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Synteza bioluminogenych substrat6w Iucyferaz Grnrfietlika i NanoLuc@ oraz
wal*dncia ich mdpormiedzi na amaXity xaamga*ov\rane w hom'leostazq nedoks.

Bioluminescencja to zjawisko polegaj4ce na emisji Swiatla w wyniku utlenienia

czqsteczki lucyferyny przez odpowiadajacy jej enzym lucyferazq. Metoda ta ma

kluczowe znaczenie w badaniach biologicznych ze wzglqdu na wysokq czulo56,

nieinwazyjnoS6 i mozliwoSi monitorowania w czasie rzeczywistym. Jednym z
zastosowa6 bioluminescencji jest wykrywanie analit6w zaanga2owanych w

procesy fizjologiczne i patologiczne za pomocE sond opartych na reakcji

chemicznej z analitem (tzw. activity-based probes). Takie sondy

bioluminescencyjne projektuje siq, aby wykrywaty okre6lone anality poprzez

maskowanie grup funkcyjnych lucyferyny za pomocE odpowiednich grup

ochronnych o aktywno5ci ukierunkowanej na analit, co zapobiega jej reakcji z

lucyferazE. Po napotkaniu docelowego analitu grupa maskujEca zostaje

chemicznie usuniqta, uwalniajEc lucyferytre, kt6ra moze nastqpnie reagowa6 z

lucyferazq generujqc fotony. Umo2liwia to ilo6ciowe okre6lenie obecno6ci i

aktywno6ci analitu na podstawie emitowanego Swiatta.

Wiele chor6b obejmuje zlo2one interakcje pomiqdzy wieloma analitami.

Zrozumienie tych interakcji moze przyczynii siq do opracowania skuteczniejszych

metod terapeutycznych. Wymaga to jednoczesnego monitorowania wielu

analit6w, jednak podej6cie to byto rzadko eksplorowane w przypadku sond

bioluminescencyjnych. Jest to mo2liwe poprzez zastosowanie dw6ch oddzielnych

sond jednoanalitowych, najlepiej z tym samym systemem lucyferazy, aby uniknE6

konieczno6ci wprowadzania dw6ch enzym6w do ukladu. Strategia ,,rozszczepionej

lucyferyny" (tzw. split luciferin) jest dobrze dopasowana do tego celu, poniewa2

dwie oddzielne polowy mogA byi niezaleznie maskowane i po aktywacji ulegaj4

bio-ortogonalnej reakcji w fizjologicznym pH, tworzqc aktywnq D-lucyferyne.

Innym sposobem jednoczesnego monitorowania analit6w jest zastosowanie tzw.

bioluminescencyjnych sond dwuanalitowych, z kt6rych kazda zawiera dwie grupy

reagujqce na analit. Eliminuje to wyzwania zwiEzane z u2yciem dw6ch sond

jednoanalitowych, kt6re sE szczeg6lnie skomplikowane z powodu r62nic w ich

farmakokinetyce i kolokalizacji, co komplikuje interpretacjq sygnalu. Niemniej

jednak, do tej pory opublikowano bardzo niewiele takich sond

biolu m i nescencyjnych.
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Celem mojej pracy byla synteza ischarakteryzowanie sond biolu m inescencyj nych

z zamiarem rozszerzenia palety narzedzi biolu minescencyjnych do jednoczesnego

wykrywania wielu analit6w. Gt6wne struktury wykorzystane w tym badaniu oparte

sq na lucyferynle 6wietlika i furimazynie, substracie dla malej lucyferazy

NanoLuc@. NanoLuc@ posiada takie zalety jak, jaSniejsza luminescencja.

mniejszy rozmiar i wiQksza stabilnoSd w por6wnaniu do tradycyjnych lucyferaz, a
takze nie wymaga kofaktor6w takich jak ATP czy Mg2+, kt6re sq potrzebne dla

lucyferazy Swietlika (ang. firefly luciferase). Niniejsza praca skupia sie na analitach

zwiEzanych z homeostazq redoks, w szczeg6lnoScl 2elazie, gamma-

glutamylotra nsfe razie (GGT) i nitroreduktazie (NTR), poniewaz znaczenie ich

wzajemnego oddzialywania w chorobach takich jak nowotwory jest kluczowe i

wciE2 nie w pelni zrozumiane.

W pierwszym etapie badai opracowano sonde kompatybilnq ze strategia

rozszczepionej lucyferyny do wykrywania jon6w 2elaza(Il). Sonda ta wykazywala

odpowied2 w testach in vitro iw lizatach kom6rkowych. Mimo, 2e oczekiwana

odpowied2 byla obserwowana w badaniach na 2ywych kom6rkach, niska

intensywno5i i wysoka zlo2onoii odpowiedzi stanowily wyzwanie w wiarygodnej

interpretacji wynik6w. Dalsze badania ujawnily, 2e niektdre jony metali. w tym

Fe(II), majA zdolno3i do biologicznego inhibowania lucyferaz, ptzy czym

lucyferaza Swietlika jest szczeg6lnie podatna na te inhibicje. Zatem omawiane

badania przyczynily siq do zrozumienia wyzwai zwiazanych z wiarygodnym

wykorzystaniem strategii rozszczepionej lucyferyny w rzeczywistym wykrywaniu

analit6w w biologii i dostarczyla narzqdzi do zapewnienia ich solidnej walidacji.

NastQpnie opracowano trzy r62ne sondy reagujqce na nitroreduktaze (NTR),

kompatybilne zar6wno z systemem rozszczepionej lucyferyny, jak i Nanoluc@. W

szczeg6lno6ci opracowano dwa warianty oparte na 2-cyjano-6-

hyd roksybenzotiazolu i D-cysteinie. Nowa sonda na bazie D-cysteiny wykazala

znaczacA aktywnosd in vitro, co zostalo potwierdzone w spektroskopowych

badaniach kinetycznych jak iz wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii

cieczowej (HPLC). Dodatkowo, stworzono pierwszE bioluminescencyjnq sondq

opart4 na furimazynie, kt6ra umo2liwia potencjalnie bardziej wiarygodne

wykrywanie NTR, wykorzystujAc niezale2nq od kofaktora funkcjonalno56
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lucyferazy Nanoluc@. Sonda ta r6wniez wykazala znacznEodpowied2 nawet przy

niskich stq2eniach NTR.

Finalnie zsyntetyzowano sondq dwuanalitow4 opartE na szkielecie

aminolucyferyny, kt6ra byta zdolna do wykrywania jednoczesnej obecno5ci

nitroreduktazy (NTR) i gamma-glutamylotransferazy (GGT). Potwierdzito to

mozliwo66 wykorzystania pojedynczej sondy molekularnej do jednoczesnego

monitorowania wielu analit6w. Dodatkowo opracowano wariant D-lucyferyny tej

sondy dwuanalitowej, zawierajqcy motyw responsywny na dwa anality - NTR i

GGT, jako zwiqzek po5redni, kt6ry moze byi sprzqlony z innymi fluoroforami lub

bioluminoforami. Te wyniki poszerzajE dostqpny zestaw narzqdzi molekularnych z

grupy wieloa na I itowych sond biolu m inescencyj nych.

Podsumowujqc, niniejsza praca doktorska przedstawia osiqgniqcia i postqp w

dziedzinie sond bioluminescencyjnych, generujqc nowe narzqdzia do

jednoczesnego badania wielu analit6w w systemach biologicznych oraz rzucajqc

Swiatto na zalety i ograniczenia r6znych konstrukcji sond. Opracowane sondy

dostarczajq istotnych informacji dla przyszlego wiarygodnego wykorzystania

takich narzqdzi w zastosowaniach kom6rkowych i in vivo, co jest kluczowe dla

zrozumienia przyczyn i przebiegu chor6b i ostatecznie opracowania

skuteczniejszych metod terapii.


