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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb umozliwiajgcy wyznaczenie statych rownowagi poprzez re-
jestracje zmiany liczby emitowanych fotonéw w reakcjach tworzenia kompleksu (np. A + B = AB),
gdzie uzywany jest wytgcznie jeden fluorescencyjny substrat.
Badanie reakcji tworzenia niekowalencyjnych komplekséw jest niezbedne do zrozumienia i kon-
trolowania proceséw biochemicznych w zywych ukfadach. [1-5] Wiekszo$¢ znanych farmaceutykéw
opiera sie na reakcjach kompleksowania substanciji czynnej ze specyficznymi sktadnikami, takimi jak
A + B =AB,enzymy czy receptory. [6-9]
Stata rownowagi reakcji (K) pozwala przewidzie¢ ilo$¢, a przez to stabilnosé¢ kompleksow przy
réznych stezeniach substratow. Istnieje wiele metod wyznaczania K, ktére mozna podzieli¢ na metody
powierzchniowe (wymagajgce immobilizacji substratu na powierzchni) oraz metody mierzone bezpo-
srednio w objetosci roztworu. [10—15] Metody objetosciowe z kolei mozna podzieli¢ pod wzgledem wy-
maganej objetosci probki oraz limitu detekcji stezenia badanego sktadnika.
Jedynie metody oparte na zjawisku fluorescencji sg wystarczajgco czute, aby zmierzy¢ K bezpo-
srednio w roztworach o stezeniu subnanomolowym oraz objetosci ponizej mikrolitra. Tymi technikami
sa: spektroskopia korelacji fluorescenc;ji (ang. Fluorescence Correlation Spectroscopy, FCS), miarecz-
kowanie fluorescencyjne (Fluorescence Titration, FLT) i transfer energii rezonansu Forstera (Forster
Resonance Energy Transfer, FRET). [16—20]
W celu wyznaczenia statej rownowagi z wykorzystaniem FCS fluorescencyjny substrat oraz utwo-
rzony kompleks muszg znacznie réznic¢ sie wspotczynnikami dyfuzji. W przypadku FLT tworzenie kom-
pleksoéw, obserwowane jest na podstawie zmiany widm absorpcji i emis;ji (j. przesuniecie maksimum,
ksztattu, intensywnosci) przy réznych stosunkach substratéw. FRET natomiast stat sie ogding technikg
w pomiarach biochemicznych, poniewaz fgczy czutos¢ detekciji substratu przy stezeniach pikomolar-
nych, nanolitrowe objetosci probki oraz krotki czas naboru danych (pojedyncze sekundy) oraz mozli-
wos$¢ mierzenia bezposrednio w zywych komérkach. [21-23] Gtéwnym warunkiem zastosowania me-
tody FRET jest fluorescencyjne oznakowanie obu substratéw dwoma réznymi barwnikami (donorem
oraz akceptorem energii). Dodatkowo dwa barwniki muszg znajdowac sie w bliskim sgsiedztwie (ponizej
10 nm) w obrebie struktury kompleksu.
Celem niniejszego wynalazku byto opracowanie sposobu wyznaczania statych réwnowagi pozba-
wionego ograniczen metod znanych ze stanu techniki, ktéry umozliwia dokonanie analizy przy obser-
wagcji zmiany $wiecenia wylgcznie jednego fluorescencyjnego substratu, ktéry moze byé wybarwiony,
badz cechowac sie wiasng fluorescencjg; sposobu, ktdry nie wymaga precyzyjnej manipulacji chemicz-
nej obu substratéw, ani nie wymaga obserwowania réznicy we wspotczynnikach dyfuzji miedzy fluore-
scencyjnym substratem a kompleksem.
Cel ten zostat zrealizowany przez sposéb wyznaczania statych rownowagi wedtug niniejszego
wynalazku.
A zatem, przedmiotem niniejszego wynalazku jest sposéb wyznaczania statych rownowagi dla
reakcji tworzenia kompleksow A + B = AB, 'w ktorych jeden z substratdw jest fluorescencyjny jako taki
lub przez znakowanie, charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje etapy, w ktorych:
—  rejestruje sie catkowitg ilos¢ emitowanych fotonéw Nr przez fluorescencyjny substrat (A)
biorgcy udziat w reakcji bez obecnosci drugiego niefluorescencyjnego substratu (B),

— wyznacza sie objetos¢ konfokalng Vo podczas kalibracji systemu mikroskopii konfokalnej
w zadanych warunkach eksperymentalnych,

— wyznacza sie jasnos¢ « i stezenie poczagtkowe Ca substratu fluorescencyjnego w pojedyn-
czym pomiarze FCS zgodnie z réwnaniem (1),

N
Vora-Gy =Tf=)(o (1)
—  wyznacza sie jasnos¢ yw uktadzie, w ktérym substrat B jest w stechiometrycznym nadmia-
rze do stezenia Ca lub odwrotnie,
— do fluorescencyjnego substratu (A) dodaje sie substrat (B) w celu utworzenia kompleksu
(AB),
—  na podstawie zaleznosci
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Vo'(a'ch "‘V'C:g = ¥1 (2)
K= CABeq/( CAeq Cﬂeq),

CA = CAEq + CABEq oraz CB = Cgeq + CABEq,

Vo- a[CA _szg] [1 +£' K-(Cp - C:g)] = X1 (3)

wyznacza sie stalg rownowagi reakcji tworzenia kompleksu AB.

Korzystnie, w roztworach wodnych oraz in-vivo obiektyw mikroskopu wykorzystuje imersje wodng
(zmniejszenie Vo).

Korzystnie, w badanych uktadach obiektyw mikroskopu o powigkszeniu powyzej 60x wykorzy-
stuje imersje olejowg (zmniejszenie Vo).

Korzystnie, do rejestrowania catkowitej liczby fotondw jako detektora wykorzystuje sie detektory
lawinowe pojedynczego fotonu (SPAD) wraz z modutem do skorelowanego w czasie zliczania pojedyn-
czych fotonéw (TCSPC).

Korzystnie, fotony rejestrowane sg za pomocg matrycy fotodiodowej lub linijki diodowej PDA
w celu wykrywania i kodowania danych przestrzennych, lub rejestraciji widm emisji fluorescencji, badz
natezenia swiatta.

Korzystnie, jako zrodta Swiatta stosuje sie lasery pulsowe z mozliwoscig impulsowego przeplata-
nia (PIE) w celu doktadniejszej filtracji sygnatu.

W nastepstwie zalet i ograniczen technik fluorescencyjnych Twaorcy niniejszego wynalazku opra-
cowali sposdb wyznaczania statych rownowagi, ktory:

e umozliwia dokonanie analizy przy obserwacji zmiany swiecenia wytgcznie jednego fluore-
scencyjnego substratu. Substrat moze by¢ wybarwiony, bgdz cechowac¢ sie wiasng fluore-
scencja;

e nie wymaga precyzyjnej manipulacji chemicznej obu substratow;

¢ nie wymaga obserwowania réznicy we wspotczynnikach dyfuzji miedzy fluorescencyjnym
substratem, a kompleksem;

e polega wytgcznie na zarejestrowaniu catkowitej ilosci fotonow emitowanych w trakcie eks-
perymentu,

oraz cechuje sie

e mozliwoscig wyznaczenia statej K reakcji przy subnanomolowym stezeniu substratow,

e umozliwia analize, gdy zaréwno produkt, jak i kazdy z substratéw majg zblizony promienh hy-
drodynamiczny,

e badana probka jest ul objetosci badz mniejszej,

e kroétki czas naboru danych (pomiar zajmujacy kilka sekund),

e mozliwos¢ zaadoptowania do komercyjnych instrumentéw pomiarowych oraz eksperymen-
tow w zakresie mikrofulidyki.

Podstawg sposobu wedtug niniejszego wynalazku jest jasnos¢ molekularna (MB), ktéra jest wy-
znaczana poprzez zmierzenie catkowitej liczby emitowanych fotonéw, Nt z ogniskowej, Vo oraz stezenia
fluoroforu, C wyznaczonego z wykorzystaniem FCS, co umozliwia doktadne obliczenie MB z prostego
réwnania (N#VoC) = MB. Zmiany lokalnego srodowiska mogg sttumi¢ lub wzmocni¢ MB fluoroforu. W li-
teraturze mozna znalez¢ przyktady wykorzystania zmian MB spowodowanych lokalnymi fluktuacjami
srodowiska fluoroforu do opracowania czujnikdw lepkosci czy wskaznikdéw stezenia jonow. [24-26]
Tworcy niniejszego wynalazku wykorzystali to zjawisko obserwujgc zmiany liczby emitowanych fotonéw
w trakcie reakcji tworzenia kompleksu, stosujgc wytgcznie jeden fluorescencyjny substrat.

W celu wyznaczenia statej K reakcji A + B & AB, najpierw mierzona jest catkowita liczba emito-
wanych fotonédw Nt przez fluorescencyjny substrat (A) biorgcy udziat w reakcji bez obecnosci drugiego
niefluorescencyjnego substratu (B). Wartos¢ Nt jest proporcjonalna do czasu naboru sygnatu t oraz ste-
zenia substratu Ca o jasnosci « wzbudzonego w objetosci konfokalnej Vo. Srednig liczbe fotonéw emi-
towanych w jednostce czasu, Xo mozna zapisac jako:

N

Vora Cyi=-"1=yxo (1)
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Po dodaniu substratu (B), mozliwe jest utworzenie kompleksu (AB). W tej reakcji jedynymi sktad-
nikami fluorescencyjnymi w roztworze sg A i AB. Dlatego rownanie (1) przyjmuje postac:

Vor (@ Ci¥ +y Cig) = 11 (2)

Po utworzeniu kompleksu AB jasnosc¢ substratu « zmienia sie na y w wyniku zmiany jego lokal-
nego srodowiska. W réownaniu (2) Ca®® oraz Cg®® oznaczajg rownowagowe stezenia fluorescencyjnych
sktadnikdw w mieszaninie, opisane relacjg K = Cag®® /(Ca®® Cs®?). Stezenia poczatkowe mozna nato-
miast zapisac, jako Ca = Ca®¥ + Cap®® oraz Cg = Cg® + Cag®.

Po przeksztatceniu i podstawieniu zmiennych do Réwnania 2, otrzymano:

Vo alCy— ol [1+L- K- (o - CED] = 1a 3)

Réwnanie (3), zalezy od parametréw, ktére mozna uzyskaé eksperymentalnie:

e objetos¢ konfokalna Vo jest definiowana podczas kalibracji systemu w zadanych warunkach
eksperymentalnych,

e zardwno ¢, jak i stezenie poczgtkowe Ca substratu fluorescencyjnego okresla sie¢ w pojedyn-
czym pomiarze FCS zgodnie z (1),

e jasnos¢ ywyznaczana jest w eksperymencie, w ktérym substrat B jest w stechiometrycznym
nadmiarze do stezenia Ca lub odwrotnie.

W miare wzrostu stosunku Cg / Ca funkcja cr(Cs) zaczyna przybiera¢ ksztalt izotermy Langmuira

(dla a < y) bgdz jej odwrotnos¢ (a > y), patrz Fig. 1.

Korzystne parametry aparaturowe oraz eksperymentalne

e Korzystnie, sposdb moze by¢ stosowany w systemach mikroskopii konfokalnych.

e Korzystnie, do pomiarow w roztworach wodnych oraz in-vivo, obiektyw mikroskopu powinien
wykorzystywaé immersje wodng (zmniejszenie Vo).

e Korzystnie, do pomiaréw w roztworach o wspétczynniku zatamania swiatta powyzej 1.34 i dla
obiektywéw o powigkszeniu powyzej 60x powinno wykorzystywac¢ sie immersje olejowg
(zmniejszenie Vo).

o Korzystnie, do rejestrowania catkowitej liczby fotonéw jako detektora wykorzystuje sie detek-
tory lawinowe pojedynczego fotonu (SPAD) wraz z modutem do skorelowanego w czasie
zliczania pojedynczych fotonéw (TCSPC).

o Korzystnie, sposéb moze by¢ stosowany, gdy fotony rejestrowane sg za pomocg matrycy
fotodiodowej lub linijki diodowej PDA. Umozliwia to wykrywanie i kodowanie danych prze-
strzennych, rejestracje widm emisji fluorescencji, a takze natezenia swiatta padajgcego.

o Jako zrédta Swiatta korzystnie, stosuje sie lasery pulsowe z mozliwoscig impulsowego prze-
platania (PIE) w celu doktadniejszej filtracji sygnatu.

o Korzystnie, substancja fluorescencyjna jest czuta na zmiany lokalnego otoczenia umozliwia-
jac zmiane jasnosci w stopniu co najmniej 5% wzgledem wartosci przed utworzeniem kom-
pleksu /0.05/< AMB = 1 — ().

e Korzystny jest krotki czas analizy, dzieki czemu istnieje mozliwos¢ badania zwigzkéw mato-
stabilnych chemicznie.

Korzystne przyktady realizacji wynalazku

Przyktad 1

Sposéb wyznaczania statych réwnowagi zostat sprawdzony na modelowej parze komplementar-
nych krétkich nici DNA, wyznakowanych z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych barwnikow
ATTO488 lub ATTO647N. Eksperymenty zostaty zaplanowane tak, aby kompleks badanej reakcji byt
wybarwiony wylgcznie jednym barwnikiem. Dodatkowo zwalidowano niniejszy sposéb z wykorzysta-
niem znanej metody analizy statej réwnowagi FRET. W tym celu przygotowano pomiary, w ktérych kom-
pleks zawierat dwie wybarwione pary oligonukleotydéw, zaréwno barwnikiem ATTO488, jak
i ATTO647N. Zaprojektowane pary DNA przedstawiono na Fig. 2.

Oligonukleotydy zostaty przygotowane w roztworze buforu fosforanowego (PB) o stezeniu
20 mM, pH = 7,4 bez dodatku chlorku sodu. Azeby zapobiec akumulacji oligonukleotydéw na granicy
faz prébki, do buforu reakcyjnego dodano surfaktant (Tween20) o stezeniu wypadkowym w roztworze
0,002%. Po zmieszaniu probki inkubowano w temperaturze 25°C. Pomiary wykonano na odwréconym
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mikroskopie konfokalnym wyposazonym w pulsowy system kontroli laseréw wraz z detektorem lawino-
wym pojedynczego fotonu. Mikroskop konfokalny wyposazony w obiektyw immersyjny o 60-krotnym
powiekszeniu umozliwia zlokalizowanie ogniska konfokalnego wewnatrz prébki. Wykonujgc pomiar FCS
dla barwnika o znanym wspofczynniku dyfuzji (np. Rodamina 110) wyznacza sie objeto$¢ konfokalng
(detekcji) Vo. Po wzbudzeniu probki z wykorzystaniem lasera o odpowiedniej dtugosci fali (485 nm oraz
635 nm), wyemitowane fotony trafiajg tg samg droga do uktadu detekcji po uprzednim wycieciu dtugosci
fali Swiatta wzbudzanego. Kazdy foton, ktéry trafit do detektora ma przypisany rzeczywisty czas reje-
stracji od poczatku trwania eksperymentu. Na tej podstawie mozna wyliczy¢ ile srednio w danej jedno-
stce czasu trafia fotondw do detektora y. Dodatkowo istnieje mozliwos¢ rejestracji fotonéw za pomoca
matrycy fotodiodowej lub linijki diodowej PDA. Takie rozwigzanie pozwala na wykrywanie i kodowanie
danych przestrzennych, a takze energii i natezenia swiatta padajgcego. Detektor matrycowy umozliwia
jednoczesng rejestracje natezenia promieniowania odpowiadajgcego réznym dtugosciom fali.
W zwigzku z tg cechg wynikiem pomiaru moga by¢ rozklady widm. Detektor ten ma taki sam czas reakc;ji
jak indywidualny detektor fotodiodowy, ale pozwala na zebranie znacznie wiekszej ilosci informaciji.
Rozwigzanie to jednak moze wigzaé sie ze stratami pod katem rozdzielczosci rejestracji fotonéw. Dla-
tego do eksperymentow dla reakcji w stezeniach nanomolarnych wykorzystano detektory lawinowe po-
jedynczego fotonu (SPAD) wraz z modutem do skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonéw
(TCSPC).

W eksperymentach kalibracyjnych Vo dla niebieskiego oraz czerwonego lasera wynosity odpo-
wiednio 0,280 oraz 0,440 femtolitra. Niezaleznie dla kazdej z wybarwionych nici przeprowadzono po-
miar FCS w celu wyznaczenia jasnosci a. Wartosci te wynosity 13000 i 3600 zliczen fotonéw na sekunde
na molekute, odpowiednio dla nici wybarwionych ATTO488 oraz ATTO647N. Jasnosci komplekséw y
wyznaczone sg przy duzym nadmiarze niewybarwionych komplementarnych nici oligonukleotydéw. Dla
kompleksu par 3'488/NN zaobserwowano 22% wzrost (16000) natomiast dla NN/647N nastapit 5% spa-
dek (3300) jasnosci molekularnej wyrazonej w jednostce [liczba zliczen/sekunda/molekuta], patrz Fig. 2.
W celu wyznaczenia statych rownowagi, przeprowadzono eksperymenty miareczkowania z zachowa-
niem statego stezenia wybarwionych nici w zakresie od 10 pM do 30 nM. Wraz ze zwiekszeniem steze-
nia niewybarwionej nici w mieszaninie nastepuje wzrost liczby tworzonych komplekséw, co mozna za-
obserwowac¢ na podstawie zmiany catkowitej liczby zliczanych fotonéw przez detektor (Fig. 3). W przy-
padku pary 3'488/NN mozliwe byto wyznaczenie statych réwnowagi nawet przy stezeniu 80 pM wybar-
wionej nici.

W celu walidacji metody wykonano analize metodg FRET dla podwdjnie wybarwionej pary
(488/647N), lewa czes$c¢ Fig. 2. Analiza FRET polega na obserwacji zmiany wydajnosci transferu energii
liczonego z wykorzystaniem:

I(ICC
FRETeff N lra.cc"'ﬁ"ltdion(4)
gdzie, lacc i laon to intensywnosci emitowanych fotonéw po pulsie lasera wzbudzajgcego barwnik
donora (ATTOA488), osobno zarejestrowane dla rejestrujgcych fotony z donora oraz z akceptora energii
(ATTO647N). Czynnik n natomiast jest wartoscig korekcyjng zalezng od uktadu optycznego oraz wa-
runkéw eksperymentalnych. W naszym systemie 7 wynosi 1.38. Stalg réwnowagi z wykorzystaniem
FRET wyznacza sie z réwnania:

&,
Cot-FRETMax

FRET,pp = “42—
A

(5)
gdzie, FRETmax to maksymalna wydajnos¢ transferu energii dla danego kompleksu (dla pary
488/647N, FRETwmax = 0.34). Uzyskanie K nastepuje przez rozwigzanie rownania kwadratowego, w kt6-
rym niewiadoma jest C®9.
Przyktadowe wyniki analizy zmiany jasnosci dla pojedynczo znakowanych par oligonukleotydow
przedstawiono na Fig. 3, gdzie:
a) Kompleks utworzony przez reakcje nici wybarwionej ATTO488 z nieznakowang komplemen-
tarng nicig zwigksza o 22% jasnos¢ molekularng wzgledem inicjujgcej nici substratu.
b) W przypadku nici wybarwionej ATTO647N tworzacej kompleks z nieznakowang komplemen-
tarng nicig obserwowany jest 5% spadek jasnosci kompleksu w stosunku do nici inicjujgce;.
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Podsumowanie wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem metody analizy jasnosci dla pojedynczo
znakowanych par przedstawiono na Fig. 4. Czerwona linia na wykresie reprezentuje usredniong wartosé
statej rownowagi wyznaczonej z wykorzystaniem metody FRET dla podwdjnie wybarwionej pary
488/647N.

Sposoéb analizy zmiany jasnosci umozliwia wyznaczenie statych réwnowagi z tg sama dokfadno-
Scig co sposoéb FRET, wykorzystujgc przy tym wylgcznie jeden wybarwiony substrat. Ta wlasciwosé
sposobu wedtug niniejszego wynalazku utatwia w sposéb znaczacy projektowanie eksperymentéw oraz
redukuje problemy zwigzane z doborem barwnikéw i barwieniem obydwu substratéw reakciji

Przyktad 2

Sposdb moze byé zastosowany rowniez dla par, w ktorych oba substraty sg niezaleznie znako-
wane réznymi barwnikami np. tak jak dla analizy FRET. W takich przypadkach zmiana MB moze by¢
obserwowana osobno dla kazdego barwnika. Do tego eksperymentu wykorzystano wczeéniej uzyta
pare oligonukleotyddéw, w ktérych kompleks posiada barwniki na przeciwnych koncach (488/647N),
badz na tym samym koncu fancucha (3'488/647N), patrz Fig. 2. W wyniku zmniejszenia odlegto$ci mie-
dzy fluoroforami, kompleks 3'488/647N posiada zwiekszong wydajnos¢ transferu energii (FRET) rowng
0,88.

Eksperymenty dla par 3'488/647N oraz 488/647N przeprowadzono przy tych samych warunkach
pomiarowych, co dla pojedynczo znakowanych komplekséw. Dla obu par oligonukleotydéw ekspery-
menty byly prowadzone przy statym stezeniu nici znakowanej ATTO488 (Ca), natomiast ni¢ komple-
mentarna (z ATT0647N) byta dodawana w coraz wyzszym stezeniu (Cs). Liczba fotonéw emitowanych
w czasie (skorygowana o tto) byta analizowana niezaleznie dla kanatu donora (,niebieski’ barwnik,
ATTO488) oraz dla kanatu akceptora (,czerwony” barwnik, ATTO647N).

W kanale niebieskim, oligonukleotyd znakowany ATTO488 posiada MB proporcjonalng do po-
czatkowego stezenia oligonukleotydéw. Po dodaniu nici z akceptorem nastepuje rownowagowe tworze-
nie kompleksu, ktérego MB w wyniku transferu energii maleje. W analizie kanatu czerwonego, ze
wzgledu na wiasciwosci spektralne donora, MB jest zblizona do sygnatu tta. Po dodaniu komplementar-
nej nici w wyniku hybrydyzacji, energia jest transferowana z donora do akceptora i emitowana jako
fotony przez czgsteczke akceptora, zwiekszajgc przy tym MB. Na Fig. 5 przedstawiono wyniki zmiany
ilosci wyemitowanych fotonéw w funkcji stezenia akceptora, dla obu kanatow.

Usrednione wartosci K dla metody FRET oraz analizy zmiany jasno$ci niezaleznie od koloru ka-
natu przedstawiono w Tabeli 1. Z kolei, sSrednie state rownowagi ze wszystkich serii eksperymentalnych
uzyskanych z wykorzystaniem metody analizy jasnosci dla par 3'488/647N i 488/647N to (3,4 + 1,1)-10°
i (1,2 £0,8) -10° ML, Dla kazdego przypadku barwienia uzyskane wyniki z wykorzystaniem analizy ja-
snoéci dajg réwnoznaczne wyniki z wartosciami uzyskanymi z wykorzystaniem FRET.

Natomiast roznica K miedzy podwdjnie wybarwionymi parami sugeruje, ze para z barwnikami na
tym samym koricu kompleksu (3'488/647N) ma dodatkowe oddziatywanie w poréwnaniu z parg z jed-
nym barwnikiem. Ta stabilizacja kompleksu, wynika prawdopodobnie z oddziatywan Van der Waalsa
miedzy barwnikami o poliaromatycznej budowie.

Tabela 1: State rGwnowagi, (K) wyznaczone z wykorzystaniem metody FRET
oraz metody zmiany jasnosci dla podwdjnie znakowanych nici DNA.

K 109 M1
Metoda jasnosci

FRET Kanal niebieski Kanal czerwony
3'488/647TN 3.5+ 1.9 29+ 09 39+ 1.1
488/647TN 1.1 +£05 0.9 £0.7 1.4+09

Przyktad 3

Kolejnym przyktadem jest zastosowanie opisanego sposobu do wyznaczenia statej rownowagi
tworzenia kompleksu dla doksorubicyny (DOX) — leku przeciwnowotworowego z grupy antracyklin.
Cytotoksyczne wiasciwosci DOX, gtéwnie zwigzane sg z tworzeniem kompleksu miedzy lekiem a DNA
komorki. Obecnos¢ doksorubicyny w komodrkach eukariotycznych destabilizuje szlaki metaboliczne,
a w szczegolnosci prawidiowa replikacje oraz transkrypcje prowadzgc do apoptozy. W literaturze stata
réwnowagi (K) dla reakcji DOX + DNA w zalezno$ci od metody pomiarowej waha sie w przedziale od
10s nawet do 10s Mt w eksperymentach in-vitro oraz in-vivo wigcznie. [16, 20] Powyzsze dane wskazujag
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ze pomimo zastosowania doksorubicyny jako chemioterapeutyku od 1974 roku, nadal nie poznano po-
prawnego opisu ilosciowego reakciji.

Zaktada sie, ze oddzialywanie czgsteczki DOXa z DNA spowodowane jest interakcjg z kilkoma
parami zasad (BP) budujgcymi tancuch DNA (wartosci literaturowe to od 2 do 4 par zasad). Pary te
nazywa sie miejscem wigzgcym (ang. binding site). Do 2014 roku tylko jedna praca pokazata, ze wig-
zanie doksorubicyny do DNA przebiega dwuetapowo. [27] W tej pracy, pierwszy etap reakcji wystepuje
w przypadku matych ilosci leku wzgledem dostepnych miejsc wigzania. W tym etapie pojedyncza czg-
steczka leku wigze sie do miejsca wigzania, tak jak zaktadano wczesniej. Natomiast drugi etap reakcji
wystepuje w sytuacji, gdy liczba czgsteczek doksorubicyny zaczyna sie zbliza¢ do ilosci miejsc aktyw-
nych w badanym uktadzie. Wtedy nastepuje wigzanie sie drugiej czgsteczki leku do uprzednio zajetego
miejsca.

Na Fig. 6 przedstawiono wyniki prezentujgce a) ilos¢ wyemitowanych fotonéw przez DOX i kom-
pleks DOX-DNA oraz b) réznice miedzy tymi liczbami w funkcji rosngcego stezenia DOX wzgledem
DNA.

Biorgc pod uwage powyzsze problemy, zastosowano sposéb analizy zmiany jasnosci bedgcy
przedmiotem tego zgtoszenia patentowego do zbadania reakcji tworzenia kompleksu czgsteczki DOX
z DNA. W eksperymentach wykorzystano modelowe DNA o dlugosci 69 BP. Jako liczbe par zasad
przypadajgcych na jedno miejsce wigzgce wybrano usredniong wartos¢ literaturowg réwng 3. W celu
wzbudzenia czgsteczki leku zastosowano swiatto lasera o dtugosci fali 485 nm. Pierwszym krokiem
w celu zbadania reakcji bytlo zaobserwowanie zmiany swiecenia kompleksu w statym stezeniu DNA
(100 nM BP), wzgledem zmiennego stezenia DOX (od 0 do 200 nM). Na Fig. 6 przedstawiono zmiane
ilosci zliczen fotonéw wzgledem stosunku CDOX/CBP.

Fig. 6, b) wskazuje trzy obszary stezen (rozdzielone liniami przerywanymi), w ktérych zmienia sie
ilos¢ wyemitowanych fotonéw. Obszary te mozna przyporzadkowac trzem frakcjom skfadnikéw o rézne;j
jasnosci: 1) pierwszy przedziat opisuje sytuacje, w ktorej czgsteczki DOX zajmujg kolejne miejsca wia-
zgce (Cpox/Csp < 0,4); molekuta leku w tym etapie zmniejsza jasnos¢ o okoto 10 razy, 2) zajete miejsca
wigzgce umozliwiajg podczepienie kolejnej czgsteczki leku (0,4 < Cpox/Cep < 0,7); druga czasteczka
DOX ze wzgledu na czesciowe wysycenie oddziatywan w trakcie utworzenia pierwszego kompleksu,
zmniejsza swojg jasnos¢ srednio 2,5 razy w trakcie interkalacji, 3) ostatni przedziat wskazuje na wysy-
cenie wszystkich mozliwych miejsc wigzgcych; obserwowany wzrost zliczeh jest spowodowany zwiek-
szeniem ilosci nieoddziatujgcych czgsteczek leku w mieszaninie.

Na Fig. 7 przedstawiono analize kompleksu DOX-DNA z wykorzystaniem metody zmiany jasno-
Sci, a) Schemat jednoetapowej reakcji, b) Wyniki zmiany liczby emitowanych fotonéw wraz z dopaso-
wang funkcjg dla jednoetapowej reakciji, c) Schemat dwuetapowej reakcji wraz z zaznaczonymi prze-
dziatami stezen, w ktérych spodziewane sg poszczegdlne procesy w mieszaninie, d) Wyznaczenie statej
réwnowagi dla pierwszego etapu reakgcji, €) Dopasowanie funkcji w catym zakresie stezenh dla dwueta-
powej reakcji.

W eksperymentach poréwnano zastosowanie metody zmiany jasnosci zaréwno do reakcji jedno,
jak i dwuetapowej. Wyniki dla analizy reakcji przedstawiono na Fig. 7. Uzyskane wyniki wskazujg, ze
stata rownowagi w pierwszym etapie reakcji (7,8 £ 0,3) 107 M jest ponad 40-krotnie wieksza od dru-
giego etapu reakcji (1,9 + 0,3) 108 M. Przeprowadzona analiza pokazuje, Zze, sposéb wedtug niniej-
szego wynalazku jest czuty nawet na drobne zmiany jasnosci sktadnikéw mieszaniny. Opracowana me-
todologia umozliwia analize oddziatywanh poprzez wyznaczenie statej rwnowagi oraz poznanie czy tez
potwierdzenie schematu reakcji.
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Zastrzezenia patentowe

. Sposéb wyznaczania statych réwnowagi dla reakcji tworzenia kompleksow A + 8 = AB,

w ktdérych jeden z substratow jest fluorescencyjny jako taki lub przez znakowanie, znamienny

tym, ze obejmuje etapy, w ktérych:

— rejestruje sie catkowitg ilos¢ emitowanych fotonéw Nt przez fluorescencyjny substrat (A) bio-
rgcy udziat w reakcji bez obecnosci drugiego niefluorescencyjnego substratu (B),

— wyznacza sie objetos¢ konfokalng Vo podczas kalibracji systemu mikroskopii konfokalnej
w zadanych warunkach eksperymentalnych,

— wyznacza sie jasnos¢ « i stezenie poczgtkowe Ca substratu fluorescencyjnego w pojedyn-
czym pomiarze FCS zgodnie z réwnaniem (1),

N
Vora-Cy :Tf:)(o M

— wyznacza sie jasno$¢ yw uktadzie, w ktérym substrat B jest w stechiometrycznym nadmiarze
do stezenia Ca lub odwrotnie,

— do fluorescencyjnego substratu (A) dodaje sie substrat (B) w celu utworzenia kompleksu
(AB),

— na podstawie zaleznosci

Vor(a-Ci+y-Cip) = x1(2)
K = Cag®/( Ca®9 C*9),

Ch = ™ + Cpp* oraz Cp = G + Cp®,

Vo afCy— €S [1+§-K-(CB—C,§§ ] =x1 ()

wyznacza sie statg rownowagi reakcji tworzenia kompleksu AB.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w roztworach wodnych oraz in-vivo obiektyw
mikroskopu wykorzystuje immersje wodng (zmniejszenie Vo).

. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w badanych uktadach obiektyw mikroskopu
0 powiekszeniu powyzej 60x wykorzystuje imersje olejowg (zmniejszenie Vo).

. Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-3, znamienny tym, ze do rejestrowania catkowitej
liczby fotonoéw jako detektora wykorzystuje sie detektory lawinowe pojedynczego fotonu
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(SPAD) wraz z modutem do skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonow
(TCSPC).

5. Sposdb wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-3, znamienny tym, ze fotony rejestrowane sg za
pomoca matrycy fotodiodowej lub linijki diodowej PDA w celu wykrywania i kodowania danych
przestrzennych, lub rejestracji widm emisji fluorescencji, bgdz natezenia Swiatfa.

6. Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-5, znamienny tym, ze jako zrédta swiatta stosuje
sie lasery pulsowe z mozliwoscig impulsowego przeplatania (PIE) w celu doktadniejszej filtracji

sygnatu.
Rysunki
pade ompleksu, £ =0. Zros ompleksu, £=1.
a Spadek MB kompleksu, £ =0.3 b Wzrost MB kompleksu, & =1.2
6000 -~ K=1.00-10°
{oeamn K=325-10% 70004 00 e T
) f— Kk=550100 | N o0 e e
ESODO [ K=7.75-10% =
\g e K=1.00-10° \g 6800 -
[ = b . c
<] o
© 4000 B 6600
L 2
5 0
= < 6400 o K=1.0001071
] @ !
N 3000 N v K= 3.25-107
= = ] —— K=5.50-107"
N N 6200 v K= 7,75 107 |
2000 — K=1.00-10%
. 6000+, v . . —r -
80 100 0 20 40 60 80 100

Cg [nM]

Fig. 1: Przyktadowe przedstawienie funkcji opisanej rownaniem 3 dla reakcji gdzie jasnos¢

molekularna kompleksu a) spada, badZ b) wzrasta wzgledem znakowanego substratu.
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Podwojnie znakowana para Pojedynczo znakowana para
(Referencja FRET) (Brak FRET)

3!

—H000O0>F-HO-H400 4>
U400 —H>0>00>—AY

3'488 / 647N 488 / 647N 3'488 / NN NN / 647N

v

Fig. 2: Schematyczne przedstawienie uzytych w eksperymentach par oligonukleotydow.

a) Ca= 15 [nM], Para: NN / 647N b) Ca= 3 [nM], Para: 3488 / NN
\ 4600 -
160004 | 5
— . 44001 . B 6] |
L 4 7 L H T | o
ij:: 158001 [} g [ e T T
‘g 15600 4 ?L‘. ) .g 4200 % 3 i
= Ly = 1 |
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= 3w @
N 14300 ] ™ #
34004
14600 - !
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CalnM] CglnM]

Fig. 3: Przyktadowe wyniki analizy zmiany jasnosci dla pojedynczo znakowanych par
oligonukleotyddw. a) Kompleks utworzony przez reakcje nici wybarwionej ATT0488 z
nieznakowang komplementarng parg zwieksza o 22% jasnos¢ molekularng wzgledem
inicjujacej nici substratu. b) W przypadku nici wybarwionej ATTO647N tworzgcej
kompleks z nieznakowanag komplementarng nicig obserwowany jest 5% spadek jasnosci

kompleksu w stosunku do nici inicjujacej
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State réwnowagi, PB 20 [mM], 25°C

3'0 e e
[ == Mediana

25 == FRET
© ¢ Srednia |
e
&

0.0 T T

3'488 / NN NN/ 647N

Fig. 4. Podsumowanie wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem metody analizy jasnasci dla

pojedynczo znakowanych par. Czerwona linia na wykresie reprezentuje usredniong

wartos¢ statej rownowagi wyznaczonej z wykorzystaniem metody FRET dla podwdéjnie

wybarwionej pary 488/647N.
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Fig. 5: Przyktadowe wyniki analizy zmiany jasnosci dla podwdjnie znakowanych par

oligonukleotydow a) 3’488/647N oraz b) 488/647N.



PL 241 371 B1

)
o

Cpna= 100 nM BP, 25°C Réznica miedzy DOX, a kampleks DOX-DNA
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Fig. 6: Wyniki prezentujace a) iloé¢ wyemitowanych fotonéw przez DOX oraz kompleks
DOX- DNA oraz b) rdoinice miedzy tymi liczbami w funkcji rosngcego stezenia DOX

wzgledem DNA.
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Jedno etapowa reakcja, DOX/DNA
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Fig. 7: Analiza kompleksu DOX-DNA z wykorzystaniem metody zmiany jasnosci. a)

Schemat jednoetapowej reakcji. b) Wyniki zmiany liczby emitowanych fotonéw wraz z

dopasowang funkcjg dla jednoetapowej reakcji. ¢) Schemat dwuetapowej reakcji wraz z

zaznaczonymi przedziatami stezen, w ktdrych spodziewane sg poszczegdlne procesy w

mieszaninie. d) Wyznaczenie statej rownowagi dla pierwszego etapu reakcji. e)

Dopasowanie funkcji w caltym zakresie stezen dla dwuetapowej reakcji.
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