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1. INTRODUZIONE

Lelucciolesono coleotteri appartenenti alla famiglia LampyriaBsistono piu di 2.000 specie

di lampiridi, chepopolano la maggior parte delle regiodella terra con climiemperat e

tropicali. La loro caratteristica principale € la bioluminescecha producongercomuncare

e durante il ritualeLJS NJ f @hedt@QPSINLI | £ Odzy S RA 1jdzS&adS aLISOAS
maschi volano da sddilla ricerca della femmina, la qualevece rimane appollaiata fra la
vegetazione Il maschio lampeggia ritmicamentequando anche una femmina lampeggia in

risposta, ledue lucciole iniziand corteggiamento che consiste in una serie di lampi alternati
ySOSaal NR LISMIt @ XesRideg\iRspmoltCatdyid di corteggiamentpcome

quello delle lucciole preseni Asig per cui ldampiridi si radunano ifitti sciami sugli alberi

quasi una per foglia qui i maschi lampeggiamella nottetutti allo stesso ritmd1).

La bioluminescenzail risultato di un processo che si verificadiversiorganismi viventi in cui

una sostanza eccitata elettronicamenarodotta durante una reazione chimigadecade al

livello di base La ricerca scientificiha rivelato il sistema enzimaubstrato, costituito

NA & LIS G (0 A dukeifer&si/eltiGeifeRrlee (dél latino Lucifero, "Portatore di luce"). Tra tutti

gli organismi bioluminescenti le lucciole sotra le piu studiate e ben caratterizzate,
specialmente la lucciola nordamericana, Photinus pyralis (Ordine Coleoptera, Famiglia

Lampyridae)?2).

2. SCOPO DELLA TESI

In questa Testerratrattato il fenomenodellasincroniadella bioluminescenzeahe si verifica
fra lucciolevidne. Saranng inoltre, presentae le principali reazioni chimiche catalizzate da
Photinus pyralisuciferasj responsabili della bioluminescenzeon particolare attenzione ai
componenti principali, luciferasi e lucifeririag due compostverra approfondita la struttura

il funzionamento e le reazioni secondarie a cui possono dar l\Wgwa analizzato ancheé i
ruolo dei reagentcoinvoli nella reazioe, qualiATRPMg?* e &, oltre a quello dé complessi

risultanti edei composti responsabili delle reazioni secondaciemeAMP, PPiMg?* e CoA

Saranno, inoltre, presentatée transizionicoinvolte nel processo di bioluminescenza che

LJ2 NJi I e/nissiohe df IRe di diverso colo@aannopresentatele diverse ipotesi avanzate



nel corso deltempo, ciascunadelle qualiidentifica speciediverse come & responsabil
RSt tf QS YA a 8&adnb Srin® Hescrittz@&ide applicazioni consolidate e innovative
dellenzim& FNJ OdzA f QA Y| iHgenélHc cang &poreYeitastdlista®sicifali S

basati sulla bioluminescenza.

3. SINCRONISMO

La shcronizzazionedelle lucciole, osservata pry OA LI £ YSY 4GS Ay | 80dzyS
dovuta al loro sistema nervoso e al modo in cui qQedtf (pdroggsce il tempoPil in

particolare Q2 NB I y 2  dzY A y 2&iiatoRviBiiolf £ F 8z0 R 2 2 BIGdné QI RR 2
attivato da segnaliprovenienti dal cervelloE stato verificato sperimentalmente chea
stimolazione visiva della lucciatausata da una luce circostaritenes@ la produzione dun

f I Y LJ2orggnd luntin@so della lucciola stesg#igura 1) con untempo minimo tra lo

stimolo e la rispost (1).

Figural: Lucciole della specie Pteroptyx viste di profilo e dal basso; I'area dei loro organi luminosi e colorata. La femmina (a)
€ mostrata in posizione di riposo, il maschio (b) & rappresentato inigusidi allerta.

L'intervallotra uno stimolo e il successiwambiain base alla specie va da 560 millisecondi
fino a 3 secondiSi € dimostrato ch&a sincronizzazione del flash e controllataute sortadi
pacemaker che gestisce anche la frequenzadel battito cardiaco della lucciola Per
sincronizzarsionintervalli dversi dal proprio il pacemaker vienesettatoe il temporichiesto
LIS Bidesta@ il successivoavvio spiegano il breve ritardpgchimillisecondifra ogni lanpo

luminoso().



4. LUCIFERASI E LUCIFERINA

4.1 Luciferasi

La luciferasié unenzima presene y Sdrgarfismodelle lucciolee la suareazionebiochimica

coni compostipresentipermette la produzione di bioluminescenzan luciferasfossigene4-
ossidoriduttasi) in particolare,e classificata coméhotinusluciferina ed il substratosu cui

reagisce chimicamenteé la luciferina (Lb). Mediante sudi cristallografici si € potuto
dimostrare core la luciferassia costituita da due domini compattindominio pitueste N-

terminale, contenente la maggior parte degli amminoacii2z Y Rl YSy G f A LIS NJ
bioluminescenteed uno piu piccoldGterminale, uniti da un spaziatorecomposto daun

peptide flessibilgFigura 2)3).

Figura2: Luciferasi Photinus pyralis. L'immagine rappresenta il domitéorhinale piu grande e quellot€rminale piu
piccolo, connessi da arspaziatoreglL)

Durante il corso della reazione questi due domini si uniranno fra locoreil substrato,

O2YLR NI I yR2 dzy OFYoAlYSyilz2 ySttl O2yFT2NXNIT A2
OKAdzal ¢ ljdzr yR2 FT2NXI €t QAYUSNYSRA2 NBaLRyal o
F LISNI I ¢ ljdzt yR2 &A O2YL@Saal O2y NBIF3ISyaGA S L

4.2 Luiferina

Il nome dellduciferina (LK) delle lucciole2 [acido(S}2-0 edfbssiH -Benzotiazolil2-tiazolin
4-carbossilio] e la sua strutturadeterminata mediantediffrazione deraggi X é costituita da

un benatiazolo e uM@nita diacidotiazolincarbossilico connegga un legame in posizione

C2/ HQ 6 CRAEdzANTG NIozid @dzNF NBaLRyaloAfS RSEfQSYAAaA

la DHuciferina(3).
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Figura3: Struttura chimica della luciferinaesente nelle lucciolB-LH; divisa nei due frammenti principali: il benzotiazolo a
sinistra e lI'acido tiazoliearbossilico a destra.

Della luciferina, tuttavia, non si conosce ancora il reale meccanismo di sintesi che avviene in
natura e non si sa nemeno se le lucciole possiedano gli enzimi atti alla sua produziose

j dzZSAaGA @Sy3aAly2 AYGNRR2OGGA ySt f2NB 2NHIYAAaY?
oltre a quella delle lucciolspno presenti diversi tipi di luciferinepmela luciferira batterica,

contenuta in alcuni batteri presenti nei pesci e nei calamari, e la luciferina dinoflagellata,
presente in alcune specie di gamberetti. Tuttavia, le strutture di molte altre luciferine

F LI NI SYySydA R 2NBIF YA &Y bceand, 2omelzvolugcli® Oites/, 1 A  OK
rimangono G dzi  §zé@nbkkiute. In secondo luogo, esistono due tipi di organismi
bioluminescenti: quelli in grado di produrre la propria luciferida novo partendo da

metaboliti semplici, e quelli che la acquisisconoBayTi A S&aGSNYS® bSt LINRAY?2
deve codificare tutti i geni necessari per gli enzimi coinvolti nella biosintesi della luciferina,

come avviene per alcuni procarioti; nel secondo caseece f Q2 NHI yAayY2 Lz | C
luciferina mediante altrimetodi come, ad esempio, attraverdo QI £ A Y S goiné peh 2 y S

f QA R NRAe§uBrdadvictoriaE possibilepero, Yy OKS dzy GSNi2 OFaz2sz A
bioluminescente sfrutta una combinazione dei due metodi appena citati, ovvero necessita
inizialmentedelf QI OljdzA AT A2y S RA dzy O2YLR&adG2 F2yRIYS
LI2A GASYS Y2RAFTAOIG2 S O2y@SNIAG2 yStftl £ dz
stesso(4).

g ritiene, tuttavia, OK S f Q2 N® A Wwigz8lica?Befaf uciferina sia una cisteina,
amminoacidocoinvolto in un passaggio della reaziomk sintesiin vitro (4). La cisteina
presenta due possibiinantiomeri L- e D, che possono generare rispettivamentéh e D-

LH. In naturg pero, solo la formal- € presentenei peptidi e negli amminoacidinentre la



forma D quindi deve essere prodotta partendo dafigma. LaD-cisteinapuo reagire corg-

ciano-6-idrossibenz

X

HO

CHBT D-cysteine D-luciferin

Fig

otiazolo (CHBd¢r dare lab-LH: (Figurad) (4).

N N N +»COOH
H.N COCH

bon oo, | 0T

S HS / buffer H S

ura 4 Sintesi chimica dell-lucifering partendo dalla Ezisteina e CHBT

In alternativa & possibile anchen processacheavvienein divers stadi il primo deiquali e la

produzione di-LH partendo dalla-cisteina presente in naturanediante ilcomposto CHBT

LaL-LH prodotta vie

f QARNREAAA RSELBRBR20 B3I ¥Vyi A § wSaBroréd substratp LI

neconvertitain L-LH-CoAa sua volta racemizzato per enolizzaziddara

FERON

bioluminescenteosservatmelle luccioleD-LH (Figura 5)5).
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- D-cysteine s /@iwj’
$ s
~a N NGeCOOH .7 HO
CHBT ,©i> <] “ 9 D-luciferin
HO s S

L-luciferin

Figura 5 Ipotetica via biosintetica delB-luciferina dalla tcisteina. Il meccanismo in alto prevede la conversione immediata

a Dcisteinae successiva

reazione con CHBMeccanismo in basso prevede, invéadormazione inizialealla L:luciferina

L@-LH rappresenta quindi un soggettdi difficile interpretazione in quanto inizialmente si

pensava fugesseda inibitore della reaziondi bioluminescenza; inveceju recentemente e

stato scoperto che

bioluminescente e

la sua conversionetiiLH porta comunque alla produzioneetisubstrato
quind f f QS Y Alucé TuttayisS la IRck prodotta da questo substrato

risultantedalla conversione di-LH e molto diversa da quella proveniential D-LH aggiunto

direttamente:A Yy

LJ- NJinte@sRafidultditEdebiol€3).



5. REAZIONH DUCIFERASLUCIFERINA

5A4WSFT A2yS t NAYIFINRF LISNI f QSYAaarzyS RA f
Lasintesi chimicache porta alla produzione di bioluminesza iniziacon una reazionelel
substratoluciferinab-LH con ATPSi tratta di una reazionei tipo Sy2 checoinvogeil gruppo
F2aFlF G2 RSEfQ! ¢t S ff yv3NIHzZRILIAAHD INRID RpEcKiddL A RA
f QhaaAaasSy2 RSt ragphbhth Buclddfilonbehtiasci foskodd posizione
h RSt f, @ovécandof Wdza OA ( |, piRvdfato @PRideLillidesferimento del gruppo
adenilato (AMP3}ulla luciferinachela attiva. Si tratta quindi di una reazione di adenilazipne
che prodicelQ I y A R NJORK-AMPE iEcniplesso ATRIg, necessario @roteggerela
carica negativa adeterminace la conformazione dei gruppi fosfatbigura 6 (3).

, OARE £EADAOCE!'2C t , OAE A0@OE0 WOE

(eq. 1)

N N ~ ’ . —* F\’
—— 0O ——P—Adenosine + - -
— O
o Y
HO Ma

D-LH,-AMP PPi-Mg?*

Figura6: reazione di adenilazione miLH, e ATPMg?*.

[ QA Y ( DNBE-BANRPIN Beguito perdain protone formandadl carbanionecorrispondente

il qualeviene attaccato d&, molecolae in una reazione di ossidazioffégura 7)
, OAE ES20@0E0 /¢ © , OAEEAOAKLE 1T OOEI0OOAE £ZAOET A
(eq.2)

d
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Figura7: Meccanismo di formazione del dstanone dalintermedioD-LH-AMP, con successiva liberazione del gruppo
AMP.

t 2A0KS yStftl LINAYIF FFaS RA | RSyAf | reazbyeS f Q! ¢
lo spostamento di AMP serve a renderehil @iu acido e ad agevolare quindi la formazione
RSttQlFryStft2 | ljdzZ GNP YSYONARZT YSRAFY(GS fQld
questo modo si ha la formazione del luciferinas#® i | y 2 y Sta &l gtugpdzANIP.

[ QAyaill oAt AL S dedhendprivbaao Bna SottiBaAirmediagafe laR A 2
liberazione di C&come prodotto. La molecola che ne risulta € detta ossiluciferina, presenta
tautomeria cheteenolica e si trova in uno stato etato di singoletto. Il suo decadimento allo

aldl G2 F2yRIEYSYyGlrtS LINRG20F fF tA0SNITA2YS Ry
(Figura 8)3).

Q¢ ] O - o<
— | T = AT -~

Oxyluciferin
Figura8: Decarbossilazione ossidativafled | y SdiocfsanoReSper ottenere2 a4 A A f dzOA F SNR y I, presénS Y S G A ( 2
nei due tautomeri cheto ed enolidoa rottura spontanea d@nello dicetanoneproduce ossiluciferina in uno stato
eccitatodi singoletto (*) il cui decadimento al liveflendamentaleprovoca @missione di un fotone

*



5.2 Reazionbecondae
Esistono anche altre reazigrehe coinvolgonogli intermedi che si formano durante |l
processoe che non portanduttaviaallQ S Y A adiluc® Yrfa di queste & la reazioneldet
LH-AMPO 2 v Q peéfa@rhaief yigidroluciferdAMP (EAMP)(3).
, OAE A&0@0-E0 /¢ © , OAEZEAOAQE :
(eq. 3)
A sua volta la-AMPpuo reajireconil prodotto inizialePR-Mg?*, formando la deidroluciferina
(L) erigenerandof AMP(eq. 4) Inizialmente si credeva che il prodotto L fosse il responsabile
RSt f QS YA aaquigdygiest® domgosta@r8va indicatarroneamentecon il termine
luciferina.Si & notatginoltre, come questa seconda reaziopeovochjinvecet QA Y A O AT A 2 Y ¢
parte delRQ S Y A adella RigerBasciatadalla reazione principald.a causa di questo effetto
non € il singolo prodotto,lma la suadenilazione ad-AMP(eqg. 4, reazione inversahibitore
molto forte della luciferasi.S osservainfatti, cheil 20% dellaguantita diLH consumatae
dovuto ala sintesi di {AMP dab-LH-AMP(eq. 3.
, OAE £EMOA®E z GE , OAE £AZ0G OE | 40
(eq.4)
[ @AMPnoneéf Qdzy A O2 A Y A0 A 2:Nesdrpiol fyda&KS yf A2 ZLEANME QB 5F 2
mostra un comportamento simile. nkambi i prodotti infatti, sono responsabili del
caratteristio modello a luce alternatamess: dalle luccioleE per questo motivo che la
reazione secondaripresentata 18 f f 4iS djign forte inibitore,L-AMP, viene sostituitoda
un inibitore L menefficae, éin realtafavorevole alla prduzione di lucell prodotto L. infatti,
oltre ad avere caratteristiche di inibitore molto memdficad, puo essereanchefacilmente

rimossodal sito attivo della luciferadia perdita di luminescenzaisulta percio piu limitat&3).

Un ruoloambiguoe paradossalé anche quello del PRieril qude, essendo uprodotto della

fase di adenilazione(eq. 1) ci si aspetterebbeun effetto inibitorio. Infatti, tale
comportamentoviene osservatan condizioni dibass concentrazioe di ATP Tuttavia, lo
stessoPPipud agire anche da attivatore della bioluminescemzadiante la pirofosforolisi

R S tAME{ forte inibitore viene in questo modo rimosso per formare i due prodotti L e ATP

(eg. 4).In queso secondocaso ilruolo di attivatore viene3 A dza 0 A T A €dvab2z Rl |

concentrazioe di ATH6).



5.3 Ruolodel coenzima A

Il ruolo importantedel coenzima Aella reazione della luciferasiséato studiatodaMarques

e collaboratori(3). Il coenzima A (CoA), infattion & presente come reagentella reazione

che si verifica in natutama se aggiuntoin vitro durante il processppud modifiare

f QS YA alaniresééha. IR primo luogoseil CoA viene utilizzatoome reagente iniziale,

sicreay QA f f dzY Augelcdniingag ®on pit iimodelloa lampeggialternat. Se invece

viene aggiunto nel mezzo della reazipmpiando gia sbsserva® S YA 4 & A 2 Y 80oARA dz
promuoveun lampo di luce secondariohe si alterna al primdel dettagliil CoA é coinvolto

in due reazioni, la prima delle quélcatalizzata da luciferasi®2 A y @2 f 3 S-AMP@aény A 6 A (i 2
la formazione di {CoA deidroluciferitCoA un inibitore menocefficiente (eq. 5).In questo

modola luciferasi puo continuare a catalizzare la reazidmeproduce lucee che risultaneno

disturbatada agentisecondari.

~ o~ ~ _~

, OAE EAOA®E #1 ! t , OKEEAOAOE I -0
(eq.5)
La seconda reaziorhe coinvolge CoA é quella asbhH-AMPedha come prodotta-luciferil-
coenzima All reagentel.-LH-AMP, e prima diessoL-LH, non sono coinvoltinella reazione
principale e quindnon portano alla produzione di lucdlafine del processe agiscono percio
come inibitori di reaziond. Q $,lfyuindi, guidata dal reagente Codtmuove tli speciedalla
reazioneS Fl @2NRA A0S f QAf f dzYAYyl T A2y So

, OAE EEOEOE0 #1 t , OA gzER OA OE 1 -0
(eq.6)

Il motivo per cui il CoA reagesconla luciferasi non € ancora del tutto chiaro, ma una possibile
spiegazione éegata ala somiglianzalella biochimicdra lereazioni catalizzatealla luciferasi

eda alcune ligascomet QIC@®./Qfiesb enzimacatalizzd'adenilazionedegli acidi grassion

un meccanismo molto simile alla fase di adenilazidaa reazione bioluminescentelella

luciferasi Poiché gli acidi grassi si comportano come inibitori della reazione della lugifgrasi

loro conversione in acddenilati grassiappresenta un altro modo per favorire la produzione

di luce(3).



6. TRANSIZIONI NEISRETTRO LUMINOSO

In condizioni di pH leggermente basig@H 7.57.8),la regione dellespettro di emissionadi
colore gialleverde,caratteristica dellduciferasiO RS y S { 55057V ninSdwlan-picco 2
centrato a 562 nm Poiché & luciferasié un enzima sensibile a variazioni di,p& banda di
emissiongpuo spostarsiino a 620 nmin ambiente acidoSono statepropostk diversapotesi

per spiegae questo fenomengla prima delle quali favanzaa daWhite e collaboratori(2).

6.1 Tautomeracheto-enolica dell'ossiluciferina

La primaipotesi per spiegare la dipendenza dello spettro di emissione della luciferasi dal pH

basata sull@liverse conformazioni, chetonica ed enolica, d@&llaci#ekina puo assumeré&i

ossewo il cambiamento @l colore dellducein diverse condizioni di pe fu propodo chelo

stato eccitato della forma chetonicR St f QI y AZilisSassh Endeftehdo luce rossa,

mentre lo stato eccitato della formenolica dello stesscompostoemettesse luce giallwerde

(Figura 9) La modulazione del colorR A LISY RSNBE 066 S |j dzA y RénolicRl f £ QS |
dellQ 2 lacieking influenzato a sua voltdalla polaritaR St £ Q| ¥ ouk $$ yyouial sito

attivo (7,9).

T — T

Oxyluciferin (keto) Oxyluciferin (enol)

¥ i
Red light Yellow-Green light

Figura9:{  NXz( G dzZNB OKA YA OKS R&®. (I dzi2YSNR RStf Q2a&A

Piu recentenente, sulla base devidenzesperimentalie calcoli teoricig stato dimostrato
come R dzy' A O lrespbrasabieldellluminescenza multicolore sia la forma chetor@eayLH
RSttt QlFyA2yS 23 adladtatz@dcitatd diBingolettdh §ugofiguaiidd il riolo

della polarita del sito attivo nel colore della bioluminescenza e stato considerato come uno
dei fattori ambientali piu influenti nella stabilizzazione della canegativasullo ione fenolato

di ossilucifering2).

10



6.2 Meccanismo dl trasferimento di carica intramolecolare intrecciato

Un altromeccanism@er spiegare la dipendenza dello spettro di emissione della luciferasi dal

pH, riportato daMcCapra eollaboratori(10), prevede chdl tautomerochetoni® siaf Q dzy A O 2

responsabileR St f QS MiAlicé sicgssh cheverde. Sulla base di questa ipotesa
variazione di colore & associata alla rotaziattorno al legameQ2-/ H fHgura 3) della
porzione ¢N=C,C=N¢ del composto la conformazionead energia minimaon rotazione di
@=90° emette luce rossa, quella cai<90°corrisponde invece alla conformazione ad alta
energiaed emette luce verdeTuttavia questo modello & stato confutato quando e stato
dimostrato cheil legame CZ H [gbssiedeun parziale carattere di doppio legameli
conseguenzaaffinché possa avvenire lataziong € necessaricsuperare una barriera di
energia déguanto elevata Di fatto, le evidenze piu recentsuggerisconoche la diversa
emissione di fluorescenza delR lacéekina in funzione del pH sia dovuta adfunica forma

chetonica priva di rotaziondi legame(2).

6.3 Polarizzazione del microambiert8 f £ Q2 8 A A f dzOA FSNRA Y |
LOA LJ2 ( S & Ada HidhhB kddllabidriatori (11) per spiegarda varizione di colore della

bioluminescenzin funzione del pié basatat dzf £ QA Yy (1| SNE dz@ R T ENIRSIE {02 v

In particolare, il modello propostaonsiderala correlazionetra la colorazione e la
L2 £ F NRT T I TLM2ays6ciadd SaflucerbsBadad una maggiore polarizzabil@ano
stateidentificatele diverseforme di enolatodef dsduciferina(enoks-trans™, enoks-trans

ed enoks-trans), considerate responsabili defissionedi luce dal verde al rossmentre

alle strutturecheto-strans, chetes-cis™ e chetostrans™ & assaiatof QA y i SNII f f 2

blu (Figura 10).

Oxyluciferins. Absorption Maxima

PYeseN Q = LUMO

keto-s-trans enol-s-trans LUMO
'U/@S\HNLO -OQSHNIOH

keto-s-trans(-1) enol-s-trans(-1)
o . s N o HOMO HOMO

UNMNLO -o’©: s>_<\Nl o
Keto-s-cis (1) enol-s-trans(-2) I
N s

HOQS\> <\N10, keto-s-trans keto-s-cis(-1) enol-s-trans(-1) enol-s-trans(-1)'

enol-s-trans(-1)’ keto-s trans( 1)

enol-s-trans enol-s-trans(-2)

FiguralO: Massimi di assorbimento previgter le forme neutre ed anioniche delle strutture chetoniche ed enoliche di
OxyLH (12).

11

t

RI

(



vdzSaidl ALRGSaA arA O2yidNY LILIRYS LISNOAS Ff Y2RS
O2y F2NXITA2YyS IR SYSGGSNB fdzOSY 1jdzSaiQdzf A Yz
C R

YI y2y ySOSaal N LISNJ aLIAS3IFNB @MN2NAIAYS RSt

6.4 Meccanismo della struttura di risonanza

Secondof if@tesi riportata daBranchim e collaboratori (9) la modulazione del colore di
bioluminescenza e dovuta alla delocalizzazione della carica negativa in due posizioni diverse
della conformazione chetb Y A 2 Yy A O RSt f Q2 & & A f dptesehts, NFatyl, | f 2
un ibrido di rsonanza dello stato eccitato ad energia inferiore rispetto al primo, responsabile

RSt f QS YA yrguraly).EsisPeiciino stato eccitatache contiene il gruppgN=Q;

C=N, (I) che rilassa emettendo luce verde, ed uparatterizzato dah porziore (N¢C=GNC¢

(I1), cherilassaemettendo luce rossd9).

o, UHI

I

Figurally 58t 20Ft AT T T A2yS RA OFNROF ySttQlyizy$ 2

6.5 Dimensione della cavita proteica della luciferasi

Nakatsue collaboratori(13) propongonochelo spostamento verso il rosso dello spettro di
emissione della luciferasi in ambiente acidm dovub a cambiamenti conformazionali
RStfQSYV/AYH NBAO2Ft I NB F+ffl &ada2adGdAddzZz A2yS RA d
struttura della luciferasiSono state analizzatuediverse strutture di lucifeasiappartenenti
alla specig_uciola Cruciatal wild-typee ilred mutant(S286N)complessattonun intermedio
ad alta energiap -Q-[N-(deidroluciferil}sulfamoil] adenosina(DLSA)analogoal compksso
LuciferitAMP (Figura 12) Il red mutant (S286N)possiede ua catenadi Asparaginan
posizione 286, a differenza del wilgbe, che nella stessaosizione presentana catenache
contiene Serina.Confrontandole strutture ottenute con DLSAon quelle de# luciferasi
complessae con AMP e ossiluciferina, reali prodotti di reaziong si osservanodei

cambiamenti conformaziaali solamenteperf Q Sy I Atype e nbripdr iRed mutant(13).

12



pesisunnel

5’-0-[N-(dehydroluciferyl)-sulfamoyl]adenosine (DLSA)

Figural2: Struttura del DLSA, intermedio analogo del complesso LugiféFl

La struttura cristallina della luciferasi wiigpe complessata con DLSAresenta la
caratteristica divisione nei due domini-terminale e @Germinale Le conformazioni delle
frazioni deidroluciferina e sulfaniadenosina nel complesscon DLSA sono molto simili
rispettivamente a quelle dell'ossiluciferina e dellAMP nedmplesso AMP/ossiluciferina
questa evidenza ggerisce che l'analogo intermediacon DLSAmima in modo piuttosto
efficiente ossiluciferina e AMRConsiderandajuindi le strutture cella luciferasivild-type nei
compless con MgATP (reagente), DLSA (intexdo ad alta energia) e AMP/ossiluciferina
(prodotti), si nota comde strutture della luciferasi legate ai reagenti e ai prodotti siano simili
mentre si osservanodifferenze significative nella struttura del complesson DLSA |
complessicon reagenti eprodotti possiedono un sito attivo in forma aperta, poiché il
substrato € meno impacchettatispetto al complesso con DLSWoltre, il filamentoi 12 del
complessaconDLSA molto piu vicino al sito di legame della luciferina rispetto alle atre
strutture e, piu n particolarejl @ dell'lsoleucindle 288si trovapiu vicino aDLSA e la catena
laterale dellle 288 e ruotata di 132 (Figira 13a) Questo movimento coindge la catena
laterale cklla Seina, Ser286, che normalmente® legas alla catenadS fAdid® glutammico,
Glu 313 nei complessi duciferastAMP ossiluciferinamentrenel complesseonDLSA forma
nuovi legamia idrogeno conla Tirosing Tyr 257 e f Q! a LJ- Addk ZBAaftriavErso una
molecola d'acqua (Wat 2). Questo cambiamento conformazionale &€ accompagnato anche da
una leggeraotazione della catena lateraleetla FenilalaninaPhe 249 verso DLSA. Questi
spostamentisi traducono in una "forma ahsa" del sito attivopvverouna struttura in cui

I'anello benzotiazolico di DLSA é strettamente inserito in una tasca idcafd3).

Pertanto, I'enzima wildype pud cambiae la sua conformazione duranteprocessaataltico
creando un microambienteestremamente idrofobgforma chiusa)per lo stato eccitato di

ossiluciferina dato dal movimento transitorio delle catene laterali dell'lle 2§81 & ¥ 2 NX |
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F LISNIFé¢ RSt aAdGz2 FGGAG2 NYLIWNBaSyidal fF &G NYz
statoF 2y RIF YSYy G ST aixl LINAYF OKS R2LJ¥ fI NBFT A2
F2NXI FGGADGE RSEEQSYTAYlF Rdz2NI yiS Af O2NmR2 R
AOAT dzLILI f QAY &S NIOKBA 2 SAdzO0 X NG MEtHC ladBRoSIBoNR y | | f
chiusa della catena laterafa avvenire la reazione in condizioni non polari e in un ambiente

rigido, favoendodzy I LISNRAGF YAYAYE RA Sy SNBérde(1RINA YI R

Figural3: a) Sovrapposizione tle strutture deicomplessiliciferas{WT)-DLSA (verde) eciferas{WT)-AMP/ossiluciferina
(bianco). b) Sovrapposizione delle strutture dei complasgetas{S286NDLSA (rosa) e LiferasiWT)AMP/ossiluciferina
(bianco). Le interaani polari sono mostrateome linee tratteggiate.

Il motivo per cui, al contrario, il complesso Luciferina(S28&RN){ ! y 2y FFR20G4GI ¢
OKAdzal ¢ RSt aArd2 FGuAg2 aSYONr SaasSNBE R2@dzi?2
legamiaidrogeno®f dz oMo S R dzyl Y2fSO2ftl RQI Oljdza 62
S O02aiUNRYy3ISYR2 QSyIl AYLl (Figurd13)il Sty &tiMdS quihdi, & F 2 N.
NAYIFYS yStftlF F2NXYI FLSNIIF RdzNYyGS Gdzidal I
LISNRAGIE AAIYAFAOFGAGE RA dzylb LI NIS RStEfQSySH
dzy NAfFaalYSyGd2 GSNXYAO2 OKS Ay ljdzSaidz2 asSoz2y
bassa energiaQuestaipotesi collegaquindila modulazione del coloralla dimensione della

tasca proteica della luciferasi ed alla quantita di energia che questa puo rilasciare durante il
rilassamento dello stato eccitatona forma non rilassata emette luce giallerde, mentren

seguito arilassamentastrutturale emette luce rossq13).

Ulteriori studi per confermare questa ipotessono stat eseguit preparando duemutanti
1288V e 1288/costituiti da sostituenti amminoacididspettivamenteda ValingVal) e Alanina

(Ald) in posizione 288 analizzandte differenze nei loro spettri di emission288V e 1288A

14



emettono lucerispettivamente nella banda arancione e rosdagura 143)con leggeri
spostamenti dovuti alleiversedimensioni e idrofobicita delleatena lateralericonfermando
il ruolo fondamg/ G I £ S RA reliz$dotatia delka Yite osservakastatoinoltre

osservatocome a differenza degli altri] mutante 1288V presenti due picctli emissione,
anzichéuno, a560 nm ea613 nm(Figura 14h)Questadimostra S & A &@iduesftalt éccitati
a diversa energiaino ad energia piu elevatedhe emette luce giallwerde, a 560nm, e uno ad
energia inferiore che emette luce rossa613 nmQuesto indica chgli stati eccitatrilassano
da un livello di energia superiore ad uno conemrga inferiore quando il residuo
amminoacidico nella posizione 2@8ssa ddle a Val ad AlaQuesha evidenzandicaquindi

chela colorazione varia daialloverde d rossoin base alh progressiva diminuziondelle

dimensioni edS fidfof@bicitadellacatena lateralg13).

a Wild 1288V 1288A S5286N

o
o

Relative intensity

o
~
T

0.2

0 1 1 1 N
450 500 550 600 650 700 750

Wavelength (nm)

Figura 14 Colore della bioluminescenza del witde e delle tre forme mutan{l288V, 1288A e S286N) di luciferagi
Fotografie di bioluminescenza mediante una reazione catalizzata da luciferasi. b) Spettri di emissjoatrdeipi di
luciferasi appartenenti a Luciola Cruciata.

In conclusioneguindi nonesiste un unico modello papiegaref Q2 NAIAy S RSt f I Y
del colore nella bioluminescenza delle lucciole, ma sstate avanzagé sei diverse ipotesi

contrastant circa lastrutturadella molecolaNB a L2 y 4l 60 Af S RSt t QSYAaaA2y
quali vede coinvoltof QI y A 2 Vv Selld f&yi2chdtodi@{Figurals). Il motivo per cui Si
O2yAARSNI fQlFyA2yS & R2@dzi2 ifaé @renetitre MK & £ |

15



in tutte le condizioni, sia allo stato eccitatbe inquello fondamentale. Tuttavia, non essendo
23aSNDFGF tQSYAaaAz2yS ofdz ySt &AAA0Sneripud A2t 23

trovarsinella forma neutrama in quella ionizzata.

HO s N o] HO s N OH HO s N o
UL — U0 — LT

keto-OxyLH, enol-OxyLH, enolate-OxyLH"

0. sN N_° ) sTl N O 0, sN N O
LT — U0 — L=<
N S N S
phenolate-keto-OxyLH" phenolate-enol-OxyLH" OxyL?®

Figural5: Possibili strutture chimiche di legame dell'ossiluciferina QxyLH & & N3zl ( dzNJ A

SYyaAaAFTAOLGl O2
§ tQlyAaA2yS FSyz2tl (2 yStt14F2NYI K

()R S22y A0S Ay
Molti fattori, fra cui pH, polarita del microambiente, presenza di specie ioniche nella cavita,

ecc, possonoinfluire, anche collettivamente, sulla struttura che assumér&omposto

durante Q S Y A & BuktrgpgoSyli studiriportati fino ad oggtrascuranai contributi sterici ed
elettrostatici della proteinae il trasferimento di caricache devono essere approfonditi per
descrivere piu accuratamente il fenomerf®onodue i principali risultati ottenuti dagli studi

pubblicat finora in primo lwgo, il fenomeno multicolore della bioluminescenza é correlato
LINAYOALI € YSYGS et LREFENARTTFTA2YSE RSNAOGI vy
OxyLH; in secondo luogo, la dimensione della cavita della luciferasi non influisce abbastanza

sdzf &adzoa NI G2 RSEfQ2aaAifdzOAFTSNAY | LI®NI LI2 0 SNJ ¢
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7. APPLICAZIONI TECNOLOGICHE

| saggi basati sulla bioluminesceBza Yilfinfo HHe@ennio,sono stati sfruttaticome strumenti

atti al monitoraggidR S f t Q S & Lt alaldcaizz&xior# 8i proteirede loro interazioni

al rilevamento diinfeziongf Y2y A G 2N} 33A2 RStfl Y2NIS OSft t dz
tumorale e delle metastasj per svilupparesaggi genici reporter evolgere screening
farmacologic | principali vantaggi delle tecniche basate sulla bioluminescenzalegab a

rumore di fondo molto bas® nei sistemi biologici, versatilita, non invasivita, riproducibilita,

alta velocita alta sensibilitafacilita di esecuzione del saggic@si limitati (2).

Learee di interess@rincipali sonda quantificazione dalcunianalitidella reazione luminosa,
O02YS fQOdzi Xt Bl lic2om&Brorte@ehigoth studi di biologia molecolare e
biomanaging3).

7.1 Quantificazioneeglianaliti

Il primo risultato utiledal punto di vista tecnologicdstatof QA a2t I YSy G2 S I Lz
luciferasi appartenenti a diverse specigelle quali attualmentesono infatti disponibili kit
commerciali.ll principale analitache viene gantificato d f f I f dzOA FeSshiddaa A §  f
f QA yallnjhdsaprodotta dalla reazione principaleroporzionale alla concentraziord

j dzS & G Qudat gliaktificdzione di ATP & inoltre una procedassenzialenellihdustria

alimentare, come indicatore di contamiz#one batterica.Viene infatti utilizzatoper la
determinazione della carica microbiotica sulle superfici a contatto con gli alingsitbene

questa tecnologia non possa ancora sostituire le tecniche tradizj@nalirivelata utile per il
monitoraggio m tempo reale della pulizidi tali superficimediante la decarbossilazione
23aARIFGAQGE RSt € f dzQa GuaNA df luce dméssd MeReamsyrdtada RS f

un luminometroed € dipendente dalla contaminazione superficidlg).

7.2 Reportergenico

Il progres® recente dellabiologia molecolare haermesso il clonaggio e il sequenziamento
dei genidelle luciferasiche possono essere quindi utilizzatin successo comgtrument
analitid. E stataquindi sviluppataquestanuova applicaione per le luciferasi come reporter
genicj ovverogeni che producono un segnale misurabile in base a determinate condszioni

AAAAA

riportano il modello R Sdsfire@sione genica f QF G GAGAGE RSA NBOS(HG?2
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RSOQSaasSNE AyaNRBZIO2NBEYRAYASWREAARSNI G2 LIS
espressionecome un plasmide. £ f QA Yy 1 SNy 2 RSt flucvieBeStfadottiainl NB  LJ2
proteina luciferasi funzionalén seguitof a@giunaidiD-LHe ATPMgZ L2 NI I | R dzy QS YA
luminosa che viene registrata mediante il luminomet@uesta tecnica viene utilizzata per
identificare le sequenze regolatorie o le regioni promotrici nel genoma e nello scredining

farmaci(3).

7.3 Imagingbioluminescente

[ QA Yybidukniiescente BL§ dzy' I G SOy A Ol o6 al G lomé mdgiofte dzi A f A
genica Questa tecnica sfrutta il @canismo bioluminescenfeerf QI y I f A & A ddly G SY LJ;
sviluppo di una malattia a livello molecolaiey 2 Yy A G2 N> 33A2 S I LINR INE:
negli organismi viventiParticolare importanzéas y St f QI Y6 A (irRvivadRcSriet I 0 A 2
applicazione in laboratorio su animali piccola tagliaLa mancanza di bioluminescenza
intrinsecanei tessuti dei W YYA FSNRA NBYRS € QAYF3IAY I nary2 aadh
invasivo e convenientedal punto di vista economicd.a sensibilita di rilevamento delle

sorgenti luminose interne dipendia diversi fattori il livello di espressione della luciferasi, la
profondita delle cellulemarcate,per la distanza che devono percorrere i fotoni attraverso i

tessuti ela sensibilita del sistema stesso di rilevamefit§). Il BLIacquisisc&eome emissione
luminosadzy’ I f dzy 3 KST T I RQ2YyRI RA OAaNadravergo diversiy ¥ 2
centimetri di tessuto. Pertanto, & possibile rilevare la luce emessa dagli organi dhiteicgoli

animali che esprimono la luciferasi come reportes.strumento utilizzato peguesta tecnica

e un dispositivo ad accoppiamento di (CCDCharge Coupled Dev)cehe riesce a

catturare la luce emessa dalla luciferina in modo non invastemvertendo i fotoni in

elettroni. La/ / 5 ONXBI dzy QAYYF3IAYS | O2f2NAX AYy oI 3
A2ONI LILI2&adGF R dzyl F20G23NX FAlL RA NAFSNAYSy:
chiara ericonoscibilda posizione e la massa delle cellule marcate con la lucif@igsira 16)

(16).
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Tumor cells transfected] ——— | Xenograft and transgenic| —— |in vitro and/or in vivo | —— Pse udo-color imqge
with luciferase gene mouse models imaging systems and data analysis

Figural6:{ OKSYIl RSt t QAYlI 3IAy3d o6A2fdzyYAySadsSyids

| fotoni prodotti nella reazione tra luciferina, ATP e2Wgengono sia dispersi che assorbiti

RdzNI yiGS € QFGGNF OSNEI YSYy(2 RSA (SaadzirtaSzI Ay
viene in gran parte assorbita (luce MUSNRS U0 X YSYy (i NS f dzOS O2y f dzy:
(luce rossa)attraversa i tessutd [ QSY23f 20AY Il X AYyFILOGAZ &
RStfQFraaz2NbAYSyi(i2 RA fdz0S ySt O»dliwerde dsllo & a2 N
spettro, respingendo invece la regione del roertanto, la luce rossa puo essere trasmessa

in profondita attraverso diversi centimetri di tessuto ed essetemunquerilevata piu

facilmente rispetto alla luce blwerde E inoltre, importante considerarele condizioni
ambientaliRdzNJ yGS I &aStSTA2ySs €S Jjdza tA LE2NIIYy?2
Questo rappresenta un problema nei test che utilizzano la luciferasi come reporter, ma puo
essere superato sfruttando sisterdualreporter, ovvero sistemi in cui, oltre al reporter
principale, viene utilizzato anche un secondo reporter di contr@ém emissione di colore

diversq per migliorare la qualita del segnale e distinguere il segnale principale dalle
interferenze. Nel caso dei sistemi duwaporter € piu utile la luciferasi che emette nella
NEIA2yS RA fdz0S NR&aalx aiAl LISNI fQF LILX AOFT A2
RSt f QF aaz2NDb @¥Rsit@oltr&utto sigdifidosdia la scefa delle luciferasi pil

F LILINR LINR F GS | ff Qdza 2 vy Sdldciferingutiizzatgra culD-ludférigat dzY A y S
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e aminoluciferina,possono produrre luminescenza quando reagiscono opportune

molecole seguendo una proceduradue stad: inizialmente i substrati vengono scissi da

specifici enzimi 0 molecole bioattive; in seguito, la luciferina viene ossidata dalla luciferasi per
SYSGGSNB f dz0Ss aS02yR2 fI NBITA2YS LINAYOALJ f
quantita di luciferindRA & LI2 Y A0 At S S ljdAYRA £t QFOGABAGLE R
lff2 &a02L1 RA Y2YAU2NINB f QFYyRFEFYSyd2 RA GF S

opportune,che rilasciano luciferina in presenza di enzimi specgfnettendoluce.(17).

7.3.1 Pro e contro dgbrocessaliimaging bioluminescente

Il BLI non richiede una sorgente luminosa di eccitazianei viene eseguitm condizioni di
oscuritd assoluta garantendof QI & & Sryfore di FoRdo, dovuta alla mancanza di
egpressione della luciferasi gaarte dei modelli cellulare animali analizi. Si tratta di una
tecnica semplice da eseguire e consente il monitoraglyicante tutto il decorso della
malattia, senza causare danngt animali da laboratorio. E possibilguindi, svolgere pitl
misure nello stesso animaleducendo al minimo gli effetti della variazione biologitattavig
anche il BLbpresenta diverssvartaggE. ¥ NI OdzA f Q hudfé&iyaltetnati® alla & dzo & i
luciferinaef QI Y A y 2 & itlmdripdFdsdiidezzamento relativamente breve di saibstrati
inadatto quindi ad approcci che richiedono lunghi tempi di integrazibmatre, poiché la
reazione tra luciferina e luciferasi richiede malvfattori, come ATP e Mg questo metodo

si limitaancoral t f Q IldiyélldleAidgdgnerizzate di piccoli animali mentre il possibile
impiego negliesseri umanrimane ancora una prospettiva a lungermine (17). Un dtro
svantaggice la possibile attenuazione della luce visibile prodotta dalla lucifénesgguito ad
as®rbimento o diffusionalella luce da parte dei tessuti dei mammifeame regola generale,

per ogni centimetro di profondita del tessuto si verifica una perdita di intensita fotonica pari
a circadiecivolte. Pertanto, nonostante il BLI rappresenti una tecnica poteamtenica, le
analisi con questtecnicasono ancora in vidi sviluppoe devonoquindiessere affrontate con

cautela(16).

Il BLI é stato utilizzatsu piccoli animalanche nella ricercaul cancrg per tracciare le
metastasie misurare il carico tumorale utilizzando delle cellule tumorali specifuie

esprinono la luciferas Questo tipo di analische presenta unaensibilitapiuttosto elevata,
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si e rivelato utileper compremlere la patogenesi delle metastaisi viva La bioluminescenza

misuratae, infatti, proporzionale al numero di metastasivenute(16).

7.4 Tecniche imaging

Oltre al BLI, altri metodi non invasivi di imaging sono la risonanza magnetica (MRI), la
tomografia amissione di positroni (PET), la tomografia computerizzata a emissione di fotone
aay3azt 2 6{t 9/ ¢ lescéhzaf(FRY7Y. Ladrisofiahza Imagheticaz2VR1) & una
G§SOYAOl OKS aFNMHzidl fQAYIFIAAYy3A o0A2fdzyYAySaoSyl
identificare lesioni interne difficilmente determinabili con altri metodi. Viene spesso utilizzata

per la valtiazione di malattie epatiche. | vantaggi della risonanza magnetica si basano sulla
produzione di immagini ad altqualita> & dzf f I @St 20AGt 3 a&adz f QF OO0d.
sviluppo di nuovi agenti di contrasto specifit8), La tomografia ad emissiordi positroni

(PET) e una tecnica diagnostica di medicina che produce delle stime quantitative della

O2y OSYUNITA2YS FIENYIFO2f23A0F Ay Llzy(X9.aLISOAT
La tomografia computerizzata a emissione di fotone singoPET viene utilizzaa per

applicazioni diagnostiche nanvasive principali vantaggi della SPECT sono rappresentati da

una migliore correzione dell'attenuazione, da una maggiore specificita e da una
rappresentazione accurata della localizzazione debdattia e del possibile coinvolgimento

dei tessuti adiacent(20). [ QA Yl 3Ay 3 | Ff dz2NBaOSylrilevaeiC[ L0 §
processbiologiciche avvengond y SaaSNA GAGSyGA INITAS Ff ad:
Utilizza una sorgente tinosa di eccitazione e non puo essere utilizzato nei tessuti piu

profondi perché rischia di causare danni cellular) (

7.5 Vibrio fischeri bioluminescence inhibition assay

Il saggio di inibizion¥ibrio Fischeri Bioluminescence Inhibition As8&4yBIAé un tipo di test

per la valutazione della tossicita utilizzager diverse classi di inquinaniiiprincipio alla base

di tale testée la correlaziondra la tossicita della sostanza analizzatacambiamentinella

cinetica d unareazione biolummescente n conseguentaliminuzione @llaluce emessa

Vibrio fischerié un batterio presente in ambienti marithe emette luminescenzaer
mimetizzarsi o attirare predePossiede due substrapier la reazione luminescenteina
luciferinaedzy” QI t RafehalRi®a lla luciferina viene ridottattraversoQ | 1 Er2igidica

della luciferase reed A 4 OS LI2A O2y f Q2aaA3Sy2 Li®&NdsuaNP R dzND
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voltaz aaA Rl f QF f RSARS yD&lfpio@$s®di iRrtha ddchubBunpldsid y R S v
comprendente la luciferasi che decompone lentamente emettendo luce-\dtde. Se
YyStfQFrYoASY:dS RA NBFIT A2y S aziyRf AMNBASFHK G I WK
luminescenza prodotta diminuisée proporzione al livello di tossicit&i tratta di un metodo

circa 13 volte piu sensibile dei test tradiziongkr la valutazione tossicologisagli animali

Il testVFBIAuo essere utiliz#to per testare la tossicita di antibiotici e agenti antiteatci, di

inquinanti atmosferici, di fungicidi, erbicidi, insetticidi e pesticidi, di acque reBaarichi

industrialie molte altre sostanzePresentainoltre, vantaggiche lo rendono un metodo di
screeningmolto piu efficienterispetto a altri, fra cuiil basso costo éa velocita di analisia

Tl OAt AltL vy Sditabilitaelaliproddeibilith Sivisigue,tuttavia, anche una serie

di limitazionilegate aVFBIQ 2 YS f I YAY2NB STFAOASY himichg St f QI y
tra cui gli antibioticii test della durata di 30 minutisultano inefficienti, ma al contempo

f QSalLk2aAril A2y S(irka 5fodzyomportaliubaNdotavgl& tossicita nei confronti

RSt f QaoNEbbefdVEBIA sigensibié rispetto ai test biologici tradizionalpresentaa

volte degli aspettinegativi in alcuni casiinfatti, il test non e sufficientementesensibié per

rilevare b sostanza nocivaanche se questa e presente nella massima concentrazione
consentita.Si trattadi una tecnicall dz{i lo@yRtteXi studio, che necessitamiglioramenti

in termini diversatilitaper raggiungere livelddeguatidi automazione e campionatuf@l).
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8. CONCLUSIONI

Sebbenal meccanismalellabioluminesenzadelle lucciolesia stato descritton letteratura

in modo dettagliatamegli ultimi decennialcuni aspetti rimangono ancora poco chiari, a causa

della complessita notevole del proces3attavia, € chiaro chérneccanismo bioluminescente

si basa sudue principali componenti deprocesso luciferasi e luciferinarispettivamente

f QSYyT AYLl LINS&aSyidS yStftQ2NHIFIyAayY2 RSttS fdz00
Affinchéa A GSNAFAOKA Af TFSy2YSy gonoRmécessamsherdtsi 3 A 2y S
composti,fra cui ATP, PPi e Ktgi quali si combinano con la luciferasi in wseguenza di

passaggi successiMondi minore importanzaono le reazioni secondarahe coirvolgono il

coenzima A el meccanismple qualideterminanof ir@ensitadS ferhigdione di luce

[ Q2NRAIAYS OKAYAOI RSt f dnos@iitei hudedfdsistBch speBiyidntali Y dzf
oFalraGAa &dzZ 1 LINRPRdzZ A2yS S &dz £t QI LILX AOIT A2y S
compresa chiaramente. Ogipotesi, infatti, rappresentaattualmente una semplificazione
SO0SaaArgdr RSt FTSy2YSy2 NBIfS SR 23yA LAOO2f |
GENAFT A2y A GNRBLILXR 3INFYRA RSEtS LINPLINARSGtL RS
ipotesi largamentecondivisa, supportata anche attraverso il confronto tra la fluorescenza
RStfQSYSUGAG2NSE S 1+ o0A2fdzyAySaoSyi | RSt f
RSttt QSYAaaAzyS RA fdz0S airl t2 A2yS TFi&yseftl G2
credeva inizialmente, sulla base di risultati sperimentali raccolti in diversi sqlaeiniersi pH

e di studi teorici, che la forma enoliéanolato-enolo-OxyLH, fosse responsabile del colore
RStftQSYAaaarzyS RA Tt dzechBwd Spgrimentali gern@ton® di NB O &
02y Of dZRSNBE OKS f QSYSOGAG2NE aAial f2 adlradz SOO
fenolato. Lo studio dellauciola Cruciatha fornito numerose informazioni cir¢anatura del

arli2 RA f StdreYeSha pelnedsdds colcliidere che la variazione di colore sia
R2@dzi Ay LI NIS FffQF LISNI dzNI kK OK A dza dzRI f R RALff IS
228. Inoltre, devono essere considerati nel meccanismo anplsdibililegami a idrogeno
conleY2f SO2f Scirde€dntd|lj d2lKS L2 aaz2y2 NARAAUGNAOGdzA NB
ossiluciferina durante la transizione d#ato eccitato a stato fondamentale. Studi recenti
permettono di concludere quindi che la luce viene emessa dalla formaytet®0 I RSt t QF y )
FSyz2tl 42 S OKS Af 02t 2NBF RALISYRS RIFffl LJ
Sa0f dzaA @l YSY (S RidetoRPRAR@EYdeH 1 A2y S RSt f
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Infine, le tecniche di imaging molecolare rappresentano un progregstenzialmente
rivoluzionario ndb studio dele relazioni strutturali e funzionali in biologiln particolare, il
BLJ| che permettedi tracciare le cellule che emettono luce in piccoli animali da laborgtoaio

gettato le basi per lo sviluppo dna vasta gamma di applicaziemiambitobiomedi® (16).

24






