poznati, mehanizmi biosinteze luciferina su gotovo potpuno

neistrazeni.
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S obzirom da je distribucija bioluminiscentnih organizama koristan parametar u
razumijevanju ekologije oceana, napredak u metodama detektiranja bioluminiscencije
u oceanu putem satelita i drugih sredstava omoguciti Ce bolje razumijevanje dinamike
ekoloSkog sustava mora, cvjetanje mora te kako i zasto populacije fitoplanktona

periodi¢no fluktuiraju.
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