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Wieloanalitowe fluorescencyjne sondy matoczgsteczkowe do badania biologicznie
istotnego lokalnego mikrosrodowiska

Komérki mozna poréwna¢ do nano-fabryk, w ktérych kompartmentalizacja umozliwia
zachodzenie przeciwstawnych proceséw w tym samym czasie. Pomimo wieloletnich badan,
szczegétowy wglad w czasie rzeczywistym w te reakcje i poszczegdlne zmiany
w nano-$rodowisku komodrek pozostaje wyzwaniem. Obecnie dostepne metody koncentrujg
sie gtéwnie na okreslaniu zmian w catym regionie (np. organelle) lub nie s3 mozliwe do
wdrozenia in cellulo, bez zaktécania catego systemu i utraty wielu informacji (np. przy izolacji
i testach in vitro makroczasteczek). Uzyskanie bardziej szczegétowego obrazu na poziomie
nanometrow zmieni sposéb, w jaki patrzymy na procesy fizjologiczne i patologiczne,
przyblizajgc nas do precyzyjnego zrozumienia i leczenia na poziomie molekularnym.

Srodowisko wewnagtrzkomérkowe podlega wielu zmianom jednocze$nie. Obserwacja tych
zmian jest w duzej mierze niemozliwa bez uzycia specjalistycznych narzedzi, poniewaz
wiekszos¢ elementow srodowiska komérkowego nie generuje wykrywalnego sygnatu. Jedna
z takich metod zapewniajgcych doskonatg rozdzielczos¢ i powodujgcych minimalne zaktécenia
homeostazy komorek jest obrazowanie fluorescencyjne. W szczegdlnosci, wrazliwe na
srodowisko narzedzia fluorogeniczne majg ogromny potencjat w monitorowaniu zmian, ktére
w innym przypadku nie bytyby obserwowalne. Sondy fluorogeniczne stajg sie fluorescencyjne
dopiero po interakcji z wybranym analitem, co pozwala na bardziej wiarygodne obrazowanie
bez koniecznosci ich usuwania (tzw. ,,no-wash” znakowanie).

Aby uzyska¢ informacje na temat okreslonego celu (np. enzymu), sondy mogg by¢
kowalencyjnie przytgczone do celu molekularnego. Jedng z najbardziej obiecujgcych metod
znakowania opisanych w literaturze jest znakowanie oparte na powinowactwie. Sondy te
sktadajg sie z trzech komponentéw: odwracalnego liganda selektywnego wzgledem biatka
(celu), grupy reaktywnej (podatnej na atak wybranego aminokwasu na biatku) oraz czesci
reporterowej (fluoroforu). Sondy te oferujg selektywne znakowanie fluorescencyjne biatek
bez potrzeby modyfikacji genetycznej, umozliwiajgc potencjalng obserwacje naturalnej
aktywnosci celu. Teoretycznie sondy te mogg dostarczaé informacji o analitach
w mikrosrodowisku celu, umozliwiajagc obserwacje w czasie rzeczywistym, in cellulo, przy
uzyciu zaawansowanego obrazowania (np. mikroskopii superrozdzielczej). Jak dotad nie
osiggnieto jednak dodatkowego wykrywania analitéw wokét okreslonych celéw z uzyciem tej
technologii.

Gtéwnym celem niniejszej pracy bylo zaprojektowanie, synteza i walidacja dwéch
fluorogenicznych czasteczek wrazliwych na srodowisko i przeksztatcenie jednej z nich w opartg
na powinowactwie sonde znakujgca dla hCAIl w celu wykrycia wybranego analitu (zmiany pH).
Aby opracowac takie sondy, przeprowadzono kompleksowy przeglad literatury w celu
zidentyfikowania dwéch odpowiednich fluoroforéw: 4-sulfonamidu
benzo[c][1,2,5]oksadiazolu i 1,8-naftalimidu. Synteza docelowych sond opierata sie na
ustalonych metodach literaturowych, a wybrane fluorofory zostaty zsyntetyzowane
i wykorzystane do wytworzenia dwdéch sond: SOLpH1 i SOLpH2 (potwierdzone metodami
'H NMR, 3C NMR i HRMS). Sondy te zostaty tak zaprojektowane, aby byty fluorogeniczne
i wrazliwe na zmiany fizykochemiczne w ich najblizszym mikrosrodowisku (zmiany pH i/lub
zmiany polarnosci). Ich fluorogeniczna natura byta bezposrednio zwigzana 1z ich



wtasciwosciami wykrywania pH. Obie czasteczki posiadajg pierscien piperazynowy, z jedna
wolng parg na atomie azotu niezaangazowang w m-sprzezone ukfady aromatyczne. Przy
wysokim pH sondy nie powinny emitowac fluorescencji lub fluoryzowaé stabo z powodu
wygaszania PeT. Gdy pH mikrosrodowiska spada, azot ulega protonowaniu i obserwuje sie
wzrost fluorescencji.

Zmierzono emisje sond oraz ich wrazliwos¢ na polarnosc i lepkos¢ w obecnosci zestawu
biologicznie istotnych analitéw. Podstawowe wiasciwosci fotofizyczne (wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji, wspoétczynnik ekstynkcji, jasnos¢) zostaty okreslone dla obu sond przy dwdch
réznych wartosciach pH (4,0 i 7,5) z wykorzystaniem wzorcow o znanych wtasciwosciach.
Przeprowadzono eksperymenty kolokalizacji z trackerami mitochondriéw i lizosomow
w dwdch réznych liniach komérkowych (zdrowej HEK293T i nowotworowej A549). Ostatnim
krokiem byta wewngatrzkomérkowa detekcja pH w linii komdrkowej HEK293T. SOLpH1 zostat
nastepnie wprowadzona do sondy znakowanej powinowactwem, SOLpH1-Tos. Sonde
SOLpH1-Tos inkubowano z jej potencjalnym celem, hCAIl (48 godzin), mieszanine poddano
trawieniu trypsyng, a uzyskane peptydy przeanalizowano w celu zidentyfikowania mozliwych
miejsc znakowania. Na koniec zbadano wtasciwosci detekcji pH i aktywno$é enzymatyczna
znakowanego biatka SOLpH1-hCAll. Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity oczekiwane
wiasciwosci nowych struktur fluoroforowych. Obie sondy wykazaty wtasciwosci pH-czute ze
wzrostem emisji pomiedzy pH=4.0 i pH=8.0 (14-krotny wzrost SOLpH1 (exc/em 420/600 nm)
i 13-krotny wzrost dla SOLpH2 (exc/em 390/530 nm). Ich obliczone pK, wynosito odpowiednio
6.4 (SOLpH1) i 6.5 (SOLpH2), co czyni je odpowiednimi do zastosowan in cellulo. SOLpH1
wykazat wieksze zmiany przesuniecia Stokesa miedzy dwoma najbardziej polarnymi
rozpuszczalnikami/roztworami i wykazat wyzszg intensywno$¢ emisji wraz ze spadkiem
polarnosci rozpuszczalnika. SOLpH2, z drugiej strony, zachowat sie w przeciwny sposob.
Podczas gdy zaréwno SOLpH1, jak i SOLpH2 reagujg na zmiany lepkosci, w bardziej lepkich
srodowiskach SOLpH1 wykazuje 12,5-krotny wzrost intensywnosci emisji, podczas gdy SOLpH2
wykazuje fluktuacje intensywnosci emisji wraz ze zmiang lepkosci. Eksperymenty
kolokalizacyjne nie wykazaty preferencji sond do lokalizacji w mitochondriach lub lizosomach.
Co wiecej, obie sondy byty w stanie z powodzeniem monitorowa¢ wewngtrzkomérkowe
zmiany pH.

Doktadne analizy uzyskanych danych doprowadzity do wyboru SOLpH1 do dalszego rozwoju
w kierunku sondy znakujgcej opartej na powinowactwie, SOLpH1-Tos. SOLpH1-Tos skfada sie
z krotkiego tacznika z glikolu etylenowego, grupy reaktywnej tosylan/tosyl, tacznika
kadawerynowego i odwracalnego inhibitora hCAIll, benzenosulfonamidu. Eksperyment
znakowania in vitro ludzkiej anhydrazy weglanowej Il za pomocg sondy SOLpH1-Tos zakorczyt
sie sukcesem, a analiza uzyskanych danych potwierdzita reakcje zachodzaca miedzy
SOLpH1-Tos a aminokwasem znajdujgcym sie w poblizu miejsca aktywnego enzymu (histydyna
His64 przy wejsciu do miejsca aktywnego biatka, w przeciwienstwie do His67 w publikacji
zrodtowej). SOLpH1-Tos jest, zgodnie z posiadang przez nas wiedzg, pierwszg sondg wrazliwg
na pH do znakowania biatek docelowych w oparciu o powinowactwo, bez koniecznosci
stosowania genetycznie zakodowanego znacznika. Ta nowa sonda wykazuje uzytecznos$¢
czgsteczki w eksperymentach opartych na pH, a po przytaczeniu do ludzkiej anhydrazy
weglanowej Il moze zapewnic¢ wglad w niewielkie zmiany pH w bezposrednie] bliskosci miejsca
aktywnego enzymu. Takie lokalne zmiany pH moga by¢ istotne dla funkcji biatka, potencjalnie
kluczowe dla procesow fizjologicznych i patologicznych.



