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Synteza bioluminogenych substratow lucyferaz swietlika i NanoLuc® oraz

walidacja ich odpowiedzi na anality zaangazowane w homeostaze redoks.

Bioluminescencja to zjawisko polegajace na emisji $wiatta w wyniku utlenienia
czasteczki lucyferyny przez odpowiadajacy jej enzym lucyferaze. Metoda ta ma
kluczowe znaczenie w badaniach biologicznych ze wzgledu na wysoka czuto$é,
nieinwazyjnos¢ i mozliwo$s¢ monitorowania w czasie rzeczywistym. Jednym z
zastosowan bioluminescencji jest wykrywanie analitéw zaangazowanych w
procesy fizjologiczne i patologiczne za pomoca sond opartych na reakcji
chemicznej z analitem (tzw. activity-based probes). Takie sondy
bioluminescencyjne projektuje sie, aby wykrywaty okreslone anality poprzez
maskowanie grup funkcyjnych lucyferyny za pomocg odpowiednich grup
ochronnych o aktywnosci ukierunkowanej na analit, co zapobiega jej reakcji z
lucyferaza. Po napotkaniu docelowego analitu grupa maskujaca zostaje
chemicznie usunieta, uwalniajac lucyferyne, ktéra moze nastepnie reagowac z
lucyferazg generujgc fotony. Umozliwia to ilosciowe okreslenie obecnosci i

aktywnosci analitu na podstawie emitowanego Swiatfa.

Wiele choréb obejmuje ziozone interakcje pomiedzy wieloma analitami.
Zrozumienie tych interakcji moze przyczyni¢ sie do opracowania skuteczniejszych
metod terapeutycznych. Wymaga to jednoczesnego monitorowania wielu
analitéw, jednak podejscie to byto rzadko eksplorowane w przypadku sond
bioluminescencyjnych. Jest to mozliwe poprzez zastosowanie dwdch oddzielnych
sond jednoanalitowych, najlepiej z tym samym systemem lucyferazy, aby unikna¢
koniecznosci wprowadzania dwdch enzymoéw do uktadu. Strategia ,rozszczepionej
lucyferyny” (tzw. split luciferin) jest dobrze dopasowana do tego celu, poniewaz
dwie oddzielne potowy moga by¢ niezaleznie maskowane i po aktywacji ulegajgq
bio-ortogonalnej reakcji w fizjologicznym pH, tworzac aktywng D-lucyferyne.
Innym sposobem jednoczesnego monitorowania analitow jest zastosowanie tzw.
bioluminescencyjnych sond dwuanalitowych, z ktérych kazda zawiera dwie grupy
reagujace na analit. Eliminuje to wyzwania zwigzane z uzyciem dwdch sond
jednoanalitowych, ktére sg szczegodlnie skomplikowane z powodu réznic w ich
farmakokinetyce i kolokalizacji, co komplikuje interpretacje sygnatu. Niemniej
jednak, do tej pory opublikowano bardzo niewiele takich sond

bioluminescencyjnych.
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Celem mojej pracy byta synteza i scharakteryzowanie sond bioluminescencyjnych
z zamiarem rozszerzenia palety narzedzi bioluminescencyjnych do jednoczesnego
wykrywania wielu analitéw. Gtéwne struktury wykorzystane w tym badaniu oparte
sq na lucyferynie swietlika i furimazynie, substracie dla matej lucyferazy
NanolLuc®. NanoLuc® posiada takie zalety jak, jasniejsza Iuminescencija,
mniejszy rozmiar i wieksza stabilnos¢ w poréwnaniu do tradycyjnych lucyferaz, a
takze nie wymaga kofaktoréw takich jak ATP czy Mg?*, ktére sa potrzebne dla
lucyferazy Swietlika (ang. firefly luciferase). Niniejsza praca skupia sie na analitach
zwigzanych z homeostaza redoks, w szczegdlnosci zelazie, gamma-
glutamylotransferazie (GGT) i nitroreduktazie (NTR), poniewaz znaczenie ich
wzajemnego oddziatywania w chorobach takich jak nowotwory jest kluczowe i

wcigz nie w petni zrozumiane.

W pierwszym etapie badan opracowano sonde kompatybilng ze strategig
rozszczepionej lucyferyny do wykrywania jonéw zelaza(Il). Sonda ta wykazywata
odpowiedz w testach in vitro i w lizatach komérkowych. Mimo, ze oczekiwana
odpowiedz byta obserwowana w badaniach na zywych komérkach, niska
intensywnosc i wysoka ztozono$¢ odpowiedzi stanowity wyzwanie w wiarygodnej
interpretacji wynikdw. Dalsze badania ujawnity, ze niektdre jony metali, w tym
Fe(II), maja zdolnos¢ do biologicznego inhibowania lucyferaz, przy czym
lucyferaza swietlika jest szczegdlnie podatna na te inhibicje. Zatem omawiane
badania przyczynity sie do zrozumienia wyzwan zwigzanych z wiarygodnym
wykorzystaniem strategii rozszczepionej lucyferyny w rzeczywistym wykrywaniu

analitow w biologii i dostarczyta narzedzi do zapewnienia ich solidnej walidacji.

Nastepnie opracowano trzy rézne sondy reagujace na nitroreduktaze (NTR),
kompatybilne zaréwno z systemem rozszczepionej lucyferyny, jak i NanoLuc®. W
szczegdlnosci opracowano dwa warianty oparte na 2-cyjano-6-
hydroksybenzotiazolu i D-cysteinie. Nowa sonda na bazie D-cysteiny wykazata
znaczacq aktywnosé in vitro, co zostato potwierdzone w spektroskopowych
badaniach kinetycznych jak i z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Dodatkowo, stworzono pierwsza bioluminescencyjng sonde
oparta na furimazynie, ktora umozliwia potencjalnie bardziej wiarygodne

wykrywanie NTR, wykorzystujac niezalezng od kofaktora funkcjonalnosc
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lucyferazy NanoLuc®. Sonda ta réwniez wykazata znaczng odpowiedz nawet przy

niskich stezeniach NTR.

Finalnie  zsyntetyzowano sonde dwuanalitowa oparta na szkielecie
aminolucyferyny, ktéra byla zdolna do wykrywania jednoczesnej obecnosci
nitroreduktazy (NTR) i gamma-glutamylotransferazy (GGT). Potwierdzito to
mozliwo$¢ wykorzystania pojedynczej sondy molekularnej do jednoczesnego
monitorowania wielu analitow. Dodatkowo opracowano wariant D-lucyferyny tej
sondy dwuanalitowej, zawierajacy motyw responsywny na dwa anality - NTR i
GGT, jako zwigzek posredni, ktéry moze byc¢ sprzezony z innymi fluoroforami lub
bioluminoforami. Te wyniki poszerzajg dostepny zestaw narzedzi molekularnych z

grupy wieloanalitowych sond bioluminescencyjnych.

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska przedstawia osiagniecia i postep w
dziedzinie sond bioluminescencyjnych, generujgc nowe narzedzia do
jednoczesnego badania wielu analitow w systemach biologicznych oraz rzucajac
$dwiatto na zalety i ograniczenia réznych konstrukcji sond. Opracowane sondy
dostarczajg istotnych informacji dla przysztego wiarygodnego wykorzystania
takich narzedzi w zastosowaniach komoérkowych i in vivo, co jest kluczowe dla
zrozumienia przyczyn i przebiegu chorédb i ostatecznie opracowania

skuteczniejszych metod terapii.



