Veédci z Brna odhalili strukturu nejzariveéjsiho
enzymu. Umi jej rozsvitit jesté intenzivnéji a
vpravit do lidské bunky

25.1.2024 - | Fakultni nemocnice u sv. Anny
Kreveti luciferaza je tou nejzarivéjsi. A ted uz vime, jak funguje

Odhalit podstatu tohoto enzymu se desitky let pokouseli védci po celém svéte, podarilo se to ale az
teprve nedavno vyzkumniktim z Brna. Jednu z nejmensich, ale zaroven nejzarivéjsich enzymovych
celebrit, tzv. nanoluciferazu, izolovali z hlubokomorské krevety Oplophorus gracilirostris.

Kdyz drava ryba dostane na tuto krevetu chut, ona jako obranny mechanismus vystrikne do svého
okoli vysoce viskdzni sekret, ktery se zdhy proméni v ohromujici svételnou show. Zatimco je predator
zaskoceny timto podvodnim ohnostrojem, kreveta ziskava cenny Cas, aby se zachranila.

Diky své skutecCné malé velikosti se enzym nanoluciferaza tési velké oblibé, a védci a inzenyri po
celém svété ji pouzivaji pro neinvazivni zobrazovani nejruznéjsich biologickych déju. V poslednich
letech se luciferazy zacéinaji téz uplathovat ve fotodynamické terapii nddorovych onemocnéni.

»,Nicméneé i pres velkou oblibu nanoluciferazy doposud nebyl zndm molekularni princip, jak tato
nejzarivéjsi luciferaza produkuje svétlo,” vysvétluje vedouci vyzkumného tymu Martin Marek z
Loschmidtovych laboratori Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity a Mezinarodniho centra
klinického vyzkumu Fakultni nemocnice u sv. Anny a Lékarské fakulty Masarykovy univerzity.

Diky modifikaci muze enzym svitit jesté intenzivnéji

,V laboratori se ndm podarilo biochemicky pripravit nanoluciferazu v komplexu s luciferinovymi
molekulami a odhalit atoméarni struktury téchto makromolekuldrnich komplexu. Tak jsme
vizualizovali kli¢ové kroky nanoluciferazové reakce, a pochopili tak jeji reak¢ni mechanismus na
molekuldrni Grovni, tedy podstatu toho, jak nanoluciferdza sviti. A diky tomu jsme pak mohli v
molekule nanoluciferazy provést strukturni zmény, které vedly k jejimu katalytickému vylepSeni,“
dodéavaji clenové vyzkumného tymu Jana Horackova a Daniel Pluskal. Tento malicky enzym tak diky
brnénskym védciim dokaze svitit jeSté intenzivnéji. Vyzkum tym publikoval v ¢asopise Nature
Communications.

Svitici lidské bunky: Posun ve vyzkumu nadoru i novych léka

Na to, jak efektivitu upravené luciferazy zmérit a vyhodnotit, priSel Tomdas Barta, vedouci vyzkumné
skupiny Stem Cell Biology and Vision Research na Lékarske fakulté Masarykovy univerzity. ,Ve
spolupraci s Martinem Markem jsme ziskali sekvenci modifikovaného genu pro nanoluciferazu, tuto
sekvenci jsme zacClenili do lidskych bunék. Pomoci nami vyvinutého pristroje jsme podrobné zkoumali
aktivitu této upravené luciferazy. A vysledky nam ukdazaly, ze modifikovana forma je mnohem
aktivnéjsi,” vysvétluje Barta.

Objev je vyznamnym milnikem. Otevira nové moznosti vyuziti v Sirokém spektru aplikaci, od
zadkladniho vyzkumu po praktické aplikace. Ziskané poznatky prispéji k lepsimu porozuméni
mechanizmu bioluminiscence a maji potencial pro vyvoj citlivéjSich bioluminiscen¢nich reporterd.
Obrovskym krokem posune dopredu dalsi vyzkum lidskych bunék, testovani novych 1é¢iv, nové
poznatky najdou uplatnéni i v nddorové biologii nebo pri studiu exprese gent.



»,Genetické modifikace jsme mezi sebou porovnavali, hledali tu, ktera nejefektivnéji premeéni luciferin
na svétlo, tedy bude produkovat nejvice svétla z daného mnozstvi substratu,” dopliiuje.

Vyuziti nanoluciferazy je vsak mnohem Sirsi. ,Nanoluciferaza se vyuziva treba i pri neinvazivnim
monitorovani jednotlivych bunék ¢i virt. Diky ni mizeme vidét, jak se v organismu $ifi metastazujici
bunky nebo jak jim prostupuje virova infekce. Biologické procesy tak mizeme monitorovat v Case i
prostoru,” dopliuje Marek.

Levné a dostupné reseni i pro zbytek védeckého svéta

A jak aktivitu luciferinu v bunce zmérit, si vyzkumnici nenechavaji pro sebe. Vyzkumny tym Toméase
Barty predstavil open-source platformu pro konstrukci univerzalniho, levného, lehkého a prenosného
luminometru - LuminoCell, ktery lze vytisknout pomoci 3D tiskarny.

LuminoCell je schopen souc¢asné mérit signal luciferdzy v Sesti Petriho miskach. A proces to neni
vubec drahy. Odhadované néklady na sestaveni LuminoCell jsou priblizné 40 americkych dolaru,
tedy néco pres osm set korun. ,Jeho sestaveni zabere zhruba hodinu ¢asu,” doplnuje Barta. Lze jej
vyuzit v ruznych typech inkubatora pro kultivaci bunék. je schopny provadeét citlivé detekce v
realném Case.
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