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STRESZCZENIE

Luminescencja znalazla szerokie zastosowanie w biologii, biotechnologii i medycynie. W
szczeg6lnosci, sondy fluorescencyjne i bioluminescencyjne pozwalaja na wizualizacje
celéw molekularnych na poziomie komérkowym, a nawet makroczasteczek czy pojedyn-
czych analitéw maloczasteczkowych. Do najbardziej wiarygodnych narzedzi wizualizacji
celow molekularnych naleza tzw. sondy responsywne, ktore zmieniaja intensywnos¢ oraz
kolor emitowanego sygnalu po interakcji z danym analitem (celem molekularnym). Prze-
wazajaca cze$é sond responsywnych opisanych dotychczas w literaturze pozwala na wia-
rygodna detekcje pojedynczego analitu. Tymczasem wiekszosé proceséw zachodzacych w
organizmie ludzkim zachodzi z udzialem wielu elementéw jednoczesnie. By lepiej zrozu-
mie¢ i badaé te mechanizmy, istnieje mozliwo$¢é wykorzystania kilku responsywnych sond
jednoczesnie lub tzw. sond wieloresponsywnych i wieloanalitowych (ang. multi-responsive
and multi-analyte). Zastosowanie tych ostatnich zwieksza wiarygodnosé uzyskanych wyni-
kow i ulatwia ich interpretacje. W ramach artykulu zostana oméwione przyklady sond wie-
loanalitowych podzielone ze wzgledu na ich mechanizm odpowiedzi i wykrywane zmiany
wewnatrz komorki.

WPROWADZENIE

Komoérka jest dos¢ powszechnie i blednie traktowana jako zlozony roztwor,
podczas gdy w rzeczywistosci przypomina bardziej zattoczony, lepki zel skta-
dajacy sie z niezliczonych indywiduéw (makroczgsteczek, matych czasteczek,
jonéw, reaktywnych form tlenu lub azotu itp.), oddzielonych licznymi blonami
komoérkowymi. Kompartmentacja komoérki zapewnia unikalng mozliwosé za-
chodzenia przeciwstawnych proceséw w tym samym czasie. Kazda z czasteczek
jest dynamicznie otoczona przez inne indywidua, a w skladzie i stezeniu réz-
nych zwigzkéw wystepuja lokalne fluktuacje w zaleznosci od miejsca w komor-
ce i etapu procesu, w ktérym uczestniczg. Mimo subtelnych, aczkolwiek waz-
nych réznic znaczeniowych, te dynamiczne zmiany nazywane sa w literaturze
naukowej czesto zamiennie: zmianami w mikrosrodowisku i nanosrodowisku
lub nanozmianami w mikrosrodowisku. Moga one obejmowac stloczenie czaste-
czek, fluktuacje lepkosci lub polarnosci, lokalne zmiany pH, itp. Monitorowanie
tych zmian, przy jednoczesnej obserwacji i pomiarze wilasciwosci fizykoche-
micznych jest niezbedne do zrozumienia prawdziwej molekularnej natury pro-
cesow fizjologicznych i patologicznych [1]. Parametry te odzwierciedlajg czesto
przejéciowa i dynamiczng homeostaze na poziomie komérkowym, a nawet sub-
telne wahania parametréw moga by¢ postrzegane jako potencjalnie poczatkowe
stadia choroby. Wiadomo na przyklad, ze polarnos¢ i lepkoé¢ mikrosrodowiska,
przez wplyw na szybkosé¢ dyfuzji czastek sygnalowych oraz wplyw na stabil-
nos¢ i rodzaj oddzialywan miedzyczasteczkowych, odgrywaja role w regulo-
waniu inicjacji i rozwoju réznych stanéw patologicznych, takich jak zapalenie,
supresja immunologiczna i rak [2].

Przewazajaca czes¢ badan nad zrozumieniem wplywu mikrosrodowiska na
strukture i funkcje biologicznych celéw molekularnych ogranicza sie¢ do badan
,w buforze”. Podobnie jest z szeregiem maloczgsteczkowych sond fluorescen-
cyjnych do pomiaru parametréw mikrosrodowiska, z ktérych wiekszos¢ nie
zostala jak dotad z sukcesem wykorzystana w komoérkach. Pomimo dostepno-
Sci szerokiej gamy buforéw, imitujacych fizjologiczne srodowisko wewnatrz-
komoérkowe, przelozenie wynikéw z badan odpowiedzi i dzialania sond fluore-
scencyjnych ,w buforze” na zachowanie wewnatrzkomérkowe jest mato wiary-
godne [3]. Przyktadowo, wprowadzenie matych czasteczek do komérek moze
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powodowac stan wewnetrznego stresu, wplywajac na cel
molekularny danej sondy, a nawet dziatanie samej sondy.
W zwigzku z tymi potencjalnymi reakcjami ubocznymi, wy-
niki eksperymentéw z wykorzystaniem linii komérkowych
moga by¢ zbyt trudne do interpretacji przez uzytkownikéw
sond. Tym samym, niezwyKkle istotny jest rozwdj czasteczek,
ktére mozna wykorzystaé bezposrednio w komoérkach, a ich
odpowiedz fluorescencyjna pozwalalaby jednoznacznie (a)
oceni¢ w jakim $rodowisku sie znalazta i (b) czy oddziaty-
wala z analitem docelowym.

Wewnatrzkomoérkowe procesy biologiczne angazuja
wiele komponentéw w réznych czeéciach komorki i sa cze-
sto trudne do bezposredniej obserwacji bez zastosowania
kombinagcji technik spektroskopowych i mikroskopowych.
Wséréd wielu metod obrazowania komoérek, luminescen-
cyjne sondy molekularne daja wyjatkowe mozliwosci do-
kladniejszego Sledzenia tych proceséw, zwiekszajac nasza
wiedze o molekularnych podstawach dzialania komorki.
Sposréd szeregu opracowanych sond luminescencyjnych,
w tym nanoczastek, polimeréw i genetycznie zakodowa-
nych znacznikéw, male czgsteczki organiczne s3 szczeg6l-
nie atrakcyjne ze wzgledu na ich szeroka palete spektral-
na oraz relatywng tatwoséé modyfikacji. Szeroko zakrojone
wysitki podjete w ostatnich dziesiecioleciach doprowadzity
do coraz wigkszej popularyzacji funkcjonalizowanych sond
do selektywnej wizualizacji celéw molekularnych i parame-
trow fizycznych w mikroérodowiskach komérkowych [4, 5].

Jedna z najbardziej rozpowszechnionych technik de-
tekcji sygnatu w komoérce w badaniach podstawowych i
aplikacyjnych jest mikroskopia fluorescencyjna. Gléwny-
mi jej zaletami s3: ogromna réznorodnos¢ i zréznicowane
zaawansowanie instrumentéw/mikroskopéw czy wysoka
rozdzielczos¢ czasowa i przestrzenna (nawet do poziomu
pojedynczych czasteczek). Dodatkowo, ten rodzaj mikro-
skopii zapewnia mozliwosé¢ obserwacji wielu koloréw jed-
noczeénie (tzw. multiplexing) oraz ma relatywnie nieinwa-
zyjny charakter umozliwiajacy badania przyzyciowe. W
tym kontekscie, sondy fluorescencyjne pelnia kluczowa role
jako narzedzia wytwarzajace wykrywalny sygnal zalezny
od otoczenia fizykochemicznego, pozwalajagc na wizuali-
zacje inaczej ,niewidzialnych” (bo nie wytwarzajacych sy-
gnatu) celéw i parametréw. Umozliwiaja takze okreslenie
ich lokalizacji wewnatrzkomoérkowej, a nawet do pewnego
stopnia kwantyfikacji ich stezen. Te informacje sa kluczowe
dla okreslenia roli biologicznej i udziatu tych endogennych
elementéw w procesach fizjologicznych i patologicznych
oraz otwieraja droge do ich zrozumienia i modyfikacji (np.
poprzez projektowanie skuteczniejszych lekéw). W prze-
ciwienstwie do tzw. znacznikéw, czyli czgsteczek, ktore
zawsze niezmiennie emituja taki sam sygnatl, fluorescen-
cyjne sondy responsywne zwykle pozwalaja na bardziej
wiarygodna i tatwiejszg do zinterpretowania detekcje. Jest
to zwiagzane z tym, ze emitowany przez nie sygnat zmie-
nia sie w efekcie oddziatywan z celem molekularnym lub w
konsekwencji zmiany wlasciwosci fizycznych Srodowiska
(Ryc. 1).

Zlozonos¢ proceséw biologicznych wynika z jednocze-

snego udziatu w nich szeregu zwiazkéw chemicznych, zlo-
kalizowanych w odpowiednim miejscu i w odpowiednim
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czasie. Wiekszo$¢ powszechnie stosowanych sond fluore-
scencyjnych pozwala na obrazowanie pojedynczego analitu
lub ich zastosowanie ograniczone jest do zastosowan ,w
buforze” (pozakomoérkowych). Tzw. sondy wieloanalitowe
pozwalaja bardziej wiarygodnie wykrywac i monitorowac
relacje miedzy wieloma elementami w danym ukladzie bio-
logicznym (tj. zwigzkami chemicznymi, lepkoscia, polarno-
Sciq itp.), niz uklad wielu sond monoanalitowych (Ryc. 2)
[6]. Dzieje sie tak dzieki temu, ze w przeciwienistwie do wy-
korzystania dwoch niezaleznych sond nakierowanych na
pojedyncze anality, jedna sonda do detekgji kilku analitow
eliminuje artefakty zwiazane m.in. z réznica w lokalizacji
oraz metabolizmie roznych sond, ulatwiajac interpretacje
wynikéw oraz pozwalajac na bardziej wiarygodne skore-
lowanie sygnatu z rzeczywistg obecnosciag obu analitow w
swoim sasiedztwie. Niemniej jednak, poza uniwersalnymi
optymalnymi parametrami sond responsywnych, do wiary-
godnej detekeji analitéw w modelach biologicznych, takimi
jak selektywnos¢, fotostabilnosé, jasnos¢ i biokompatybil-
noéé, projektowanie i wykorzystanie sond wieloanalito-
wych wymaga uwzglednienia szeregu dodatkowych aspek-
tow. Przede wszystkim, w celu wiarygodnego wykrywania
wielu analitéow jednocze$nie, sonda wieloanalitowa musi
generowaé unikatowy sygnal w obecnosci obu analitow (A
oraz B), r6zny dla sygnatéw generowanych w przypadku
kazdej innej kombinacji (np. tylko A, tylko B lub brak obu
- Ryc. 2) [7,8]. Czesta analogia w projektowaniu tego typu
narzedzi jest struktura bramki logicznej, dla ktérej obecnosé
analitu stanowi sygnal wejSciowy, a fluorescencja - sygnat
wyjéciowy. Przy takim zalozeniu, ukladem, ktéry spelnia
kryterium unikatowego sygnatu w obecnosci obu analitéw
jest bramka typu AND (iloczynu logicznego). Innym cze-
sto rozwazanym ukladem sa sondy, ktére generowalyby
rozréznialny sygnatl dla kazdej z mozliwych kombinacji
(Ryc. 2, (iii)). Niemniej nalezy zaznaczy¢, ze taka odpo-
wiedz nie jest warunkiem koniecznym do zachowania wia-
rygodnoéci odczytu jednoczesnej obecnosci obu analitow.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie r6znicy miedzy mechanizmem dzialania
a) ,znacznika” oraz b) ,sondy responsywnej”. Jasnoszary element symbolizuje
komorke, ciemnoszare elementy (kwadraty, kola, trojkaty) zas potencjalne cele
molekularne wewnatrz komorki. Zétta zaréwka oznacza aktywna emisje lumine-
scencji sondy, a przezroczysta zaréwka brak emisji.
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy tabele bramek logicznych, opisujaca rézne ro-
dzaje odpowiedzi mozliwych do uzyskania od wybranej sondy wieloanalitowej;
tutaj na przykladzie sondy dwuanalitowej. Kolory zaréwek (zotty, czerwony,
niebieski) oznaczaja przykladowe (rézne od siebie) kolory emisji sondy w odpo-
wiedzi na analit A, analit B lub oba anality A+B. Biaty kolor zaréwki oznacza brak
emisji (zaadaptowano z [6]).

Mimo przewagi sond np. dwuanalitowych nad sonda-
mi monoanalitowymi w wykrywaniu relacji miedzy dwo-
ma analitami jednoczesnie, ich projektowanie i walidacja
w praktyce stanowiag nie lada wyzwanie. Wiekszos¢ sond
jednoanalitowych zbudowana jest w oparciu o zmiane in-
tensywnosci sygnatu (wzrost - tzw. sondy ,,on” lub spadek
- tzw. sondy , off”) przy jednej okreslonej dtugosci fali. Tego
typu odpowiedzZ pociaga za soba szereg ograniczeri wyni-
kajacych przede wszystkim z braku mozliwosci rozréznie-
nia czy wzrost/spadek sygnatu wynika ze spadku/wzro-
stu stezenia sondy (bez udziatu analitu) czy tez w wyniku
aktywacji/ dezaktywacji sondy analitem. W przypadku
sond dwuanalitowych, dla ktérych zaréwno analit A, jak i
B wplywaja na intensywnos¢ tego samego sygnatu, dodat-
kowym parametrem jeszcze bardziej utrudniajagcym inter-
pretacje odczytu jest relatywny stosunek obu analitéw do
siebie (tzn. kilka r6znych kombinacji stezeni analitéw bedzie
dawalo ten sam wzrost/spadek intensywnosci). W zwigzku
z tym, w praktyce jedynymi rodzajami sond, ktére pozwa-
laja na wiarygodna korelacje sygnatu ze wspoétobecnoscia
obu analitéw sa sondy, ktére emituja sygnat tylko, gdy oba
anality sa obecne (Ryc. 2, (i) - sondy specyficzne) lub sy-
gnat innego koloru w przypadku obecnosci obu analitow,
w poréwnaniu do pojedynczych analitéw (Ryc. 2, (ii) i (iii) -
sondy selektywne). Niemniej, aby méc wiarygodnie wyko-
rzystywac sondy dwuanalitowe w ukladach biologicznych,
kluczowa jest wnikliwa i wielopoziomowa charakterystyka
ich odpowiedzi na rézne kombinacje wykrywanych anali-
tow, jak i innych indywiduéw mogacych wplywac na ich
dziatanie.
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Mechanizmy dzialania sond responsywnych zostana
szczegdtowe omowione w kolejnych rozdziatach niniejsze-
go artykutu. Podczas omawiania kolejnych grup sond lu-
minescencyjnych jako analit bedziemy rozumie¢ zaréwno
pojedyncze indywiduum (makroczasteczki, mate czastecz-
ki, jony, reaktywne formy tlenu i azotu itp.), jak i zmiane
parametréw srodowiska biologicznego wewnatrz komorki
(np. zmiana lepkosci czy polarnosci). Tym samym, przykla-
dowo sonda wrazliwa na obecno$¢ enzymu oraz zmiany w
polarnosci mikrosrodowiska bedzie zwana ,dwuanalito-
wa”, podobnie jak sonda wrazliwa na obecnosé¢ dwoéch ty-
powych analitow.

W niniejszej pracy przegladowej koncentrujemy sie za-
tem na (1) wieloanalitowych sondach luminescencyjnych
0 (2) udokumentowanym zastosowaniu komérkowym i
(3) majacych mniej niz 1000 Da (czyli tzw. sond matocza-
steczkowych/niskoczgsteczkowych). Obecne opracowanie
ma na celu przyblizy¢ polskojezycznym czytelnikom kon-
cepcje, zalety i dotychczasowe osiggniecia w obszarze sond
wieloanalitowych do zastosowan w biologii jako unikato-
wych narzedzi do wiarygodnego badania proceséw fizjolo-
gicznych i patologicznych w komérkach. Bedziemy opierac
sie na wyselekcjonowanych przykladach z uwzglednieniem
kilku najnowszych sond. Wiecej szczegétowych informacji
i przyktadéw tych narzedzi mozna znalezZé w szeregu an-
glojezycznych prac przegladowych powstatych w ostatnich
latach. W szczegoInosci, w 2018 roku opublikowalisémy pra-
ce przegladowa podsumowujaca dotychczasowe osiagnie-
cia i formulujacq kryteria rozwoju sond wieloanalitowych
z praktycznym potwierdzonym zastosowaniem w biologii
[6]. Od tego czasu pojawit sie szereg szczegdétowych i zaktu-
alizowanych opracowan obejmujacych rézne kategorie tych
narzedzi [1, 9, 10]. W literaturze mozna takze znalez¢ prace
skupiajace sie na wybranej lokalizacji wewnatrz komoérki,
np. do zastosowart w mitochondriach [11], a nawet przybli-
zajace narzedzia selektywne wobec kwaséw nukleinowych
wraz z innym wybranym indywiduum biochemicznym
[12] czy sondy zdolne do jednoczesnego wykrywania kilku
anionéw [13].

KLASY SOND WIELOANALITOWYCH

Sondy wieloanalitowe skladaja sie z kilku kluczowych
elementéw: jednego lub wiecej fragmentéw sygnalowych
(np. fluoroforéw) i co najmniej dwoéch motywow detekeyj-
nych, z ktérych kazdy oddzialuje specyficznie z jednym z
docelowych analitéw. W niniejszej pracy zdecydowalismy
sie sklasyfikowac sondy, ktére zostaly do tej pory opubli-
kowane, w oparciu o sposéb oddzialywania z analitem:
odwracalna (poprzez tworzenie przejsciowego kompleksu,
ktoérego istnienie zalezy od stezenia/mikrosrodowiska lub
w wyniku odwracalnej reakcji, np. redoks) lub nieodwracal-
na reakcja (poprzez rozszczepienie lub praktycznie nieod-
wracalng addycje). Odwracalna interakcja umozliwia dyna-
miczne zmiany proceséw zachodzacych w komérkach. Co
wiecej, takie sondy moga oddzialywaé z wybranym anali-
tem wiele razy, a po interakcji powracajg do swojej pierwot-
nej postaci. Sondy odwracalne sa gléwnie wykorzystywane
do wykrywania obecnosci kationéw, anionéw lub zmian
pH (Ryc. 3a). Podobny charakter oddzialywania wystepu-
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy trzy rézne typy dwuanalitowych sond:
a) sondy odwracalne; b) sondy nieodwracalne (kolejno przez rozszczepienie i ad-
dygcje); c) sondy sekwencyjne. Trzy potaczone ze sobg szesciany koloru biatego
przedstawiaja czasteczke w formie nie emitujacej fluorescencji, a z niebieskim
ttem wykazujgce emisje (czes¢ reporterowa). Szare ksztatty dotgczone po bokach
to grupy responsywne. Kolorowe ksztatty symbolizuja cele molekularne rozpo-
znawane przez kolejne sondy.

A

je w przypadku sond wrazliwych na zmiany parametréw
srodowiska, jak lepkos¢ czy polarnoéé. Nieodwracalne
sondy z kolei, zostaja trwale zmienione po reakcji z anali-
tem, a zatem nie mogg go ponownie wykry¢; zwykle maja
specjalng selektywna grupe reaktywna, wrazliwg tylko na
wybrany analit bedacy przedmiotem zainteresowania (np.
selektywny wobec reaktywnych form tlenu lub biatka beda-
cego przedmiotem zainteresowania) (Ryc. 3b). Oprocz tych
dwoéch podstawowych typéw sond, istnieje kolejny typ,

tzw. sondy mieszanej, wykorzystujacej oba typy konstrukeji
jednoczesnie. Jedna czeséé czasteczki oddziatuje wéwczas z
analitem w spos6b odwracalny, podczas gdy druga reaguje
jednorazowo i np. ulega podstawieniu, co skutkuje zmiana
struktury, a tym samym wtasciwosci sondy. Inng kombi-
nacja odpowiedzi sg tzw. sondy sekwencyjne. Te ostatnie
wykrywaja dwa anality, ale drugi moze by¢ wykryty tylko
wtedy, gdy pierwszy analit wejdzie w interakcje z sonda.
(Ryc. 3c).

Dalsza czes¢ artykulu podzielona zostata na piec¢ czesci,
w ktérych oméwione sondy wieloanalitowe zostaly podzie-
lone na grupy ze wzgledu na rodzaj wykrywanych celéw
molekularnych i parametréw fizykochemicznych srodowi-
ska. W szczego6lnosci, artykul obejmie sondy luminescencyj-
ne (narzedzia molekularne) do detekcji (1) lepkosci i anali-
tow, (2) polarnosci i analitéw, (3) mikrosrodowiska biatek,
(4) dwoch lub wiecej celéw molekularnych oraz (5) dwu-
analitowe sondy bioluminescencyjne (Tabela 1).

WIELOANALITOWE SONDY WRAZLIWE
NA ZMIANY LEPKOSCI

Lepkos¢ stanowi kluczowy czynnik fizyczny wptywajacy
na dyfuzje w procesach biologicznych. Lepkos¢ wewnatrz-
komoérkowa wykazuje znaczng niejednorodnosé, co stano-
wi wyzwanie w uzyskaniu kompleksowej mapy lepkosci
komoérkowej z wyszczegdlnionymi informacjami na temat
organelli [14]. Naukowcy sugeruja, ze parametr lepkosci
moze zmienia¢ sie nie tylko pomiedzy ré6znymi typami ko-
morek, ale takze w obrebie tej samej populacji komérek [15].

Jedna z metod, ktéra moze by¢ wykorzystana do bada-
nia lokalnych zmian lepkosci, jest zastosowanie tzw. flu-
orogenicznych niskoczasteczkowych sond wrazliwych na
lepkoséé. Sondy fluorogeniczne staja sie fluorescencyjne
dopiero po interakcji z wybranym celem molekularnym.
Mechanizm ich dzialania opiera si¢ na odwracalnej lub nie-
odwracalnej interakcji, w zaleznoéci od natury samej son-
dy. Czes¢ wykrywajaca zmiany lepkosci opiera sie zwykle
na jednym z mechanizméw: (1) wewnatrzczasteczkowym
przeniesieniu protonu w stanach wzbudzonych 3-hydrok-
sychromonéw; (2) przeniesieniu fadunku obserwowanym
w barwnikach typu push-pull opartych na czerwieni nilo-
wej, fluorenie, pirenie i podobnych zwigzkach [proces prze-
niesienia fadunku pod wptywem , skrecenia” i zmiany po-
tozenia grupy donorowej i akceptorowej wzgledem siebie
w przestrzeni, tzw. TICT (ang. twisted intramolecular charge
transfer)]; (3) nieradiacyjnych procesach dezaktywacji w ro-

Tabela 1. Podsumowanie typow wieloanalitowych sond responsywnych przedstawionych w niniejszej pracy przegladowej.

Typ sygnatu

Rodzaj analitow

Typ interakcji

Rozdzial 2 Fluorescencja

Polarnos¢ i analit molekularny

Mieszana

Rozdziat 4 Fluorescencja

Analit molekularny 1 i analit molekularny 2

Mieszana

Postepy Biochemii 70 (2) 2024
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gdy czarny kolor oznacza czasteczke nieaktywna (brak emisji lub bardzo staba emisja).

torach molekularnych; (4) tworzeniu H-agregatow w dime-
rach barwnikéw [16,17].

Sondy wrazliwe na lepko$¢ znalazly liczne zastosowania
w obserwacji proceséw zachodzacych wewnatrz zywych
komorek. Okazaty sie one wyjatkowo przydatne w badaniu
bton komoérkowych [18], ze szczegdlnym uwzglednieniem
np. stresu oksydacyjnego i jego zwigzku z badaniem neuro-
protekgji [19] lub badaniem zwiazku miedzy lepkoscig mi-
tochondriéw w tkankach mézgu a rozwojem choréb neu-
rodegeneracyjnych [20]. Zmiany tego parametru byly pota-
czone z ogélnym wzrostem stresu w komoérkach, wplywa-
jac réwniez na funkcjonowanie lizosoméw [21].

Nalezy podkresli¢, ze zmiany lepkosci sa dos¢ czesto
zwigzane z genezg wielu choréb. W zwiazku z tym w lite-
raturze mozna znalez¢ liczne przyklady sond dwufunkcyj-
nych taczacych odwracalne i nieodwracalne interakcje, kto-
re maja na celu wykrycie docelowego analitu oraz lokalnej
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lepkosci. Wiekszosé tych sond jest ukierunkowana na cza-
steczki sygnalizacyjne - male czgsteczki, jony lub rodniki,
biorace udzial w szlakach sygnalizacyjnych w obrebie ko-
morki. Odwracalno$é sondy jest zwykle osiggana, gdy son-
da moze dziala¢ jako rotor molekularny, a jednoczesénie po-
siada w swoje strukturze cze$¢ reagujaca na dany analit. Ro-
tor molekularny sklada sie z dwéch symetrycznych matych
sprzezen 11, w ktérych czasteczki akceptora elektronéw (A)
i donora elektronéw (D) sa potaczone wigzaniem, tworzac
strukture D-n-A. Wewnatrzczasteczkowe ograniczenie ro-
tacji spowodowane zwigkszong lepkoscia powoduje zaha-
mowanie nieradiacyjnego procesu relaksacji pod wplywem
TICT, co prowadzi do wzrostu emisji fluorescencji sondy.

Li i in. zaproponowali czula na lepkos¢ sonde H-V dzia-
tajaca wg przedstawionego wyzej mechanizmu w przy-
padku zmian lepkosci mikrosrodowiska [22]. Dodatkowo
moze ona réwniez monitorowaé rodnik *OH w wyniku re-
akcji (hydroksylacji) w pozycji meta grupy metoksylowej,
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Rycina 5. Struktury sond i mechanizmy wykrywania analitow: a) zmian lepkosci i obecnosci GSH FPY [25]; b) zmian lepkosci i obecnosci NTR CQ-1 [26]. Kolory czasteczek
(czerwony, zielony, pomarariczowy) oznaczaja odpowiednio kolor emisji sondy w odpowiedzi na wybrany analit, podczas gdy czarny kolor oznacza czgsteczke nieaktyw-

na (brak emisji). GSH - glutation; NTR - nitroreduktaza.

w wyniku czego tworzy sie fenolowy produkt posredni.
Produkt ten ulega nastepnie deprotonacji i przegrupowa-
niu elektronéw, powodujac zwiekszenie m-sprzezonego
systemu (Ryc. 4a). Nowopowstaly uktad sprzezony m po-
woduje duze spektralne przesuniecie ku czerwieni (ang.
near infrared, NIR) i ostro skontrastowang fluorescencyjng
odpowiedz NIR off-on, w poréwnaniu z zielona fluorescen-
cja off-on spowodowang zmianami lepkosci. Sonda zapew-
nita unikalny wglad w zwigzek miedzy zmianami lepkosci
a obecnoscia rodnika hydroksylowego podczas ferroptozy,
stosunkowo nowej formy regulowanej émierci komorki.

Inny przyklad sondy wrazliwej na zmiany lepkosci i cza-
steczki sygnalizacyjne zostal przedstawiony przez Zhang,
J. 11in. [23]. Anormalna lepkos¢ i stezenie nadtlenoazotynu
(ONOO) sa scisle zwiazane z procesami wlasciwymi cu-
krzycy. Autorzy zaprojektowali i otrzymali czasteczke AO,
ktoéra byta selektywnie transportowana w kierunku mito-
chondriéw i wykrywata lokalne zmiany lepkosci (Ryc. 4b).
Mechanizm detekcji byl podobny do poprzedniego przykla-
du sondy, tj. wzrost lepkosci mikrosrodowiska skutkowat
zmniejszeniem rotacji wewnatrzczasteczkowej i wzrostem
emisji sygnatu fluorescencyjnego sondy. Jednoczesnie cza-
steczka nieodwracalnie reagowata z anionem nadtlenoazo-
tynu i tworzyla pochodna sondy ukierunkowana na krople
lipidowe ze znaczacq zmiana emisji dtugosci fali fluorescen-
¢ji. Sonda zostala z powodzeniem zobrazowana wewnatrz
kropli lipidowych i mitochondriéw, wykazujac oddzielna
dla tych organelli dwukanalowa fluorescencje. Wahania
lepkosci wewnatrz komorek, zwlaszcza wewnatrz mito-
chondriéw, zostaly dodatkowo powigzane z geneza cho-
roby Alzheimera, choroby Parkinsona, choréb sercowo-na-
czyniowych i starzenia sie, a takze szeroko pojetej kancero-
genezy. Zwiazek miedzy kolejna czasteczka sygnalizacyjna,
S0, a lepkoscia byt badany przez kilka grup badawczych, w
tym wyjatkowo w mitochondriach. Zhang, X. i in. stworzyli
czgsteczke Mito-Th, ktéra jednoczesnie wyczuwa zmiany
lepkosci poprzez mechanizm TICT oraz obecno$é czasteczki
SO, (Ryc. 4c) [24]. Podwdjne wigzanie sondy zostaje podsta-
wione i podstawione przez czasteczke dwutlenku siarki, co
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w efekcie powoduje zmiane absorpgcji i emisji fluorescencji
czgsteczki w kierunku kroétszych fal.

Zbadano réwniez zwiazek miedzy zmianami lepkosci
wewnatrz komérek oraz obecnoscia peptydéw czy biatek.
Czasteczka FPY, zaprojektowana przez Wang i in., jest
transportowana w komoérkach do 3 réznych organelli: mito-
chondriéw, retikulum endoplazmatycznego i jaderka [25].
Co istotne, sonda ta zostala wykorzystana, podobnie jak
wczeéniej wspomniana H-V, do wykrywania ferroptozy,
czyli procesu $mierci komérkowej wywotanego w wyniku
podwyzszonego poziomu labilnych form jonéw Zzelaza i
podwyzszonego stresu oksydacyjnego (Ryc. 5a). Czastecz-
ka, jak kilka wyzej opisanych przykladéw, jest zdolna do
rotacji, a takze posiada pierscieri piperazynowy, ktéry ma
kilka znanych konformacji. Obecnoé¢ pierécienia pipera-
zynowego w tej samej plaszczyzZnie co reszta czasteczki
w zatloczonym, lepkim $rodowisku powoduje zalezne od
lepkosci wzmocnienie zielonej fluorescencji. Wykrywanie
peptydu glutationu (GSH), najpowszechniej wystepujacego
bio-reduktora, opiera si¢ za$ na podstawieniu pierscienia
ksantenu przez GSH. Powoduje to przerwanie sprzezone-
go ukladu wigzan podwéjnych i zmiane fluorescencji na
czerwong. Czasteczke zwalidowano in vitro, jak i w komor-
kach z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Kolejnym
przykladem sondy dwuanalitowej, tym razem selektywnej
wobec wiekszego celu molekularnego jakim jest biatko, jest
przygotowana przez Du i in. sonda CQ-1 [26]. Zawiera ona
czes¢ czasteczki, ktérej fluorescencja bazuje na mechanizmie
TICT oraz grupe -NO,, ktéra moze zosta¢ zredukowana do
-NH, dzieki interakcji z nitroreduktaza (NTR), a nastepnie
wyeliminowana poprzez przegrupowanie sondy (Ryc. 5b).
Eliminacja czeSci czasteczki skutkuje inng dlugoscia fali
emisji fluorescencji, co pozwala na wyrazne rozréznienie
miedzy czasteczkami, ktére juz oddziatywaly z nitroreduk-
taza oraz wyjsciowa forma sondy. PodwyzZszony poziom
nitroreduktazy moze by¢ wykorzystywany jako wazny bio-
marker wczesnego stadium raka. Jednoczesnie nowotwory
ztosliwe wykazuja nieprawidlowe zmiany w lepkosci ko-
morek. Zbadanie zaleznosci miedzy tymi dwoma czynnika-
mi, lepkoscia i poziomem NTR, moze zapewnié¢ niezwykla
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Rycina 6. Struktury sond i mechanizmy wykrywania analitéw: a) zmian lepkoéci, pH i obecnoéci SO,/HSO,” MVP-SO, [27]; b) zmian lepkosci, obecnosci ONOO- i SO,/
HSO, COU-Mito [28]; c) zmian lepkosci, pH i obecnosci CIO-/HCIO H-VH [29]. Kolory czasteczek (czerwony, zielony, niebieski) oznaczaja odpowiednio kolor emisji
sondy w odpowiedzi na wybrany analit, podczas gdy czarny kolor oznacza czasteczke nieaktywna (brak emisji). Jasnor6zowy kolor przedstawia matg intensywnos¢ emisji

czerwonej.

perspektywe we wczesnej diagnostyce rozwijajacego sie
nowotworu. Sonda zostala z powodzeniem wprowadzona
do zywych komorek oraz modelu zwierzecego (tzw. ryby z
gatunku danio pregowany, ang. zebrafish).
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Podjeto takze préby opracowania sond czutych na lep-
kos¢ oraz dwa dodatkowe anality. Takim przyktadem jest
sonda MVP-S0O,, opracowana przez grupe Zhan i in., kto-
rej fluorescencja wrazliwa jest na wykrywane w mikroséro-
dowisku mitochondriéw wahania lepkosci, zmiany pH i
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obecnos¢ SO, (Ryc. 6a) [27]. W tym samym roku Zheng i in.
opublikowali prace przedstawiajaca czasteczke COU-Mito,
zdolna do detekcji zmian w lepkosci, a takze obecnoé¢ SO,
oraz ONOO" (Ryc. 6b) [28]. Sonda skutecznie wychwycila
zmiany w lepkosci mitochondriéw i fluktuacje w mitochon-
drialnych poziomach ONOO i SO, w zywych komoérkach
i in vivo w modelu rybim danio pregowanego. Zbadano
réwniez ich udzial w hepatotoksycznym dziataniu aceta-
minofenu, powszechnie uzywanego leku przeciwbélowego
i przeciwgoraczkowego. Zastosowanie to zapewnia nowe
spojrzenie na wykorzystanie sond wieloanalitowych w ba-
daniach genez skutkéw ubocznych dobrze znanych lekéw,
ktoére zostaly zatwierdzone do uzytku przed laty. Ostatni
przyklad sondy wykrywa zmiany lepkosci, pH i CIO- oraz
pozwolil na zbadanie wzajemnego oddzialywania wszyst-
kich trzech analitéw w przewleklych ranach zwigzanych
z przebiegiem cukrzycy, ktére stanowia duze wyzwanie
podczas monitorowania juz zdiagnozowanej choroby. Chai
i in. stworzyli H-VH, prosta w strukturze, potréjnie reagu-
jaca czasteczke, ktéra w stanie ,,wylaczonym”, bez obecno-
$ci wysokiego poziomu lepkosci mikrosrodowiska Iub obu
analitéw nie wykazuje fluorescencji (Ryc. 6c) [29]. Po wy-
kryciu zmiany pH ulega deprotonacji i jest w stanie wykry¢
obecnosé HCIO (co skutkuje eliminacja czedci czasteczki,
zielona fluorescencja) lub zmiane lepkosci (czerwony sy-
gnat fluorescencyjny).

WIELOANALITOWE SONDY WRAZLIWE
NA ZMIANY POLARNOSCI

Glowna Kklasyfikacja sond wrazliwych na zmiany polar-
nosci (czesto nazywane solwatochromowymi, gdyz kolor
ich fluorescencji jest zalezny od rodzaju i polarnosci roz-
puszczalnika) jest zwykle tworzona w oparciu o ich doce-
lowa lokalizacje wewnatrzkomoérkowa. W ten sposéb mo-
zemy podzieli¢ sondy, na takie, ktére sa skierowane do mi-
tochondriéw, lizosoméw, retikulum endoplazmatycznego,
aparatu Golgiego i kropli lipidowych [30]. Barwniki fluoro-
geniczne wrazliwe na polarnosc¢ ciesza sie¢ duzym zaintere-
sowaniem w mikroskopii konfokalnej i wysokorozdzielczej
ze wzgledu na zmiane ich fluorescencji po interakcji z ce-
lami biologicznymi, umozliwiajgc obrazowanie z lepszym
stosunkiem sygnalu do tla [31]. Z kilku mechanizméw opi-
sanych w poprzednim podrozdziale, sondy solwatochro-
mowe dzialajg gléwnie w oparciu o mechanizm push-pull.
Zawieraja one grupy donorujace elektrony (grupy donoro-
we, D) i grupy akceptujace elektrony (akceptorowe, A), a
po absorpcji $wiatta tadunek przenosi si¢ z grupy donoro-
wej do akceptorowej, powodujac powstanie wysoce dipo-
larnego stanu wzbudzonego (Ryc. 7a). Czasteczka w stanie
wzbudzonym nastepnie ulega modyfikacjom przestrzen-
nym w celu lepszej stabilizacji przez czasteczki rozpusz-
czalnika (najczeéciej dipole) przed emisjg Swiatla. Polarne
rozpuszczalniki silniej oddziatuja z czesto bardziej polar-
nymi stanami wzbudzonymi fluoroforéw, prowadzac do
wiekszej stabilizacji tych ostatnich i tym samym przesunie-
cia energii emisji w kierunku dtuzszych fal. Zwykle reakcja
sond wrazliwych na zmiany polarnosci jest widoczna jako
zmiana maksimum widma emisji fluorescencji lub zaréwno
widma absorpdji, jak i widma emisji (Ryc. 7b) [16].
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Rycina 7. Schematyczne przedstawienie charakterystyki sond wrazliwych na
zmiany polarnosci: a) Uproszczony mechanizm detekcji solwatochromowej
barwnikow typu push-pull zwigzany z przeniesieniem tadunku w obrebie cza-
steczki. b) Schemat zmiennosci widm emisji w zaleznosci od polarnosci roz-
puszczalnika. D - donor; A - akceptor. Kolory krzywych symbolicznie obrazuja
stopniowq zmiane koloréw emisji wraz ze zmiang polarnosci uzytego rozpusz-
czalnika, od niebieskiej fluorescencji o najwyzszej energii po czerwona emisje o
najnizszej energii.

Podobnie jak lepko$¢, zmiany polarnosci wewnatrz ko-
morek moga by¢ powiazane z wieloma procesami wplywa-
jacymi na prawidlowe funkcjonowanie komoérek. Oprocz
ogblnego wykrywania polarnosci komérkowej w organel-
lach i strukturach subkomérkowych lub badania organizacji
blony komérkowej [32], zmiany tego parametru byly wyko-
rzystywane jako marker proceséw patogenezy. Naukowcy
badali fluktuacje polarnosci w komérkach spowodowane
stluszczeniem watroby [33], obserwowali wzrost polarnosci
wewnatrz aparatéw Golgiego podczas ostrego uszkodzenia
nerek wywolanego lekami [34], obrazowali organelle i ich
blony pod wplywem stresu oksydacyjnego i mechaniczne-
go [35], badali heterogenicznos$¢ podczas procesu agregacji
biatek w komoérkach [36], monitorowali dysfunkcje mito-
chondriéw i ostre zapalenie trzustki [37] czy badali przebieg
infekcji wirusowej komérek [38].

Badajac zmiany polarnosci wewnatrz komoérek mozna
wykorzystac juz dostepne dane dotyczace dobrze scharak-
teryzowanych rozpuszczalnikéw nieorganicznych i orga-
nicznych oraz poréwnac zachowanie sond in vitro i in cellu-
lo, korelujac kolor fluorescencji z konkretnymi parametrami
polarnosci danego rozpuszczalnika. W ten sposéb mozliwa
jest swoista kwantyfikacja fluktuacji polarnosci srodowiska
wewnatrzkomérkowego [39]. Podczas gdy w literaturze
zaprezentowano wiele sond w oparciu o hydrofobowos¢
lub hydrofilowos¢, co skutkuje ich specyficzng migracja w
kierunku wybranych organelli, w niniejszej pracy skupimy
sie gléwnie na tych, ktérych fluorescencja ulega zmianie
pod wpltywem réznicy w polarnosci mikrosrodowiska oraz
przynajmniej jeszcze jednego wybranego analitu.

Pierwszym zaprezentowanym w obecnym opracowaniu
przykladem sondy dwuanalitowej wrazliwej na zmiany po-
larnosci jest oparta na strukturze naftalimidu sonda ND6 z
elementem wrazliwym na zmiany pH, opracowana przez
Thomasa i in. Protonowanie podstawnika aminowego po-
woduje w niej znaczny wzrost emisji poprzez zahamowa-
nie wygaszania fluorescencji opartego na PeT, tj. foto-indu-
kowanym transferze elektronu (ang. photo-induced electron
transfer) (Ryc. 8a) [40]. Sonda znakuje blone komoérkows i
zostala z powodzeniem zastosowana w komoérkach nowo-
tworowych oraz sferoidach nowotworowych. Widoczna
jest réznica sygnatu fluorescencji miedzy pH 6 i 7, co do-
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nosci H,0, NATPA-OH [42]; d) zmiany polarnoéci i obecnosci SO, BTHP [43]. Kolory czasteczek (czerwony, ciemnoczerwony, zielony, niebieski) oznaczaja odpowiednio
kolor emisji sondy w odpowiedzi na wybrany analit, podczas gdy czarny kolor oznacza czasteczke nieaktywna (brak emisji).

skonale koreluje ze Srednig wewnatrzkomoérkowsq wartoscig
pH i czyni sonde ND6 dogodna do dalszych badan aplika-
cyjnych. Inny przyklad o podobnej zasadzie dziatania zo-
stal przedstawiony przez Bai i in. [41]. Sonda Hcy-Rh r6z-
ni sie od wcze$niej opisanych czasteczek tym, Ze zawiera
dwa rézne fluorofory, ktére sa kowalencyjnie polaczone, co
pozwala zmierzy¢ stosunek miedzy dwoma sygnatami flu-
orescencyjnymi (takie sondy nazywane sa sondami “rézni-
cowymi”) (Ryc. 8b). Czgsteczka Hcy-Rh sklada sie z czesci
rodaminowej i hemicyjaninowej. Czeé¢ rodaminowa ulega
otwarciu po protonowaniu wskutek spadku pH, dzieki
czemu obserwowany jest wzrost intensywnosci emisji przy
dtugosci fali 580 nm lub moze ulec zamknieciu, wéwczas
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zamiast emisji rodaminy obserwuje si¢ emisje hemicyjaniny
przy diugosci fali 450 nm. Dodatkowo, forma otwarta jest
transportowana do mitochondriéw, a zamknieta do lizoso-
mow. Przedstawiona sonda réznicowa zostala dokltadnie
zbadana, zaréwno in vitro, jak i in cellulo w komérkach no-
wotworowych.

Zwiazek miedzy polarnoscia a czasteczkami sygnatowy-
mi zostal zbadany m.in. przez Li i in., ktérzy opublikowali
artykut badajacy zwiazek miedzy wewnatrzkomérkowy-
mi zmianami polarnoéci a obecnoscig nadtlenku wodoru
(H,O,) [42]. Nadtlenek wodoru, najtrwalsza endogenna re-
aktywna forma tlenu, powstaje gléwnie w mitochondriach

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



a)

b)

c)

wzrost
lepkosci/ Q

spadek
polarnosci O

—_—
.-

4
—Z

NO,

O,N Q Br wzrost  O,N Q Br

MQA-DNP

lepkosci/
spadek
polarnosci

<

wzrost
lepkosci /

spadek
polarnosci

Rycina 9. Struktury sond i mechanizmy wykrywania analitéw: a) zmiany w lepkosci i polarnoéci PPBI [2]; b) zmiany w lepkoéci, polarnosci i obecnosci H,S MQA-DNP
[44]; ¢) zmiany w lepkosci, polarnosci i obecnosci NTR VPHPP [45]. Kolory czasteczek (czerwony, zielony, cyjanowy, niebieski) oznaczajg odpowiednio kolor emisji son-
dy w odpowiedzi na wybrany analit, podczas gdy czarny kolor oznacza czasteczke nieaktywna (brak emisji). Jasnorézowy kolor przedstawia malg intensywnos¢ emisji

czerwonej. NTR - nitroreduktaza.

i odgrywa kluczowg role jako czgsteczka sygnatowa w cy-
klu komérkowym. Gléwnym celem zastosowania NATPA
bylo przyjrzenie si¢ kroplom lipidowym, gdzie zmiany
polarnosci maja ogromny wpltyw na metabolizm lipidéw i
interakcje biatko-biatko (Ryc. 8c). Eksperymenty zostaty po-
mys$lnie przeprowadzone na komoérkach nowotworowych.
Zhang S. i in. wykonali takze dalsze badania zaleznosci
miedzy zmianami polarnosci a czasteczkami sygnatowymi
z wykorzystaniem sondy BTHP-OH (Ryc. 8d) [43]. Ukierun-
kowana na mitochondria w komérkach nowotworowych
czasteczka zostala ponadto z sukcesem wprowadzona do
organizméw myszy. Dwukanalowe obrazowanie bylo moz-
liwe dzieki znacznej zmianie maksimum emisji miedzy 2
formami sondy, z 677 nm dla formy reagujacej na SO, do
818 nm dla formy wrazliwej na zmiany polarnoéci.

Opracowano takze sondy, ktore 1acza obie strategie wy-
krywania i umozliwiaja uzytkownikom przyjrzenie sie za-
réwno zmianom lepkosci, jak i polarnosci. Jednym z przy-
ktad6éw jest PPBI, pochodna benzoindolu wykazujaca nie-
zwykla wrazliwosé¢ na wysoka lepkos¢ lub niska polarnosé
mikrosrodowiska (Ryc. 9a) [2]. Zostala ona z powodzeniem
wprowadzona do organizméw myszy w celu zbadania
patogenezy alkoholowego ostrego uszkodzenia watro-
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by. Podwéjna wrazliwoé¢ na zmiany w mikro$rodowisku
byla dalej badana przez Zana i in., ktérzy stworzyli sonde
MQA-DNP, dodatkowo zdolng do wykrywania obecnosci
H,S (Ryc. 9b) [44]. Czasteczka H,S moze by¢ uwazana za
dodatkowy biomarker, obok lepkosci i polarnosci, ze wzgle-
du na jej role w sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej. Mecha-
nizm dziatania MQA-DNP opiera si¢ zaréwno na TICT, jak
i ESIPT (wewnatrzczasteczkowy transfer protonu w stanie
wzbudzonym, ang. excited state intramolecular proton trans-
fer), a wykrycie analitow skutkuje 66-krotnym wzrostem
sygnatu fluorescencyjnego. Dwukanalowe obrazowanie
umozliwito szczegélowe spojrzenie na zmiany wynikajace
z niealkoholowego sttuszczenia watroby oraz tkanke nowo-
tworowa. Zaobserwowano, ze komorki zapalne wykazuja
wzrost poziomu H,S i lepkosci. Czasteczka MQA-DNP wy-
kazuje zatem potencjat do wykorzystania w badaniu choréb
zwigzanych z mitochondriami, a nawet w chirurgii kierowa-
nej obrazowaniem. Inna potréjnie reagujaca sonda, ktéra z
powodzeniem wprowadzono do zywych komorek, zostala
zaprojektowana przez Qi i in. [45]. W oparciu o zwiekszony
poziom nitroreduktazy (NTR) VPHPP umozliwita wglad w
stan niedotlenienia komoérek, zapewniajac unikalny wglad
w mikroérodowisko nowotworowe (Ryc. 9¢c). Dodatkowo,
autorzy byli w stanie odrézni¢ zdrowe i nowotworowe ko-
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Rycina 10. Uproszczony mechanizm reakcji znakowania miedzy substratem-fluoroforem a znacznikiem potaczonym z POI (ang. protein of interest) (zaadaptowano z [50]).

morki za pomoca sondy, wykorzystujac technike mikrosko-
pii konfokalnej.

WIELOANALITOWE SONDY FLUORESCENCY]JNE
DO BADANIA MIKROSRODOWISKA BIALEK

Sposréd wielu potencjalnych celéw molekularnych, bial-
ka wydaja sie by¢ szczeg6lnie interesujgce. Znaczenie tych
makroczasteczek w niezliczonych procesach jest niezaprze-
czalne [46]. Zbieranie informacji na temat ich molekularne-
go zageszczenia i fluktuacji parametréw fizycznych w ich
otoczeniu moze wzbogaci¢ nasza wiedze na temat wielu
choroéb, w ktérych nieprawidlowe funkcjonowanie biatek
odgrywa kluczowa role, a takze przyjrzec¢ sie prawidlowo
zachodzacym procesom fizjologicznym. Stwierdzono, ze
lokalne srodowisko w okolicach biatka moze wplywac na
jego funkcje [47, 48], podczas gdy srodowisko wewnatrz-
komoérkowe ma wplyw na interakcje miedzy biatkami [49].
Aby dalej bada¢ w jaki spos6b zmiany mikrosrodowiska
wplywaja na zlozone procesy z udzialem bialek, nalezato-
by uporac sie ze zlozonoscig, rozmiarem i mnogoscia moz-
liwych mikrozmian wokét bialek. Kolejnym wyzwaniem
byloby zaprojektowanie czgsteczki selektywnie wigzacej sie
z biatkiem i wystarczajaco czulej, aby by¢ w stanie pokazad
nam te zmiany.

Kluczowym elementem niezbednym do badania bezpo-
Sredniego otoczenia bialek jest dostarczenie sondy w jego
poblize. Jednym ze sposobéw zapewnienia selektywnosci
sondy wzgledem konkretnego biatka jest dotaczenie do
niego tzw. znacznika biatkowego, ktéry jest zdolny do se-
lektywnej reakcji z malg czasteczka (substratem, Ryc. 10,
zaadaptowano z [50]). Do tej klasy znacznikéw naleza m.in.
SNAP-tag, HaloTag czy CLIP-tag [51]. Szczegdlowe wla-
Sciwosci i ograniczenia tych znacznikéw zostaly opisane
w szeregu artykulow przegladowych (m.in. [52]) i nie beda

przedmiotem dalszej analizy w tym artykule, gdzie skupi-
my sie na substratach tych znacznikéw.

Aby umozliwi¢ bezposrednie i specyficzne badanie bia-
tek w komorkach bez potrzeby odmywania niezwigzanych
substratow z wnetrza komoérek w celu usuniecia fluore-
scendji tta, opracowano szereg substratéw fluorogennych.
Substraty te oparte sa zazwyczaj o fluorofory czute na zmia-
ny fizycznych parametréw srodowiska jak polarnosé¢ czy
lepkosé. Wiazanie tych substratéow do powierzchni biatka
oznacza, ze fluorofory znajduja sie w innym mikrosrodowi-
sku (o innej lepkosci i polarnoéci) w poréwnaniu z substra-
tami niezwigzanymi. To z kolei wywoluje zmiane wtasci-
wosci spektralnych tych czasteczek, ktére w tym uktadzie
dzialaja jak sondy jednoanalitowe na parametry fizyczne
mikrosrodowiska. Dodatkowo posiadaja one zdolnosc se-
lektywnego przytaczania sie do genetycznie znakowanych
celéw biatkowych. Przez wprowadzenie do tych sond grup
responsywnych, oddziatujacych z innymi analitami bioche-
micznymi, powstaja de facto sondy dwuanalitowe.

Dotychczas opisano kilka substratéw/sond fluoroge-
nicznych, zbudowanych z fluorogenu zawierajacego che-
lator jonéw metali, ktéry staje sie fluorescencyjny dopiero
po zwigzaniu kationu i przytaczeniu do biatka (zmianie
polarnosci/lepkosci). Sondy takie pozwalaja na detekcje
labilnych form jonéw metali, czyli nietrwatych i przejscio-
wych komplekséw z matoczasteczkowymi ligandami w po-
réwnaniu z duzo bardziej kinetycznie i termodynamicznie
stabilnymi kompleksami jonéw z biatkami. W zwiazku z
tym, labilne formy jonéw metali pelniag w praktyce kluczo-
we funkcje regulatorowe i stanowia rezerwuar jonéw dla
funkcjonalnych biatek. Dwoma przykladami dla znacznika
HaloTag sa ZnDA-1H (Ryc. 11a) wrazliwa na obecnos¢ jo-
néw Zn?* [53] oraz Ca-DIP (Ryc. 11b) posiadajaca element
wykrywajacy jony Ca* [54]. Uzycie sondy otrzymanej przez
Kowada i in., ZnDA-1H, umozliwito ilosSciowe oznaczenie
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Rycina 11. Budowa dwuanalitowych sond dla znacznika HaloTag: a) ZnDA-1H wykrywajacej obecnos¢ jonow Zn?* [53] oraz b) Ca-DIP selektywnej wobec jonéw Ca?*
[54]. Fluorofory oznaczone sa kolorem turkusowym, substraty dla HaloTag otoczone pomaraniczowa przerywang linig, zas chelatory dla metali przerywang rézowsa linia.

160

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



a) letrazyna fluorofor

o

grupa
U ligand reaktywna fluorofor

v.v

b)

Rycina 12. Wybrane przyktady typéw znakowania biatek endogennych i ich me-
chanizméw znakowania: a) chemia click i ekspansja kodu genetycznego (zaadap-
towano z [60]); b) znakowanie oparte na powinowactwie (zaadaptowano z [59]).
POI - ang. protein of interest, tj. cel biatkowy; UAA - ang. unnatural amino acid, tj.
aminokwas niebiogenny, selektywnie reagujacy z tetrazyng; Nu - nukleofilowa
grupa na powierzchni POI, atakujaca grupe reaktywna podczas znakowania.

labilnych jonéw Zn?** w aparacie Golgiego. Zdecydowa-
na zalety tej sondy jest mniejsza zaleznos¢ jej dziatania od
zmian pH, co czesto stanowi problem w przypadku stoso-
wania tzw. fluorescencyjnych biatek, np. GFP (ang. Green
Fluorescent Protein). Drugi przyklad takiej sondy zostat za-
projektowany i zsyntetyzowany przez Bachollet i in. Sonda
Ca-DIP z podwoéjnym sygnatem wejsciowym dziata jak flu-
orescencyjna bramka logiczna typu AND. Dzieki obecnosci
w czgsteczce grupy chelatujacej BAPTA, wrazliwej na obec-
nos¢ Ca?, czeéc¢ fluorogeniczna staje sie fluorescencyjna tyl-
ko po zwigzaniu jonu metalu i zmianie polarnosci/lepkosci
mikrosrodowiska w wyniku przylaczenia sondy do biatka.
Oproécz klasycznych parametrow fluorescencyjnych wyko-
rzystywanych do pomiaru zmian w mikrosrodowisku, jak
intensywnoéc i kolor, zbadano takze czas zycia fluorescen-
qji, ktéry jest wrazliwy na wahania lepkosci i polarnoéci oto-
czenia [55,56].

Opracowanie substratéw fluorogennych znacznikéw biat-
kowych, ktére jednoczesnie sg czule na zmiany mikrosrodo-
wiska/obecnos¢ analitéw, pozwala na ich zastosowanie do
dowolnych celéw biatkowych, pod warunkiem uprzednie-
go przylaczenia znacznika biatkowego do danego celu biat-
kowego (tzw. POI - ang. protein of interest). Nalezy jednak
by¢ ostroznym i $wiadomym, ze chociaz sama technologia
znacznikéw biatkowych ma ogromny potencjal do bycia
wprowadzona w wielu systemach i dalszego rozwoju, wy-
maga ona wprowadzenia genu fuzyjnego do komoérek, unie-
mozliwiajac badanie endogennych biatek. Co wiecej, obec-
no$¢ znacznika polaczonego z POI moze istotnie wplynaé na
funkcje POI. Skutkiem tego, wyniki eksperymentu moga nie
przektadaé sie bezposrednio na izolowane, endogenne POI
w komoérkach (przyktad: [57]). Aby pokonac te dwie prze-
szkody, obecne technologie stosowane do znakowania endo-
gennych bialek sa dalej optymalizowane [58,59]. Z szerokiej
gamy dostepnych alternatyw, przyktadowo zastosowanie
wyraznie mniejszych znacznikéw zawierajgcych substrat dla
chemii click wraz z technika ekspansji kodu genetycznego,
cho¢ obecnie bardzo zlozone i wymagajace modyfikacji gene-
tycznej modelu biologicznego, ma ogromny potencjal (Ryc.
12a) [60]. Kolejnym przykladem technologii jest uzycie sond
znakujacych opartych na powinowactwie (ang. affinity-based
probes) (Ryc. 12b) [59]. Obie techniki charakteryzuja si¢ moz-
liwoscig dostosowywania konstrukeji sond do pozadanego
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celu, przy czym pierwsza z nich wymaga koniecznosci mo-
dyfikacji genetycznej celu biatkowego.

SONDY FLUORESCENCYJNE DO WYKRYWANIA KILKU
ANALITOW BIOCHEMICZNYCH JEDNOCZESNIE

Przed dokladniejsza analiza klasycznych przykitadow
fluorescencyjnych sond dwuanalitowych, chcielibysmy
zwrdci¢ uwage na strategie stosowane do uzyskania wspo-
mnianej wyzej specyficznej lokalizacji wewnatrzkomoérko-
wej. Jest to szczegodlnie interesujace w kontekscie tego, ze
okreslony proces fizjologiczny i/lub patologiczny zazwy-
czaj moze zachodzi¢ jedynie w danym przedziale komor-
kowym lub organelli. Typowym podejéciem do kierowania
sondy w strone okreslonego organellum jest zastosowanie
dodatkowego fragmentu, zapewniajgcego transport cza-
steczki do wybranego miejsca w obrebie komoérki i akumu-
lacji sondy w okreslonym regionie zainteresowania. Mie-
dzy innymi, ukierunkowanie mitochondrialne uzyskuje sie
poprzez obecnos¢ dodatnio natadowanych elementéw w
strukturze sondy (najczesciej kationéw lipofilowych o ni-
skiej gestosci tadunku), ktére oddziatuja elektrostatycznie z
ujemnie naladowanymi blonami mitochondrialnymi. Kilka
przykladéw obejmuje ANET [61] czy Mito-CM-CD [62], w
ktérym sam fluorofor jest dodatnio natadowanym Kkatio-
nem etylobenzotiazoliowym, a zatem dziata réwniez jako
czes¢ ukierunkowujaca cala czasteczke ku mitochondriom.
W przypadku celowania lizosomalnego najczeéciej stoso-
wang grupa kierujaca jest morfolina, ktéra wykazuje stan
uprotonowany w naturalnie wystepujacym kwasnym pH
w lizosomach. Taka pH-czula grupa kierujaca jest zawarta
np. w nastepujacych sondach: SC [63], ONOO-LysopH [64],
HPEFR [65], MLC [66]. Co wiecej, wymienione grupy kieru-
jace moga pelni¢ takze funkcje responsywna, rozszerzajac
niejako liczbe wykrywanych analitéw przez dana sonde.
Przykladem jest wyzej wymieniona grupa morfolinowa,
ktorej uprotonowanie powoduje réznice w odpowiedzi flu-
orescencyjnej sondy (ze wzgledu np. na zmiane komunika-
qji elektronowej miedzy grupa a fluoroforem).

ODWRACALNE DWUANALITOWE
SONDY FLUORESCENCY]JNE

Odwracalne wykrywanie poprzez oddzialywania koor-
dynacyjne lub kompleksowe jest wykorzystywane gtéwnie
do wykrywania jonéw metali, ale takze anionéw i pH (czyli
de facto stezenia protonéw). Monitorowanie jonéw metali w
modelach biologicznych jest wazne ze wzgledu na ich udzial
w procesach fizjologicznych i patologicznych (zwigzanych
gléwnie z zaburzeniem réwnowagi redoks i toksycznoscia,
jak i jako elementy terapii). W przypadku sond dwuanalito-
wych nakierowanych na jony metali, powinny one zawiera¢
dwa fragmenty responsywne, takie jak selektywne ligandy
dla dwoch docelowych metali. Xu i in. byli pionierami w
opracowaniu sondy fluorescencyjnej do jednoczesnego wy-
krywania dwoch kationéw metali: Na* i K* [67]. Ich projekt
oparty byl na antracenie i zawierat dwa motywy rozpoznaw-
cze do chelatowania jonéw sodu lub potasu. Specyficznos¢
tej sondy byla jednak ograniczona ze wzgledu na potencjalng
odpowiedz réwniez wzgledem innych jonéw metali (rubid
i wapn) oraz zaleznos¢ fluorescencji od pH. Komatsu i in.
opracowali KCM-1, ktéra moze wykrywaé Ca*" i Mg [68].
Czasteczka sklada sie z fluoroforu kumarynowego i potaczo-
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Rycina 13. Struktury sond odwracalnych wraz z wykrywanymi analitami. Wyszczegélnione kolorem elementy czasteczek przedstawiajg ich czes¢ odpowiedzialng za
emisje wraz z potencjalnym kolorem fluorescencji. Symbole zaréwek przedstawiajg kolory emisji w odpowiedzi na wybrany analit, podczas gdy zaréwka biala oznacza
czasteczke nieaktywna (brak emisji). Czerwona linia dla sondy NABI symbolizuje powstanie sztywnej supramolekularnej struktury dzieki wigzaniom wodorowym.

nych z nim dwéch motywoéw wiazacych (jednego dla jonéow
wapnia i jednego dla jonéw magnezu). Kompleksowanie
Ca?" powoduje przesuniecie hipsochromowe absorpcji (o 45
nm), jak i niewielkg zmiane dlugoéci emisji (o 5 nm) poprzez
mechanizm wewnatrzczasteczkowego przeniesienia tadun-
ku, tzw. ICT (ang. intramolecular charge transfer). Zwiazanie
magnezu powoduje przesuniecie absorpcji o 21 nm i emisji
0o 5 nm w prawo. Obserwacja odpowiedzi fluorescencyjnej
przy trzech dlugosciach fali wzbudzenia umozliwilta pomiar
stezenn Ca?* i Mg** w symulowanych warunkach biologicz-
nych in vitro. Po tych wezesnych przyktadach opublikowano
kilka kolejnych sond do jednoczesnego wykrywania dwéch
analitow poprzez mechanizm koordynagji, ale tylko kilka z
nich z powodzeniem zidentyfikowalo jednoczesna obecnos¢
dwoch jonéw metali. Ponizej przedstawiono kilka istotnych
przykladéw takich sond. Sonda oparta na rezonansowym
przeniesieniu energii fluorescencji, tzw. FRET (ang. Forster
resonance energy transfer, fluorescence resonance energy transfer)
do wykrywania zaréwno Fe* jak i Hg?* zostala zaprojekto-
wana przez Zhou i in. [69]. Zawiera ona tryptofan (donor 1),
dansyloamid (akceptor 1, donor 2) i rodamine B (akceptor 2).
Czasteczka moze by¢ wzbudzana odpowiednio przy 290 nm
(wzbudzenie tryptofanu), 330 nm (wzbudzenie dansyloami-
du) oraz 550 nm (wzbudzenie rodaminy). Hg?* wygasza flu-
orescencje dansyloamidu przy 510 nm, ale Fe** otwiera pier-
Sciet rodaminy i nastepuje emisja przy 580 nm. Zatem gdy
dochodzi do chelatowania obu kationéw, tylko rodamina B
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emituje $wiatlo przy wzbudzeniu przy 550 nm. Niestety wy-
soka energia wzbudzenia (promieniowanie UV) ogranicza jej
zastosowanie w modelach biologicznych. Kolejna dwuana-
litowa sonda to M201-DPA [70]. Zostala z sukcesem wyko-
rzystana do selektywnego oznaczania Cu** lub Zn**. Ponadto,
wykazuje duze przesuniecie Stokesa do ~150 nm, wygasza-
nie fluorescengji przy 524 nm dla Cu*" i wzmocnienie fluore-
scencji przy 448 nm dla Zn?*. Ostatni przyktad to sonda FOB,
ktora emituje fluorescencje przy 464 nm dla AI’* i przy 512
nm dla Zn* w ludzkich komérkach raka okreznicy [71].

Sondy reagujace na kation metalu i okreslony anion
mozna takze znalez¢é w literaturze, cho¢ nie jest to czesty
przyklad. Do takich sond naleza BPC [72] i NABI [73].
Czasteczka BPC oparta na koniugacie 1,1'-bi-2-naftolu i pi-
renu wykazuje wysoka selektywnos¢ wobec jonéw Ag* i
CO,>. Mechanizm wygaszania fluorescencji jest zwigzany
z wystepowaniem efektu fotoindukowanego przeniesie-
nia elektronu, tzw. PeT (ang. photo-induced electron transfer)
oraz efektem ciezkiego atomu. Z kolei NABI, sonda na ba-
zie benzimidazolu oraz naftalenu jest w stanie wykrywac
Zn*" i N, niezaleznie, kolejno poprzez polaczenie zaréwno
chelatowania, jak i tworzenie sztywnego zespotu supramo-
lekularnego wspomaganego tworzeniem wigzani wodoro-
wych. Niemniej, biologiczne znaczenie wiekszosci par ka-
tion-anion nie zostalo wyrazZnie zdefiniowane, podobnie jak
ich zastosowanie w modelach biologicznych w praktyce, co
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wynika m.in. z trudnosci w selektywnym wiagzaniu jonéw
metali w zlozonym Srodowisku wewnatrzkomérkowym
zawierajgcym bardzo wiele potencjalnych interferentow.
Wymienione do tej pory odwracalne dwuanalitowe sondy
zostaly przedstawione na rycinie 13.

NIEODWRACALNE DWUANALITOWE
SONDY FLUORESCENCY]JNE

Nieodwracalne wykrywanie za pomoca sond fluorescen-
cyjnych, ktore celuja w wybrane organelle i wykrywaja anality,
najczesciej obejmuje reakcje miedzy analitem a odpowiadajaca
mu czasteczka wykrywajacg, ktéra trwale zmienia strukture
tego ostatniego. W tej sekgji za nieodwracalne sondy uznaje-
my te, ktére wykazuja przynajmniej jedna nieodwracalna inte-
rakcje z jednym z dwoch analitéw, zatem przedstawimy tutaj
takZze wspomniane wczeéniej tzw. ,,sondy mieszane”.

W ostatnich latach odnotowano zwigkszenie liczby no-
wopublikowanych sond dwuanalitowych dla par zwigz-
koéw chemicznych, ktére moga by¢ zaangazowane zaréwno
w procesy fizjologiczne, jak i patologiczne, w celu lepsze-
go zrozumienia w jaki sposéb te anality ze soba wspol-
dzialaja. Przykiadowo, utrzymanie réwnowagi redoks
i odpowiedniego wewnatrzkomoérkowego pH ma za-
sadnicze znaczenie dla homeostazy komorek, a jej zabu-
rzenie moze mie¢ gleboki wplyw na poczatek choroby i
skutecznos$¢ interwencji terapeutycznych [74]. Na row-
nowage redoks komoérek ludzkich wplywa wiele elemen-
tow, z ktérych najwazniejsze to reaktywne formy tlenu
(0,7, H,0,, HCIO i in.), reaktywne formy azotu (ONOO-,
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NO i in.), stezenie réznych form tlenu, stan kwasicy
i redoks-aktywne jony metali, zwlaszcza zelaza(1I).

W pierwszej kolejnosci skupimy sie na niedawno opu-
blikowanych sondach fluorescencyjnych, ktére wykrywa-
ja zmiany pH i jeden z wyzej wymienionych elementéw
wplywajacych na rownowage redoks. Ich struktury zostaty
przedstawione na rycinie 14. Czasteczka HPFR sklada sie
z trzech gtéwnych czesci: grupy kierujacej do lizosomoéw,
azobenzenu jako grupy wygaszajacej, czesci wykrywajacej
zmiany pH i obecnoé¢ azoreduktazy (spirolaktam antocyja-
nidyny) [65]. Redukcja HPFR w warunkach niedotlenienia
jest katalizowana przez nitroreduktaze, uwalniajac nieflu-
orescencyjny spirolaktam antocyjanidyny, ktéry moze by¢
zalezny od pH i odwracalnie zmieniony we fluorescencyjna
forme otwartg. Jednak ze wzgledu na silny efekt wygasza-
nia przez azobenzen w warunkach normoks;ji (tj. zwyklego,
fizjologicznego poziomu tlenu), pozostaje on niefluorescen-
cyjny niezaleznie od jego statusu kwasowego lub zasado-
wego. Innym przykladem tego typu sondy jest ONOO-Ly-
sopH na bazie rodaminy, ktéra jest w stanie $ledzi¢ zmiany
lizosomalnego pH i poziom ONOO-, wykazujac fluorescen-
¢je NIR przy 686 nm i 678 nm odpowiednio przy kwasowym
i fizjologicznym pH [64]. Shi i in. opracowali CS, czasteczke
ukierunkowana na lizosomy do wykrywania pH i HCIO w
zywych komoérkach [63]. Jako grupe rozpoznajaca HCIO za-
stosowano dimetylotiokarbaminian (DMTC) ze wzgledu na
jego szybka i selektywna reakcje utleniania pod wplywem
tej czasteczki sygnalowej. Morfolina zostala uzyta nie tylko
jako jednostka prowadzaca do wnetrza lizosomoéw, ale tak-
zZe jako reporter pH, wraz z fenolowa grupa hydroksylowa.
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Rycina 14. Struktury sond nieodwracalnych wraz z wykrywanymi analitami. Wyszczegélnione kolorem elementy czasteczek przedstawiajg ich czes¢ odpowiedzialng za
emisje wraz z potencjalnym kolorem fluorescencji. Symbole zaréwek przedstawiajg kolory emisji w odpowiedzi na wybrany analit, podczas gdy zaréwka biala oznacza
czgsteczke nieaktywng (brak emisji). Jasnoniebieski kolor zaréwki przedstawia malg intensywno$¢ emisji niebieskiej, rézowy za$ emisji czerwonej. azo - azoreduktaza;

MAO-A - oksydaza monoaminowa A; 3-gal - B-galaktozydaza.
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Wykrywanie analitow przez sonde CS obejmuje utlenia-
nie i oddzielanie grupy DMTC przez HCIO, co prowadzi
do zmian fluorescencji w réznych warunkach pH, ktére
wykazuja maksimum emisji fluorescencji tylko w niskim
pH (przypadek odpowiedzi typu turn-on dla srodowiska
kwasowego). ANET to wrazliwa na pH sonda ukierunko-
wana na mitochondria [61]. Zostala ona wykorzystana do
specyficznego obrazowania aktywnosci oksydazy mono-
aminowej A (MAO-A) w kilku liniach komérkowych. Tryb
wykrywania ANET opiera sie na modulowaniu efektu we-
wnatrzczasteczkowego przeniesienia tadunku (ICT). Feno-
lowe grupy hydroksylowe produktu otrzymanego po uwol-
nieniu czgsteczki propyloaminy sa deprotonowane w alka-
licznym $rodowisku mitochondriéw, wzmacniajac efekt
ICT. W ten sposob sonda wykazuje odpowiedz fluorescen-
cyjna przy 700 nm w obecnosci MAO-A w mitochondriach.
Chen i in. zaprojektowali czutg na pH sonde fluorescencyj-
na MLC do wykrywania i obrazowania p-galaktozydazy
(P-gal) w lizosomach [66]. Jej czasteczka sklada si¢ z miejsca
rozpoznawania [-gal, ktére jednoczesnie wygasza emisje
fluoroforu, pochodnej naftalimidu (w procesie PeT). Hydro-
liza wigzania glikozydowego przez p-gal uwalnia uproto-
nowang forme MLC, tj. MLC-OH (ze wzgledu na kwasowe
pH lizosomalne). MLC-OH wykazuje zwiekszona emisje
fluorescencji z powodu zablokowania zjawiska wygaszania
fluorescencji na bazie mechanizmu PeT. RTFt1 zostal zapro-
ponowany do jednoczesnego wykrywania zaréwno Fe?, jak
i HZOZ, ktore, jak sie uwaza, przyczyniaja sie do uszkodzen
i $mierci komoérek zaleznych od reaktywnych form tlenu
[74, 75]. Dzialanie tej sondy opiera sie na chelatowaniu jonu
Fe poprzez otwarta forme pierscienia spirolaktamowego
w pierwszym etapie odpowiedzi. Pieréciers ten moze przyj-
mowac otwartg forme zaréwno przez efekt dzialania grup
hydrazydowych, jak i tiolowych. Drugi etap reakcji obejmu-

je hydrolize wigzania amidowego in situ w obecnosci H,0,,
ktéra wytwarza OH: i *OH, a takze uwalnia fluorescencyjna
rodamine B, wykazujaca maksymalng intensywno$¢ fluore-
scencji (200-krotny wzrost) w poréwnaniu do wyjéciowej
formy sondy (niechelatowanej i/lub chelatowanej). Warto
zaznaczy¢, ze istnieje mozliwos¢ interferencji z kwasem
podchlorawym, dlatego weryfikacja selektywnosci wyma-
galaby takze dodatkowych testéw w obecnosci ClO-. Jesli
mowa o sensorach ClO-, opracowano zestaw sond, ktére
zostaly niedawno opublikowane przez Chen i in., umozli-
wiajacych sekwencyjne wykrywanie HS i CIO zaréwno w
komoérkach, jak i w organizmach myszy [76]. Reaktywnos¢
na HS i ClO" opiera sie w nich odpowiednio na substytucji
nukleofilowej i reakcji tworzenia pierécienia tiofuranowego.

Dwie ciekawe sondy do wykrywania adenozynotrifos-
foranu (ATP) i innych specyficznych zwiazkéw chemicz-
nych to sonda Fang i in. [77] oraz sonda ATP-LW Wu, L. i
in. [78]. Czasteczka otrzymana przez Fang i in. umozliwia
jednoczesne wykrywanie NTR (nitroreduktazy) i ATP, co
pozwolilo dojs¢ do wniosku, Ze wewnatrzkomérkowe NTR
i ATP wykazuja niekorzystny trend zmian podczas proce-
su niedotlenienia i dodatkowo ATP moze stuzy¢ jako nowy
wskaznik niewystarczajacej iloéci tlenu w komoérkach. Ta
dwuanalitowa sonda sklada si¢ z dwéch reaktywnych cze-
Sci, ktore sg wzbudzane przy dwoéch réznych dtugosciach
fal: 4-hydroksy-1,8-naftalimidu (A= 488 nm, A__= 568 nm) i
pierscienia rodaminy (A_= 520 nm, )\ =587 nm) odpowied-
nio do wykrywania NTR i ATP. W obecnosci NTR, podjed-
nostka pochodnej naftalimidu wykazuje zwigkszong emisje
fluorescencji; z drugiej strony, obecnos¢ samego ATP powo-
duje otwarcie pierscienia rodaminy i emisje fluorescencji.
Jing iin. przedstawili sonde Mito-CM-CD do jednoczesnego
wykrywania GSH 1 ONOO" o ulepszonej czutosci i selektyw-
noéci w poréwnaniu z analogicznymi sondami opublikowa-
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Rycina 15. Struktury sond nieodwracalnych wraz z wykrywanymi analitami. Wyszczegélnione kolorem elementy czasteczek przedstawiajg ich czes¢ odpowiedzialng za
emisje wraz z potencjalnym kolorem fluorescencji. Symbole zaréwek przedstawiaja kolory emisji w odpowiedzi na wybrany analit, zaréwka biata oznacza czasteczke nie-
aktywna (brak emisji), zaréwka szara eliminacje danej czesci struktury w odpowiedzi na analit. R6zowy kolor zaréwki przedstawia mata intensywnos¢ emisji czerwone;j.

ATP - adenozyno-5'-trifosforan; GSH - glutation.
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nymi wczeéniej [62]. Oddzielne wykrywanie GSH i ONOO
w fizjologicznym pH uzyskuje sie dzieki podwdjnej diugo-
Sci fali wzbudzenia i podwoéjnej dtugosci fali emisji. Diugo-
§ci jej fali wzbudzenia wynosza odpowiednio 410 nm i 500
nm. Co wiecej, jednoczesne wykrywanie mitochondrialnego
GSH i ONOO jest mozliwe dzigki zintegrowanemu mecha-
nizmowi ICT-FRET. ONOO" zostal réwniez wykryty wraz
z H 0, przez sonde THMP [79]. Sonda ta jest szczeg6lnie
interesujaca, poniewaz wykorzystano rézng reaktywnosc
zastosowanych w sensorach boronianéw wobec wybranych
czgsteczek sygnatowych. THMP zostala zaprojektowana
w sposob umozliwiajacy selektywna utleniajaca dysocjacje
wigzania, uwalniajac dwa rézne fluorofory w zaleznosci od
analitu, gdzie oba z nich wykazuja emisje fluorescencji przy
dwoch réznych diugosciach fali. Jednoczesne wykrywanie
H,0, i SO, zostalo przeprowadzone z uzyciem sond zaréw-
no bez ukierunkowania na organelle (BI oraz BBI [80]), jak
i z ukierunkowaniem na mitochondria (DCA-Bba [81] oraz
Mito-BHY [82]). Ostatnia z nich jest szczegélnie interesuja-
ca, poniewaz wykazuje trzy rézne emisje fluorescencji (nie-
bieska, zielona i czerwong) w zaleznosci od otrzymanej w
wyniku interakcji z analitem struktury. Emisja czerwona
jest wynikiem wzbudzenia niezmienionego rozszerzonego
ukladu n-sprzezonego Mito-BHY, zielona przez przerwany
uktad n-sprzezony w wyniku odwracalnej reakgji z SO,, a
niebieska po nieodwracalnej reakcji z H,0,. Wybrane sondy
z tego rozdziatu zostaly przedstawione na rycinie 15.

W niektorych przypadkach niezwykle wazne jest wykry-
wanie zwigzkéw chemicznych szkodliwych dla organizmoéw
zywych. Przyklady takich sond zostaly przedstawione na
rycinie 16. W odniesieniu do tego aspektu opracowano kil-
ka dwuanalitowych czasteczek do wykrywania hydrazyny
lub metalu cigezkiego oraz konkretnego anionu. Hydrazyna
(N,H,) i wodorosiarczyn (HSO,) sa rozpoznawane przez
sondy TPA-CHO [83] i BAPCP [84]. Pierwsza z nich wykazu-

je emisje fluorescencji przy dwoch réznych dlugosciach fali,
gdy reaguje z ktérymkolwiek z analitéw, a druga wykazuje
zmiane stosunku intensywnoéci fluorescencji w dwoéch réz-
nych dlugosciach fali (tzw. reakcje , r6znicowa”) NIR dla hy-
drazyny i zanik emisji dla HSO,". Hydrazyna i ClO" sa takze
wykrywane w komorkach za pomoca sondy PT [85]. Z kolei
kation metalu ciezkiego Hg?* i anion CIO- byly monitorowa-
ne w komoérkach za pomoca czasteczki PTB poprzez tworze-
nie stabilnego kompleksu z jonem metalu w stosunku koor-
dynagji 2:1 i nieodwracalna reakcje z C1O- [86].

DWUANALITOWE SONDY BIOLUMINESCENCY]JNE

Obrazowanie bioluminescencyjne i analityczne testy bio-
luminescencyjne to nieinwazyjne i czule techniki szeroko
stosowane w badaniu proceséw biologicznych in vitro oraz
in vivo. Zjawisko bioluminescencji to proces generowania
$wiatta (fotonéw) w wyniku enzymatycznej reakcji utlenia-
nia substratu (lucyferyny) pod wplywem enzymoéw zwanych
lucyferazami. Pozwala ono na prosta iloéciowa ocene sygna-
tu, ktory jest zalezny przede wszystkim od stezenia enzymu
i substratow. Bioluminescencja wystepuje naturalnie w sze-
regu organizméw, w tym m.in. glonach, meduzach czy owa-
dach. Trzy najczesciej stosowane lucyferazy w badaniach
biologicznych to lucyferaza $wietlika (Fluc, ktérej natural-
nym substratem jest D-lucyferyna), lucyferaza Renilla (Rluc
z koelenterazyna jako substratem) i NanoLuc (laboratoryjnie
zoptymalizowana i zminiaturyzowana lucyferaza Nluc z fu-
rymazyna i pochodnymi jako substratami) [5,87,88].

Do kluczowych zalet bioluminescencji nalezg wyso-
ka czulosé i biokompatybilnoéé. Umozliwia to badaczom
monitorowanie subtelnych zmian aktywnosci biologicznej
in cellulo i in vivo, zapewniajac cenny wglad w podstawowe
procesy biologiczne. Zjawisko bioluminescencji nie wyste-
puje naturalnie w komorkach ssaczych, w przeciwieristwie
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Rycina 16. Struktury wybranych nieodwracalnych sond wraz z wykrywanymi analitami. Wyszczegélnione kolorem elementy czasteczek przedstawiajq ich czeé¢ odpo-
wiedzialng za emisje wraz z potencjalnym kolorem fluorescencji. Symbole zaréwek przedstawiaja kolory emisji w odpowiedzi na wybrany analit, zaréwka biata oznacza

czasteczke nieaktywna (brak emisji).
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Rycina 17. Mechanizm bioluminescencji D-lucyferyny. Opis procesu przedstawiony zostat w tekscie.

do szeregu endogennych fluoroforéw odpowiedzialnych za
autofluorescencje (jak np. reszty aminokwaséw czy DNA,
a takze kofaktoréw enzymatycznych i witamin opartych
o nikotynamid, flawiny czy tez retinol - w praktyce auto-
fluorescencja komoérkowa, za wyjatkiem wyspecjalizowa-
nych typéw komorek, jak np. melanocyty, pojawia sie w
pomiarach wykorzystujacych fale wzbudzenia krétsze niz
480 nm - 500 nm). Dzieki temu sygnal bioluminescencyjny
zazwyczaj charakteryzuje sie wyzszym stosunkiem sygnatu
do szumu niz sygnat fluorescencyjny. Co wiecej, biolumi-
nescencja nie wymaga wzbudzenia zewnetrznym Zrédtem
swiatla (gdyz powstaje w wyniku reakcji enzymatycznej).
Zmniejsza to potencjalna fototoksycznoéé i pozwala na
detekcje sygnaléw w bardziej ztozonych prébkach (w tym
in vivo), a takze obserwacje sygnatu przez dltuzszy czas niz
fluorescencja, bez uszkadzania komérek. Obrazowanie bio-
luminescencyjne jest przez to réwniez odpowiednia techni-
ka do obrazowania komérek wrazliwych na $wiatto [5,89].
Ma ono jednak kilka ograniczeri, m.in. wymaga uzycia
transgenicznych linii komérkowych lub modeli zwierze-
cych z ekspresja enzymu lucyferazy albo zewnetrznego do-
starczenia enzymu do ukladu. Ze wzgledu na udziat tlenu
w procesie utleniania substratu i tym samym generowania
sygnatu bioluminescencyjnego, jego poziom moze wplywac
na poziom sygnatu, utrudniajac interpretacje. Co wiecej,
uniemozliwia to wykorzystanie bioluminescencji w ukfa-
dach z bardzo niskim stezeniem (lub brakiem) tlenu (np.
mikroorganizmach beztlenowych). W przeciwienistwie do
obrazowania fluorescencyjnego, brak zewnetrznego wzbu-
dzenia, a zatem kontroli miejsca, w ktérym sygnat jest emi-
towany, powoduje znacznie mniejsza rozdzielczos¢ prze-
strzenna. Z uwagi na fakt, ze bioluminescencja jest genero-
wana tylko tak ditugo, jak dostepny pozostaje substrat, moze
to utrudniaé dltugotrwate obrazowanie (w przeciwienstwie
do fluorescencji, ktéra mozna wzbudzac i mierzy¢ takze po
ustaniu reakcji enzymatycznej, pod warunkiem stabilnosci
powstajacego produktu).

Intensywne badania z ostatnich lat nad powiekszeniem
wachlarza dostepnych substratéow bioluminescencyjnych
[90] doprowadzily m.in. do opracowania par lucyferyna-
-lucyferaza emitujacych Swiatto przesuniete ku czerwieni
(a zatem bardziej przenikalne przez tkanki i biokompatybil-
ne) oraz przede wszystkim maskowanych lucyferyn, ktére
dzialaja jak sondy responsywne. Te narzedzia stworzyly
zupelnie nowe mozliwosci wykorzystania bioluminescencji
do wykrywania (podobnie jak sondy fluorescencyijne) wie-
lu celéw molekularnych, w tym enzymoéw, zwiazkéw ma-
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toczasteczkowych, a nawet substancji nieorganicznych jak
jony metali czy wolne rodniki [87,90].

Substraty bioluminescencyjne mozna przeksztalcic w
sondy do wykrywania aktywnosci (ang. activity-based sen-
sing, ABS) réznych analitow. Sondy ABS wykorzystuja
strategie maskowania, w ktérej lucyferyny sa blokowane
poprzez przylaczenie grupy reaktywnej wrazliwej na doce-
lowy analit (np. enzym lub mata czasteczke). W tym , ma-
skowanym” stanie grupa reaktywna utrudnia interakcje
miedzy lucyferyna a lucyferazg, zapobiegajac emisji Swiatla.
Grupy te moga by¢ przylaczone w pozycji 6'-OH lub 6’-NH,
odpowiednio dla D-lucyferyny lub D-aminolucyferyny oraz
w pozycji 4-COOH dla obu z pochodnych lucyferyny. Gdy
docelowy analit wchodzi w interakcje z grupa reaktywna
i rozszczepia ja, tworzona jest wolna lucyferyna (Ryc. 17)
[91]. Powstala czasteczka przechodzi serie reakcji enzyma-
tycznych, w tym adenylacje i utlenianie, w wyniku czego
powstaje krotkotrwaly, czterocztonowy cykliczny poétpro-
dukt dioksetanonu. Ten zwigzek posredni ulega nastepnie
dekarboksylacji, prowadzac do powstania oksylucyferyny
w stanie wzbudzonym. Gdy ten stan wzbudzony relaksu-
je sie z powrotem do stanu podstawowego, emituje foton,
wytwarzajac sygnal w postaci luminescencji. Intensywnos¢
tego sygnatu jest proporcjonalna do ilosci odblokowanej
wczeéniej maskowanej grupy, a zatem stuzy jako funkcjo-
nalny wskaznik aktywnosci docelowego analitu [92].

Obecnie w literaturze opisano jedynie kilka dwuanalito-
wych sond bioluminescencyjnych. Wszystkie one jak dotad
opieraja sie na systemie lucyferazy Fluc $wietlika Photinus
pyralis, ktéry pozostaje wciaz najbardziej rozpowszechnio-
nym w zastosowaniach bioanalitycznych. Lucyferaza $wie-
tlika (Fluc) to bialko o masie 61 kDa, ktore historycznie zdo-
minowato dziedzine obrazowania bioluminescencyjnego
in vivo ze wzgledu na wyjatkowa zdolnos¢ penetracji tkanek
w polaczeniu z jej specyficznym substratem, D-lucyferyna
(Ryc. 18). Enzym ten zostal wyizolowany z pétnocnoame-
rykanskiego swietlika P. pyralis i jest jednym z pierwszych
tego typu systemow, ktére zostaly opisane i scharakteryzo-
wane. Bioluminescencja D-lucyferyny wymaga aktywacji
przez ATP przed utlenieniem i jonéw Mg*" jako kofaktora.
Warto podkreslié, ze D-lucyferyna charakteryzuje sie lep-
szg rozpuszczalnoscia w wodzie i nizsza toksycznoscia niz
inne lucyferyny, takie jak koelenterazyna, substrat dla lu-
cyferazy Renilla. Co wiecej, D-lucyferyna wykazuje najwyz-
szg wydajnos$¢ kwantowaq i najdtuzsza fale emisji (A = 560
nm) spoéréd znanych par lucyferyna/lucyferaza, co czyni ja
idealng do obrazowania przykltadowo krwi ze wzgledu na
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Rycina 18. Struktury dwoéch mozliwych substratow dla lucyferazy swietlika Fluc:
D-lucyferyny (po lewej) oraz D-aminolucyferyny (po prawej).

zmniejszona absorpcje przez hemoglobine i tkanki (A < 500
nm). D-aminolucyferyna (Ryc. 18), syntetyczny analog D-
-lucyferyny, réwniez moze by¢ stosowana do obrazowania
bioluminescencyjnego z Fluc i ma bardziej przesunieta ku
czerwieni emisje w poréwnaniu do D-lucyferyny (A__ =600
nm), co czyni ja lepsza do zastosowan in vivo [5,93,94].

Istnieja dwie gléwne strategie, ktére mozna wyko-
rzysta¢ do opracowania dwuanalitowych sond kompa-
tybilnych z systemem Fluc (Ryc. 19): (i) poprzez przyla-
czenie dwoch grup maskujacych do substratu (D-ami-
nolucyferyny lub D-lucyferyny) [95]; (ii) poprzez zasto-
sowanie metody ,rozszczepionej lucyferyny”, w ktorej
D-aminolucyferyna lub D-lucyferyna powstaje in situ w reak-
i pochodnej 2-cyjanobenzotiazolu oraz D-cysteiny (D-Cys) w
fizjologicznym pH, po odtaczeniu obu grup maskujacych [96].

PODWOJNIE MASKOWANE SUBSTRATY
BIOLUMINESCENCY]JNE

Ponizej podano dwa przykiady, ktére wykorzystuja po-
dejécie dwuanalitowego wykrywania poprzez wykorzysta-
nie pojedynczej czasteczki D-aminolucyferyny.

Niedawno opublikowana sonda bioluminescencyj-
na FK-Luc-BH jest sonda dwuanalitowa do jednocze-
snego wykrywania katepsyny L (CTSL) i podchlorynu
(ClO) [95]. Zaréwno poziom CTSL, jak i ClIO™ sg znacznie
podwyzszone we wczesnym stadium nowotworéw ztosli-
wych. Dzieki zastosowaniu maskowania, zaprojektowano
precyzyjna sonde dziatajaca na zasadzie bramki logicznej
typu AND do obrazowania guzéw. Grupa aminowa D-ami-
nolucyferyny zostata zablokowana elementem stanowiacym
substrat FK rozpoznawany przez CTSL, a grupe karboksy-
lowa zamaskowano motywem reaktywnym wobec CIO;,
benzoilohydrazyna (Ryc. 20). Eksperymenty in vitro wy-
kazaly, ze FK-Luc-BH skutecznie przeksztalca si¢ w wolna

D-aminolucyferyne po inkubacji z CTSL i CIO;, co skutku-
je intensywnym sygnatem bioluminescencyjnym po reakcji
katalitycznej z udzialem FLuc. Selektywnos$¢ FK-Luc-BH
wobec CTSL i CIO- zostata potwierdzona poprzez monito-
rowanie odpowiedzi bioluminescencyjnej sondy na rézne
indywidua biochemiczne w roztworze. Eksperymenty na
komérkach i zwierzetach wykazaty, ze jednoczesna odpo-
wiedz na CTSL i CIO" znacznie zwigkszyla wiarygodnosé
i intensywno$¢ $wiatla wytwarzanego przez sonde w ko-
morkach 4T1-fLuc lub miejscach guza 4T1-fLuc, w poréw-
naniu do niereagujacego zwigzku kontrolnego Ac-Luc-EA.
Dodatkowo, zaobserwowano znacznie nizszy sygnat biolu-
minescencyjny w komoérkach 4T1-fLuc traktowanych jedno-
czes$nie FK-Luc-BH i zmiataczem CIO" (tauryna) lub inhibi-
torem katepsyny E-64d o szerokim spektrum dzialania, co
wskazuje na wysoka specyficznosc i doktadnosé obrazowa-
nia guza. Ta platforma typu AND moze by¢ modyfikowana
poprzez zastapienie grup maskujacych D-aminolucyferyne
(t. FK i benzoilohydrazyny w tym badaniu) innymi grupa-
mi, dzieki czemu mozna ja zastosowaé do obrazowania in-
nych choréb réwniez w sposéb dwuanalitowy.

Drugim przykladem podwéjnie maskowanej lucyfery-
ny jest sonda bioluminescencyjna AcAH-Luc do jednocze-
snego wykrywania karboksyloesterazy (CES) i deacetylazy
histonowej (HDAC) (Ryc. 21). Oba te enzymy ulegaja nad-
ekspresji w nowotworach zlodliwych. AcAH-Luc okazatla sie
skuteczna in vitro w wykrywaniu CES i HDACS6, specyficz-
nego typu HDAC. Eksperymenty komérkowe wykazaly, ze
bioluminescencja AcAH-Luc w komoérkach MDA-MB-231
byla gléownie spowodowana aktywnoscia CES i HDAC, z
ktérych kazda posiadata niemal réwny udziat przy wzmac-
nianiu sygnatu. Wyniki eksperymentéw in vivo wskazuja, ze
okolo polowa i jedna trzecia sygnatu bioluminescencyjnego
AcAH-Luc byla spowodowana odpowiednio aktywnoscig
CES i HDAC w nowotworach. Autorzy sugeruja, ze AcAH-
-Luc moze by¢ potencjalnie wykorzystywany do pomiaru
i obrazowania aktywnosci CES i HDAC w przyszlosci, co
moze pomdc w precyzyjnej diagnostyce nowotworéw zto-
sliwych [97]. Nalezy jednak podkresli¢, ze czesciowa akty-
wacja pojedynczym enzymem moze powodowacé trudnosci
interpretacyjne w przypadku wzrostu sygnatu, gdyz jego
przyczyna moze by¢ zaréwno obecnosé obu enzymoéw, jak i
wieksze stezenie jednego z nich.
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Rycina 19. Strategie opracowywania sond z dwoma analitami dla obrazowania bioluminescencyjnego opartego na Fluc. Po lewej: maskowanie D-lucyferyny dwoma
grupami maskujacymi. Po prawej: wykorzystanie reakcji rozszczepienia lucyferyny poprzez maskowanie dwoch specyficznych fragmentéw, ktére tworza D-lucyferyne
in situ po usunieciu grup maskujacych. D-Cys - D-cysteina; OH-CBT - hydroksycyjanobenzotiazol.
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Rycina 20. Mechanizm dziatania sondy FK-Luc-BH. Czesci responsywne wobec CTSL i CIO- zaznaczone sa odpowiednio na czerwono i niebiesko. CTSL - katepsyna L.

Na podstawie [95].
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Rycina 21. Mechanizm dziatania sondy AcAH-Luc. CES - karboksyloesteraza; HDAC - deacetylaza histonowa. Na podstawie [97].

STRATEGIA ROZSZCZEPIONE] LUCYFERYNY

Drugie podejécie do dwuanalitowej detekcji obejmuje
metode roszczepionej na dwa elementy lucyferyny. Meto-
da ta wykorzystuje dwa fragmenty substratu biolumine-
scencyjnego, ktére nie wytwarzaja sygnalu bioluminescen-
cyjnego, a mianowicie pochodna D-cysteiny (D-Cys-X) i
hydroksy/amino-cyjanobenzotiazol (HO-CBT/H,N-CBT).
HO-CBT/H,N-CBT nie posiada kluczowej grupy karboksy-
lowej niezbednej do rozpoznania przez enzym lucyferaze,
podczas gdy D-Cys posiada brakujaca grupe karboksylo-
wg, ale nie posiada pozostalych elementéw strukturalnych
lucyferyny. Oba te fragmenty sa maskowane i niezaleznie
dostarczane do miejsca docelowego. Co wiecej, pozostaja
one biologicznie nieaktywne, dopdki nie pojawi sie okreslo-
ny docelowy analit. Czynnikiem wyzwalajacym moze by¢
enzym lub biomolekuta, ktéra hydrolizuje obie grupy ma-
skujace, uwalniajgc zaréwno wolny fragment D-Cys, jak i
CBT. Po odblokowaniu, fragment D-Cys ulega selektywnej
i bioortogonalnej reakcji w fizjologicznym pH z fragmen-
tem HO-CBT/H,N-CBT, w wyniku czego powstaje funkcjo-
nalna D-aminolucyferyna. Ta nowo utworzona lucyferyna
moze by¢ nastepnie rozpoznana i wykorzystana przez lu-
cyferaze do generowania bioluminescencji. Intensywnos¢
emitowanego Swiatla jest proporcjonalna do ilosci utworzo-
nej lucyferyny, odzwierciedlajac aktywnos¢ elementéw wy-
zwalajacych reakcje polaczenia obu fragmentéw. Z uwagi
na fakt, ze obie czesci lucyferyny musza by¢ aktywowane,
aby doszlo do odtworzenia substratu, sygnal biolumine-
scencyjny powstaje jedynie w przypadku obecnosci obu
celéw molekularnych. Pozwala to na bardziej wiarygodne
potwierdzenie wspoétwystepowania obu analitéw. Metoda
ta zostata opisana w 2013 r. przez Van de Bittnera i in. dla
podwdjnego wykrywania H,0, i kaspazy 8. Okazala sie ona
skuteczna dla eksperymentéw in vitro, in cellulo oraz in vivo
(Ryc. 22) [96]. W tym przypadku, HO-CBT jest maskowany
pochodna kwasu 4-(metylo)fenyloboronowego reagujaca
na nadtlenek wodoru, ktéra to czeé¢ po wykryciu analitu
ulega eliminacji. D-Cys jest zablokowana sekwencja tetra-
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peptydows (z-IETD) rozpoznawang przez kaspaze 8, ktory
to enzym hydrolizuje wigzanie amidowe miedzy D-Cys a
ostatnim aminokwasem sekwencji tetrapeptydowej, uwal-
niajgc czasteczke D-Cys. Gdy oba te fragmenty zostana
uwolnione, reaguja, tworzac D-lucyferyne, ktéra moze na-
stepnie dalej wejs¢ w interakcje z lucyferazg, dajac w rezul-
tacie sygnal bioluminescencyjny.

W poréwnaniu z tradycyjnymi metodami obrazowania
bioluminescencyjnego, podejscie oparte na rozszczepionej lu-
cyferynie zapewnia lepsza redukcje tta. Jest to mozliwe dzieki
temu, ze fragmenty lucyferyny sa nieaktywne do momentu
napotkania obu analitéw, co minimalizuje luminescencje tta
wynikajaca z niespecyficznie uwalnianej lucyferyny. Prowa-
dzi to do wyzszego stosunku sygnalu do szumu, zwiekszajac
czulos¢ i specyficznos¢ techniki obrazowania [96]. Wykorzy-
stanie dwoch oddzielnych fragmentow, kazdy blokowany
indywidualnie, przypomina jednak bardziej zastosowanie
dwoch jednoanalitowych sond fluorescencyjnych, a zatem
moze si¢ wigzac¢ z ograniczeniami wynikajacymi z réznej lo-
kalizacji i metabolizmu kazdej z czesci.

PODSUMOWANIE

Sondy luminescencyjne ciesza sie ogromnym zainte-
resowaniem spolecznodci naukowej juz od kilku dekad.
Zapewniaja one wyjatkowa mozliwosé¢ przyjrzenia sie za-
awansowanym procesom wewnatrzkomérkowym z ro-
snaca rozdzielczoscig i wiarygodnoscia. W celu lepszego
zrozumienia zlozonych zaleznosci réznych elementéw ko-
moérkowych w procesach fizjologicznych i patologicznych,
od kilku lat znacznie zintensyfikowano badania nad opra-
cowaniem i wykorzystaniem tzw. sond wieloanalitowych,
pozwalajacych na Sledzenie wiecej niz jednego celu mole-
kularnego/parametru mikrosrodowiska jednoczesnie. Ten
artykut ma na celu przyblizenie czytelnikom tych nowych,
wiarygodnych i obiecujacych narzedzi.
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Rycina 22. Dwuanalitowa detekcja przy uzyciu rozszczepionej lucyferyny do wykrywania nadtlenku wodoru i kaspazy 8. Z-IETD - sekwencja tetrapeptydowa rozpozna-

wana przez kaspaze 8. Na podstawie [96].

Skutecznos$¢é w projektowaniu dwu- oraz tréjanalitowych
sond niewatpliwie oferuje unikalng perspektywe bardziej
kompleksowego badania proceséw molekularnych. Nalezy
jednak zdawac sobie sprawe ze zlozonosci zadania, wyni-
kajacej ze zwielokrotnienia liczby docelowych analitow
lub zmian w mikrosrodowisku. Jak dotad opublikowano
kilka artykutéw przegladowych podsumowujacych temat
projektowania sond responsywnych, szczegélowo omawia-
jacych niuanse tego procesu [6,7,98]. Co wiecej, wachlarz
dostepnych luminoforéw roénie z kazdym rokiem, dajac
mozliwoé¢ tworzenia bibliotek zwiazkéw obejmujacych
widzialng cze$¢ widma i podczerwien. Z uwagi na fakt,
iz wiekszos¢ proceséw zachodzacych w pojedynczych ko-
moérkach wymaga obecnosci wielu analitéw, wykorzystanie
sond wieloanalitowych bedzie dalej dynamicznie rosto. To
pozwoli nie tylko na lepsze zrozumienie proceséw chorobo-
wych, ale tez wesprze¢ dynamiczny rozwéj koncepcji me-
dycyny precyzyjnej (spersonalizowanej).
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ABSTRACT

Luminescence has found wide application in biology, biotechnology and medicine. In particular, fluorescent and bioluminescent probes al-
low the visualization of molecular targets at the cellular level, and even macromolecules or single small-molecule analytes. The most reliable
tools for visualizing molecular targets include the so-called responsive probes that change the intensity and color of the emitted signal after
interaction with a given analyte (molecular target). The majority of responsive probes described so far in the literature allow for the reliable
detection of a single analyte. Meanwhile, most of the processes occurring in the human body involve many elements at the same time. To bet-
ter understand and study these mechanisms, it is possible to use several responsive probes at the same time, or the so-called multi-responsive
and multi-analyte probes. The use of the latter increases the reliability of the obtained results and facilitates their interpretation. The article
will discuss examples of multi-analyte probes divided according to their response mechanism and detected changes inside the cell.
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