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Sposob selekcji zwigzkow niskoczasteczkowych wywotujacych ukierunkowang degradacje
biatek

Przedmiotem wynalazku jest wysokoprzepustowy przesiewowy sposdb  selekcji
niskoczgsteczkowych zwigzkdw wywotujgcych ukierunkowang degradacije biatek.

Rynek poszukiwania i opracowywania nowych lekdw charakteryzuje sie duzymi naktadami
finansowymi majgcymi na celu ciggly rozwdj w kierunku opracowywania innowacyjnych
technologii oraz bardziej skutecznych mechanizméw dziatania zwigzkdw o wtasciwosciach
leczniczych. O ile pdiniejsze etapy rozwoju kazdego leku (badania przedkliniczne i kliniczne) sg
wystandaryzowane i $cisle regulowane, o tyle etapem ograniczajgcym rozwdj nowych terapii
jest dobdr odpowiednich celdw molekularnych oraz opracowanie wydajnych i wiarygodnych
metod badan przesiewowych.

Z publikacji Chopra R., Sadok A., Collins 1., 2019, A critical evaluation of the approaches to
targeted protein degradation for drug discovery. Drug Discov Today Technol. 31:5-13 oraz Tae
H.S., Sundberg T.B., Neklesa T.K., Noblin D.J., Gustafson J.L., Roth A.G., Raina K., Craig M., 2012,
Identification of Hydrophobic Tags for the Degradation of Stabilized Proteins. Chembiochem.
13(4): 538-54 wiadomo, ze destabilizacja struktury biatek prowadzi do ich degradacji w
wielkoczgsteczkowym kompleksie enzymatycznym - proteasomie. Sygnatem do degradacji
biatka moze by¢ ekspozycja taicuchdw polipeptydowych sktadajgcych sie gtownie z
aminokwasdéw hydrofobowych lub przytaczanie czgsteczek ubikwityny do biatka przeznaczonego
do degradacji.

Od roku 2000 wiadomo, ze proteasomalng degradacje mozna réwniez wymusi¢ w komoérce
dzieki zastosowaniu zwigzkdw stanowigcych matoczgsteczkowe metki hydrofobowe, imitujgce
wystepujgcg naturalnie ekspozycje regiondw hydrofobowych, indukujgc tym samym degradacje
niezalezng od ubikwityny. Verma R, Deshaies RJ. Cell. 2000 May 12;101(4):341-4 A proteasome
howdunit: the case of the missing signal. Potencjat terapeutyczny tego podejscia oceniany jest
niezwykle wysoko. Gtéwng zaletg jest skutecznos¢ tych zwigzkdw, poniewaz nie wymagajg one,
aby biatko docelowe wykazywato funkcje enzymatyczng lub wigzgcg. Dzieki temu mozliwe jest
typowanie nowych celdw terapeutycznych, dla ktérych byto to do tej pory niewykonalne (ang.
»undruggable proteome”, 80% ludzkiego proteomu). Zwigzki te, nazwane zwigzkami typu
,degron”, wykazujg aktywnos¢ biologiczng zaréwno wobec patogennych biatek endogennych
(np. biatka nowotworowe, amyloidy) jak i egzogennych (np. biatka wirusowe).

Z zastosowania lekdw opartych na zwigzkach typu degron, w pordwnaniu z klasycznymi
sposobami leczenia preparatami chemicznymi i biologicznymi wynika wiele korzysci, jednak brak
jest dostepnych rozwigzan technicznych pozwalajgcych na wysokoprzepustowg identyfikacje
matoczgsteczkowych zwigzkdw wywotujgcych zjawisko ukierunkowanej degradacji biatek.

Znane sg sposoby wykonywania badan przesiewowych majgcych na celu identyfikacje nowych
zwigzkdw wykazujgcych potencjalne dziatanie biologiczne. W US2018327869 ujawniono sposéb



identyfikacji inhibitoréw komodrkowych szlakdw sygnatowych, ktéry opiera sie na pomiarze
poziomu ekspresji genu reporterowego sprzezonego z elementem regulatorowym oraz poziomu
ekspresji genu kodujgcego represor powodujacy supresje pierwszego genu oraz elementu
regulatorowego aktywowanego sygnatem, ktory ulega aktywacji przez komodrkowy szlak
sygnatowy. Ten element regulatorowy jest funkcjonalnie sprzezony z pierwszg i drugg sekwencja
nukleotydowa. Biblioteke badanych zwigzkédw wprowadzano do populacji komérek ssaczych i
okreslano ekspresje pierwszego i drugiego wykrywalnego reportera w jednej lub wiekszej ilosci
populacji transfekowanych komoérek, przy czym wykazano, ze ekspresja pierwszego
wykrywalnego reportera, ale nie drugiego wykrywalnego reportera wskazywata, ze badana
bioczgsteczka eksprymowana przez kwas nukleinowy w komdrce hamuje komodrkowy szlak
sygnatowy.

Ekspresja wykrywalnego reportera moze prowadzi¢ do wytworzenia sygnatu, na przykiad
fluorescencyjnego, bioluminescencyjnego lub kolorymetrycznego, ktdéry mozna wykryé
rutynowymi technikami. Jedng z technik jest FACS (cytometria przeptywowa).

W dokumencie US9429566 ujawniono natomiast system kompatybilny z wysokoprzepustowym
przesiewaniem do okreslenia czy badany zwigzek moze byé zastosowany do leczenia
nowotworu. Ukfad obejmuje: komdrke eksprymujgcy biatko fuzyjne zawierajgce polipeptyd
Cip/Kip i biatko reporterowe potgczone C-koricem z polipeptydem Cip/Kip, inhibitor syntezy
biatka i system do pomiaru odczytu sygnatu biatka reporterowego. Inhibitorem syntezy biatka
jest cykloheksymid (CHX). Biatkiem reporterowym jest lucyferaza a wspomnianym sygnatem do
odczytu jest bioluminescencja w obecnosci substratu dla lucyferazy (np. koelenterazyny). Test
wysokoprzepustowego przesiewania jest zdolny do identyfikowania inhibitorow (takich jak
inhibitory  drobnoczgsteczkowe) degradacji  inhibitora Cdk rodziny Cip/Kip. Test
wysokoprzepustowy stanowi sposéb, ktéry pozwala na szybkie réwnoczesne przeszukanie duzej
liczby zwigzkdw (setek, tysiecy) na aktywnos$¢ wigzania lub aktywnos$é biologiczng wobec
docelowej czgsteczki. Takie testy przeprowadza sie zazwyczaj w ptytkach do
mikromiareczkowania.

Znany jest rowniez system do przesiewania oparty o analize komdrek. Dokument US6727071
opisuje systemy, sposoby i testy przesiewowe do optycznej analizy komérek w celu szybkiego
okreslenia dystrybucji, otoczenia lub aktywnos$ci oznaczonych fluorescencyjnie czgsteczek
reporterowych w komdérkach. System ten stuzy identyfikacji duzej ilosci zwigzkdéw, ktére
specyficznie wplywajg na konkretne funkcje biologiczne. Wynalazek zapewnia komorki
zawierajgce fluorescencyjne czagsteczki reporterowe osadzone na matrycy (typu ptytka do
mikromiareczkowania), skanowanie wielu komdrek w kazdej lokalizacji za pomocg uktadu
optycznego do badania fluorescencji o wysokim powiekszeniu oraz konwersje informacji
optycznej na dane cyfrowe w celu okreslenia rozmieszczenia, otoczenia lub aktywnosci
czgsteczki reporterowej w komdrce. Analiza wielu tysiecy zwigzkdw nastepuje za pomocg
standardowego wysokoprzepustowego testu (HTS) z wykorzystaniem mieszaniny zwigzkow i
odczynnikdéw biologicznych ze zwigzkami indykatorowymi zatadowanymi na studzienki matrycy
w standardowych ptytkach do mikromiareczkowania. Sposéb opiera sie na wysokim
powinowactwie czgsteczek fluorescencyjnych lub luminescencyjnych (np. GFP) do okreslonych
komponentéw komérki.



Ponadto w dokumencie US2014302523A ujawniono zwigzki hydrofobowe, ktére sg uzywane w
celu zaburzania dziatania biatek transbtonowych lub wewngtrzkomérkowych co indukuje
degradacje proteasomalng tych biatek. Wynalazek obejmuje réwniez sposéb indukowania
degradacji proteasomalnej jak réwniez sposdéb walidacji biatka bedgcego przedmiotem
zainteresowania jako celu terapeutycznego do leczenia stanu chorobowego. Zwigzki wedtug
wynalazku sg uzyteczne do wigzania biatka fuzyjnego, ktére zawiera biatko bedace przedmiotem
zainteresowania (np. potencjalny lek lub inny cel fizjologiczny) oraz znacznik taki jak np. halo,
snap, cliptag, ACPtag, MCPtag, ktéry jest uzyteczny do wigzania zwigzku hydrofobowego z
biatkiem. W wynalazku przedstawiono podejscie biologiczno-chemiczne do systematycznego
degradowania dowolnego biatka bedgcego przedmiotem zainteresowania w hodowli
komodrkowej lub bezposrednio w zwierzeciu. Uktad wymaga konstrukcji biatka fuzyjnego, ktére
ulega specyficznej degradacji przez dodanie nietoksycznego znacznika hydrofobowego o niskiej
masie molekularnej.

Jednak mimo innowacji przedstawionych powyzej nadal problemem ograniczajgcym rozwdj
technologii indukowanej degradacji biatek jest brak dostepu do wydajnych, informatywnych i
wysokoprzepustowych testédw umozliwiajgcych detekcje zwigzkdw wykazujgcych aktywnosé
degradacyjng wobec biatek patogennych.

Zasada dziatania zwigzkdéw typu degron znaczgco rézni sie od klasycznego podejscia bazujgcego
na inhibitorach. Po pierwsze inhibitory regulujg aktywnos$¢ biatek posiadajgcych aktywnosé
katalityczng. Po drugie dziatanie inhibitorowe jest najczesciej procesem réwnowagowym co
oznacza, ze im wieksze stezenie enzymu, tym wieksze zapotrzebowanie na inhibitor.

Zwigzki typu degron wigzac sie do biatka indukujg jego degradacje przez proteasom. Kompleks
biatko-degron trafia do kompleksu proteasomalnego, gdzie nastepuje degradacja biatka na
peptydy, a uwolniony zwigzek wraca do cytoplazmy, gdzie moze wejs¢ w ponowng interakcje z
biatkiem docelowym.

W  zwigzku z powyzszym, celem wynalazku jest opracowanie dwuetapowego
wysokoprzepustowego sposobu przesiewania zwigzkow niskoczgsteczkowych indukujgcych
degradacje celu biatkowego. Zastosowanie testu ,DegScreen” obejmuje takze wykorzystanie
wilasnej zoptymalizowanej biblioteki zwigzkédw chemicznych specjalnego przeznaczenia, o
parametrach dobranych pod katem potencjatu indukcji degradacji biatek w komérce. Test ten
moze takze znalezé zastosowanie wzgledem dowolnej innej zaprojektowanej biblioteki
zwigzkdw. Proponowany przez twdércdw sposodb testowania zwigzkdéw niskoczgsteczkowych
wychodzi naprzeciw opisanym powyzej potrzebom. Sposdb pozwoli na poszukiwanie substancji,
ktdére specyficznie oddziatujg z badanym biatkiem sposrdd tysiecy zwigzkdw pochodzgcych z
biblioteki.

Przedmiotem wynalazku jest sposdéb wysokoprzepustowego przesiewowego badania zwigzkéw
niskoczgsteczkowych do indukowalnej i specyficznej degradacji wybranych celéw
terapeutycznych, charakteryzujacy sie tym, ze obejmuje etapy:



przygotowawczy) nadekspresji biatka docelowego bedgcego celem wymuszonej i
ukierunkowanej degradacji proteasomalnej w docelowej linii nowotworowej, w postaci
konstruktu w fuzji z biatkiem reporterowym - lucyferaza (rPOI-Luc);

a) wysokoprzepustowych i zautomatyzowanych luminescencyjnych testow przesiewowych,
wykorzystujgcych pomiar spadku sygnatu od rPOI-Luc. Testy te odbywajg sie na mikroptytkach
96 lub 384-dotkowych, w ktérych biblioteka zwigzkéw chemicznych pochodzgca z dowolnego
zrodta jest przeszukiwana pod katem zwigzkdw indukujacych degradacje rPOl-Luc, co jest
manifestowane przez spadek sygnatu luminescencyjnego generowanego dzieki lucyferazie
bedgcej w fuzji z rPOI-Luc w stosunku do odpowiednich kontroli. Zwigzki, dla ktérych uzyskano
odpowiedni poziom zmiany sygnatu w tescie luminescencyjnym, kierowane sg do analizy w
kolejnym etapie;

b) analizy poréwnawczej proteomu badanych linii nowotworowych technikg spektrometrii mas
MS/MS. Wytypowane w tescie luminescencyjnym zwigzki poddawane sg analizie specyficznosci
dziatania wzgledem badanego rPOI-LUC, poprzez traktowanie badanych komdrek wybranymi
zwigzkami. Nastepnie komorki te poddawane sg lizie, w celu wypreparowania wszystkich biatek,
ktdre nastepnie trawione sg trypsyng i frakcjonowane, a fragmenty po trawieniu sg analizowane
w spektrometrze masowym, przy czym kontrole stanowig komdrki nietraktowane.

Korzystnie, system ekspresyjny w etapie a) oznacza system komdrek U20S lub HEK293.
Korzystnie, biblioteka zwigzkdéw chemicznych jest bibliotekg wtasng lub zewnetrzna.

Korzystnie, testowane zwigzki stanowig zwigzki typu degron, PROTAC, czy induktory
destabilizacji, ktére majg ukierunkowang aktywno$é proteolityczng, przy czym jest ona
niezalezna od ubikwityny.

Korzystnie, biatkiem referencyjnym jest nanolucyferaza.

Korzystnie, wyniki wstepnie uzyskane w etapie a) sg weryfikowane za pomocg MS/MS, przy czym
opracowana jest metoda pordwnania catych proteomdéw komorkowych przed i po zastosowaniu

czynnikdw o aktywnosci proteolitycznej.

Korzystnie, wyniki badania MS wskazujg, czy badany zwigzek ma ukierunkowane dziatanie
proteolityczne czy dziata niespecyficznie.

Test cechuje tatwos$é wykonania i elastyczno$é aplikacyjna.

Istnieje réwniez mozliwos¢ przeprowadzenia testu na zywych komdrkach zamiast na lizatach
komodrkowych w oparciu o substraty, ktére przenikajg btone komérkowa.

Problemem technicznym rozwigzywanym przez wynalazek jest umozliwienie poszukiwania w
stosunkowo tatwy i wysokoprzepustowy sposéb dowolnych zwigzkéw chemicznych, ktére
aktywowatyby proces celowanej degradacji biatek i pozwolityby na rozwdéj nowej generacji lekéw
innowacyjnych (nie odtwdrczych), dzieki zastosowaniu testu DegScreen.



Na obecnym etapie rozwoju technologii ukierunkowanej degradacji celdw terapeutycznych brak
jest wystarczajgco skutecznych metod dajgcych takie rezultaty. Test umozliwia dalszy postep
badan i zastosowan opartych o mechanizmy indukowanej degradacji biatek patogennych.
Nowo$é proponowanego rozwigzania opiera sie na sposobie zestawienia i wykorzystania
nastepujacych elementdéw: metod biochemicznych i biofizycznych wraz z dostarczong, dowolng
bibliotekg zwigzkdw chemicznych, razem budujgcych unikalny w skali $wiatowej sposdb
testowania - DegScreen. Dzieki opracowanej technologii mozliwe jest wielkoskalowe
przeszukiwanie dowolnej wielkosci bibliotek zwigzkédw chemicznych w celu identyfikacji takich
substancji, ktére indukujg degradacje wewnatrzkomorkowg wybranych biatek.

Nowatorski charakter testu DegScreen opiera sie po pierwsze na nieoczywistej kombinacji
wyspecjalizowanych metod biochemicznych i biofizycznych. Ich potgczenie — wraz z
zastosowaniem technik inzynierii genetycznej, hodowli komérkowych i zaawansowanych analiz
proteomicznych pozwala na monitorowanie regulowanej degradacji biatek w kontekscie
komodrkowym.

Sposdb wykorzystuje system dwuetapowy. Etap pierwszy, przeprowadzany jest w wysokiej
przepustowosci, dzieki czemu mozliwe jest przesiewanie nawet bardzo duzych bibliotek
zwigzkdw, podczas gdy etap drugi korzysta z technik spektrometrii mas, dla ktdrych
przeskalowanie do wysokiej przepustowosci nie jest mozliwe — stad tez nie istniejg komercyjne
testy oferujgce tego typu metodyke.

W pierwszym etapie identyfikowane sg zwigzki niskoczasteczkowe, ktdére powodujg indukcje
selektywnej degradacji wybranego biatka (POl — ang. Protein-Of-interest) przez maszynerie
komodrkowa. Co wazne, DegScreen jest metodg uniwersalng — mechanizm, na drodze ktérego
zidentyfikowane czgsteczki powodujg degradacje POI, nie jest istotny dla wynikéw metody.
Sprawia to, ze technologia DegScreen moze byé zastosowana do identyfikacji zwigzkdw z takich
kategorii funkcjonalnych jak degron, PROTAC, czy induktory destabilizacji.

Klasyczny schemat przeprowadzenia analizy DegScreen sktada sie z nastepujgcych etapdw:

a) Nadekspresji konkretnego biatka lub biatek bedacego/bedgcych przedmiotem
zainteresowania, w wybranym systemie ekspresyjnym (np. system komdrek U20S lub HEK293)
w postaci specjalnego konstruktu w fuzji z biatkiem lucyferazg — rPOI-Luc.

b) Wielkoskalowych luminescencyjnych  testow  przesiewowych, wykorzystujgcych
zautomatyzowany sposéb rPOl-Luc. Sposéb odbywa sie na mikroptytkach 96- oraz 384-
dotkowych, w ktérych biblioteka zwigzkéw chemicznych (pochodzgca z dowolnego Zrddta,
biblioteka wtasna lub zewnetrzna) jest przeszukiwana w zautomatyzowanym wielkoskalowym
tescie w celu identyfikacji zwigzkdw, ktére indukujg degradacje rPOIl-Luc, co bedzie
manifestowane przez spadek sygnatu luminescencyjnego (generowanego dzieki lucyferazie
bedacej w fuzji z rPOI-Luc) w stosunku do odpowiednich kontroli. Zwigzki, dla ktérych uzyskano
odpowiedni poziom sygnatu w teécie luminescencyjnym, kierowane bedg do analizy w kolejnym
etapie.

¢) Analizy degradacji natywnego POl w komdrkach technikg spektrometrii mas (MS/MS).



Analiza wyglada w ten sposdb, ze wytypowane w wielkoskalowym tescie luminescencyjnym
zwigzki s dodawane do komodrek. Komérki kontrolne (punkt odniesienia) po dodaniu zwigzkéw
chemicznych sg poddawane lizie, preparowane sg z nich catociowo biatka, ktére nastepnie
trawione sy odpowiednimi enzymami proteolitycznymi (zwykle trypsyng) i frakcjonowane.
Fragmenty po trawieniu sg nastepnie analizowane w spektrometrze masowym i analizowane z
wykorzystaniem zaawansowanych algorytmdéw oprogramowania do analizy danych masowych.
Analiza MS/MS nakierowana jest w podstawowej wersji na obecnos$é/degradacje biatka
bedgcego przedmiotem zainteresowania. Mozliwe bedzie réwniez analizowanie réznic w
proteomach dla szerszego spektrum biatek, by wykryé, czy analizowane zwigzki mogg mieé
wplyw na poziom innych biatek niz POl w komérkach (tzw. polifarmakologia).

Pod pojeciem ,odpowiedniego poziomu sygnatu” rozumie sie co najmniej 50% spadek
luminescencji decydujgcy o zakwalifikowaniu zwigzku jako tego o dziataniu degradujgcym biatka.

Wynalazek zostat przedstawiony na rysunkach, na ktérych:

Fig. 1 przedstawia przebieg dwuetapowego wysokoprzepustowego testu do identyfikowania
biatek bedacych przedmiotem zainteresowania.

Fig. 2 przedstawia zestawienie wynikdw wartosci luminescencji wyrazone jako procent sredniej
luminescencji. W przypadku linii HEK 293 BRD4-NLuc stymulowanej 1 uM zwigzkiem 949-13
mozna zaobserwowac wyraziny spadek luminescencji, wynoszgcy ponad 50% wyjSciowej
luminescencji, co oznacza silng degradacje proteasomalng biatka BRD4. Podobng sytuacje
mozna zaobserwowacé w przypadku kilku zwigzkow (006-3, 421-5, 175-3, 031-7, 839-8, 839-9),
ktdére w stezeniu 1 uM znaczgco wptynety na degradacje biatka NS3.

Fig. 3 przedstawia zestawienie wynikédw wartos$ci luminescencji wyrazonych jako procent
$redniej luminescencji. W przypadku linii HEK 293 BRD4-NLuc wraz ze wzrostem stezenia
zwigzkdw degradujgcych mozna zaobserwowaé spadek wartosci luminescencji w stosunku do
kontroli, swiadczgcy o proteasomalnej degradacji celu molekularnego. Optymalne stezenie
zwigzkdw degradujgcych zaobserwowano w przedziale od 1 uM do 5 uM przy czasie stymulacji
24h. Nie zaobserwowano degradacji w przypadku linii HEK 293 NS3-NLuc.

Fig. 4 przedstawia zestawienie wynikédw wartos$ci luminescencji wyrazonych jako procent
$redniej luminescencji. W przypadku linii HEK 293 BRD4-NLuc stymulowanej zarowno 1 pM jak i
4 uM zwigzkiem 949-13 mozna zaobserwowaé wyrazny spadek luminescencji, wynoszacy ponad
50% wyjsciowej luminescencji, co oznacza silng degradacje proteasomalng biatka BRDA4.
Podobng sytuacje mozna zaobserwowaé w przypadku zwigzkéw 178-3 oraz 177-3, ktore w
stezeniu 1 uM wplynetly na degradacje biatka BRD4. W przypadku biatka NS3 degradacje
obserwuje sie w przypadku zwigzkow 421-5, 175-3 i 839-8.

Ponizsze przykfady ilustrujg wynalazek i nie majg charakteru zawezajgcego.

Przyktad 1



Etap przygotowawczy, czyli opracowanie linii komérkowej

Przygotowanie konstruktow do ekspresiji biatek fuzyjnych w liniach komérek eukariotycznych.

24 godziny przed transfekcjg na ptytke 6-dotkowg wysiano po 1,2 min komodrek HEK 293 lub 0,6 min
komdrek U20S (DMEM, GlutaMAX*, 10% FBS i 100 pg/ml normocyna). W dniu transfekcji komarki
osiggnety konfluencje ok. 80-90%.

Do transfekcji wykorzystano plazmidy rozciericzone do roboczego stezenia 100 ng/pl. Schemat
mieszaniny do transfekcji przedstawia Tabela 1.

Tabela 1
Lipofectamine™ 3000
+ Opti-MEM [ul]
pcDNA3.1-NS3-FLAG-NLuc 10,0 115,0 125
pcDNA3.1-BRD4-NLuc 10,0 115,0 +1 pl P3000 125
Reagent
pcDNA3.1-NS1-NLuc 10,0 115,0 do kazdej 125
probowki > 125
pcDNA3.1-KRAS-NLuc 10,0 115,0
pcDNA3.1-STAT3-NLuc 10,0 115,0 125
Cl-eGFP 10,0 115,0 125

Przygotowano takze z nadmiarem mieszanine Lipofectamine™ 3000 z medium Opti-MEM® (z dodang
L-glutaming*) w stosunku odpowiednio 7 pl + 875 pl. Nastepnie przeniesiono po 125 pl mieszaniny
lipofektaminy z Opti-MEM® do kazdej probowki z mieszaning transfekcyjng i zmieszano przez
kilkukrotne pukanie w probéwke. Inkubowano przez 15 minut w temp. pokojowej po czym uzyskang
mieszanine dodano do odpowiednich dotkéw przygotowanych wczesniej ptytek z komdrkami.
Inkubowano 48 h w temp. 37°C i atmosferze 5% CO..

Selekcja transformantéw:

Po 48 h hodowli znad komdrek zebrano medium (przez zaaspirowanie). Oba plazmidy pcDNA3.1 uzyte
do transfekcji zawierajg gen opornosci na genitycyne G418 (marker selekcyjny w komorkach
eukariotycznych), dlatego wymieniono medium na DMEM, GlutaMAX*, 10% FBS i G418 250 pg/ml i
traktowano nim komérki przez kolejne 28 dni, czesto wymieniajgc medium z duzg liczbg martwych
komorek i w miedzyczasie przesiewajgc je na butelki T-25 i zamrazajac.

Weryfikacja poprawnosci ekspresji biatek:

Z rozmrozonych hodowli NS3 i BRD4 pobrano przez trypsynizacje po 1 min komérek i odptukano 3x w
1x DPBS. Nastepnie przystgpiono do lizy przy zastosowaniu buforu do lizy (50 mM HEPES, 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 10% glicerol, 0,1% Triton X-100) poprzez 30 minutowg inkubacje na lodzie i



okazjonalne wytrzasanie. Na 1 min komérek uzyto 75 pl buforu suplementowanego na Swiezo
koktajlem inhibitoréw proteaz (10 pl/1 ml buforu).

Tak przygotowane lizaty rozpuszczano w 4x stezonym buforze Laemmliego, suplementowanym na
Swiezo 2-merkaptoetanolem (inkubacja 10 min, 99°C) i nanoszono na 12%, 1,5 mm zel
poliakrylamidowy w ilosci 15 i 30 pl. Elektroforeze prowadzono w warunkach 20 mA w zelu
zageszczajgcym i 45 mA w zelu rozdzielajgcym do momentu wyjscia barwnika z zelu.

Nastepnie przeprowadzono mokry transfer na membrane nitrocelulozowg w warunkach: 110 mA, 4°C,
przez noc. Membrane poddano inkubacji z przeciwciatami:

- I°’Ab anty-FLAG® krdlicze, Cell Signaling #14793, 1:1000 w TBS-T z 1% kazeing, inkubacja RT,

2h, roller
- 1I°’Ab Osle anty-krdlicze 1gG IRDye 800CW, LI-COR #926-32213, 1:10 000 w TBS-T z 1% kazeing,

inkubacja RT, 50 min, roller

Po tym czasie obrazowano membrany z wykorzystaniem czytnika podczerwieni LI-COR Odyssey CLx.
Membrany stripowano (1,5% glicyna, 1% Tween 20, 0,1% SDS) i wywolywano na B-aktyne w celu
kontroli poprawnosci wykonania oznaczenia. Uzyto nastepujgcych przeciwciat:

- I°’Ab anty-B-aktyna, mysie, Sigma-Aldrich #A5441, 1:1000 w TBS-T z 1% kazeing,
inkubacja RT, 2h, roller

- lI°’Ab kozie anty-mysie IgG IRDye 680RD, LI-COR #926-68070, 1:10 000 w TBS-T z 1%
kazeing, inkubacja RT, 50 min, roller

Przyktad 2
Test ukierunkowanej degradacji biatek

W celu dobrania odpowiednich warunkéw dla testu degradacji biatek NS3 (przyktad biatka
egzogennego — NS3 z wirusa Zika) i BRD4 (przyktad biatka endogennego) wybrano dwa zwigzki
posiadajgce udowodnione dziatanie degradujgce w przypadku biatka BRD4: ARV-711 i ARV-825.

Na dzien przed stymulacjg zwigzkami degradujgcymi na kazdy dotek ptytki 96-dotkowej wysiano po 75
tys. komorek linii HEK 293 NS3-NLuc i HEK 293 BRD4-NLuc w 200 pl medium DMEM, GlutaMAX*, 10%
FBS i normocyna 100pug/ml i inkubowano w 37°C w atmosferze 5% CO..

Przygotowano 5 mM roztwory wyjsciowe zwigzkdéw ARV-771 i ARV-825, a z nich przy zastosowaniu
sterylnego DMSO przygotowano rozciericzenia od 0,2 do 1000 uM. Kolejne rozciericzenie (100x)
przeprowadzono uzywajgc medium DMEM GlutaMAX*. Schemat rozcienczen przedstawiono ponize;j:

& mid stock
i DMEM bez stezenie «T DMEWM bez

FBS rohocze ‘ FBS
10wl Bmb + 40 ul DMSO — 1000 ul 0.5 ul 1000 uM |49 5 ul — |10 ul 3.5ul 3465 ul
10wl 1000 ub + 40 ol DMSO — 200 uM O05ul200ul 4954l — |2 uM 354l 3465 ul
5 ul 200 uld + 45 ul DMSO — 20 uld 05ul20uM (495 dl — |02 ubd 3.5ul 3465 ul
5ul 20 uM + 45 ul D3SO — 2 ul 0.5 ul 2 ul 48 5 ul —|0.02 uM 3.5ul 3465 ul
5ul 2 ul + 45 ul DMSO — 0.2 ul N5ul02uM 48954 — 0002 uld 2.5 ul 346.5 ul




W dniu rozpoczecia stymulacji medium znad komodrek zbierano i dodawano 50 pl medium DMEM,
GlutaMAX*, 2% FBS, normocyna 100 pug/ml, za wyjatkiem komarek nietraktowanych, kontrolnych (ctrl),
do ktérych od razu dodano po 100 pl wspomnianego medium. Nastepnie do kazdego z pozostatych
dotkéw dodano po 50 pl roztwordw zwigzkéw degradujgcych (zgodnie z tabelg powyzej), tak, ze ich
stezenie koncowe w poszczegdlnych dotkach osiggneto wartosci od 0,001 uM do 5 pM i stymulowano
nimi komaérki przez 24h w warunkach 37°C, 5% CO..

Po inkubacji przystgpiono do lizy komdrek i pomiaru luminescencji. Do tego celu wykorzystano zestaw
Nano-Glo® Luciferase Assay System firmy Promega (N1120) postepujgc wedtug zmodyfikowanej
instrukcji producenta i wykorzystujgc stacje pipetujgcg Tecan Freedom Evo 150. Przygotowano takze
odpowiednig ilos¢ mieszaniny reakcyjnej do wywotania reakcji luminescencyjnej, zachowujgc
proporcje 1 objetosci Nano-Glo® Luciferase Assay Substrate i 50 objetosci Nano-Glo® Luciferase Assay
Buffer.

Medium znad komodrek zbierano i zastgpiono je 75 pl Opti-MEM®. Nastepnie dodano do kazdego dotka
po 75 pl mieszaniny reakcyjnej i inkubowano przez 1 minute. Odczytu dokonano z wykorzystaniem
zintegrowanego ze stacjg wieloparametrowego czytnika ptytek Infinite M1000.

Wyniki zostaty znormalizowane do $redniej luminescencji kontroli w programie GraphPad Prism 7 i
przedstawione na Fig. 3.

Przykiad 3.
Zwalidowany program dla ptytek formatu 96 z wykorzystaniem robota pipetujgcego TECAN
FreedomEVO.

Program pipetujgcy sktada sie z pieciu gtdwnych grup zadan nazwanych w kolejnosci
wykonywania: OPTI, Substrat, Inkubacja, Transfer i Pomiar.

1. Etap pierwszy ,,OPTI” na ptytke hodowlang nanoszone jest 55 pl OPTI (Fig.3.)

Etap drugi ,Substrat” na ptytke hodowlang nanoszone jest 55 pl mieszaniny buforu
lizujgcego z substratem dla lucyferazy.

3. Etap trzeci stanowi ,Inkubacja” obejmujgca wytrzgsanie ptytki przez 3 minuty (180
sekund). Celem etapu jest petna liza hodowli komérkowej, tym samym uwolnienie
wewnatrzkomdrkowej lucyferazy dla substratu podanego w etapie 2.

4, Etap czwarty ,Transfer” obejmuje przeniesienie 100 pl lizatu komodrkowego wraz z
substratem z przezroczystej 96-dotkowej ptytki hodowlanej na biatg ptytke 96-dotkowg
stuzgcg do wykonywania pomiardw luminescencyjnych.

5. Etap pigty ,,Pomiar” polega na przeniesieniu przez robota ptytki, ktérej zawartos¢ ma
zostac poddana pomiarom, na tacke czytnika luminescenciji.
Pomiar

7. Zakonczenie procedury i przekazanie plikdw do analizy.

Przyktad 4

Wykazanie funkcjonalnosci testu przesiewowego DegScreen

Test przeprowadzono z wykorzystaniem ptytek 96-dotkowych w nastepujgcy sposéb: Na dzien przed
stymulacjg zwigzkami degradujgcymi na kazdy dotek dwdch ptytek wysiano po 75 tys. komérek linii
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HEK 293 NS3-NLuc i HEK 293 BRD4-NLuc na dotek w 200 pl medium DMEM, GlutaMAX" zawierajgcym
10% FBS i normocyne 100ug/ml i inkubowano w 37°C w atmosferze 5% CO..

Zakodowane zwigzki o potencjale degradujgcym, zostaty udostepnione do testu przez Captor
Therapeutics. Na podstawie wczesdniejszych eksperymentdéw ustalono, ze optymalne stezenie
zwigzkdw degradujgcych do stymulacji komdrek wynosi 1 UM, a czas stymulacji wynosi 24h.

Wszystkie zwigzki doprowadzono do stezenia wyjSciowego 5 mM poprzez odpowiednie ich
rozcieficzenie w sterylnym DMSQ, a nastepnie kolejne rozciericzenie do stezenia 200 uM. Aby uzyskaé
zaktadane stezenie robocze zwigzkdow w medium komdrkowym zwigzki wyjsciowe rozcieficzano 100x
przy zastosowaniu DMEM GlutaMAX" do stezenia 2 uM, co przedstawia ponizsza Tabela 2.

Tabela 2

Rozcieficzenie do & mid Raozcieficzenie do 200 ubl Rozcieficzenie do 2 ubl {x 7 prabek)

) ox e bas Stezenie abjetost Stezenie objetost Stezenie

Lp. D Stﬁa}we p?;éitg[zi] p'rlgzgk roze. pcrgf;; L D{:’IE]O stocku 4 roze. stocku 5 D[h: EO stocku 2 ozc. stocku 200 D&iﬁ:ub:lz stocku 3

frrd] ol [ul} [utd] uld ful] fuld]

1]006-3 20 B 3 4x 25 75 5 2 48 2004 28 2772 2|
2|488-3 24 8| 3 4x 25 75 5 2 48 2004 28 2772 2)
3]436-3 20 L] 3 4x 25 75 5| 2 48 200 28 2772 2|
4]421-5 20 8| 3| 4% 2.5 75 5| 2] 48 200 28 277.2 2
5|388-4 20 & 3 4% 25 75 5 2] 48 200 28 2772 2
6]388-4 20 &) 3 4x 25 7.5 ] 2| 48 2004 28 2772 2]
7|328-5 20 G| 3 45 2.5 75 5 2| 48 200 28 2772 2
8|282-4 20 & 3 4x 25 75 5 2 48 200 28 2772 2
8|254-6 24 G| 3 dx 25 75 5 2| 48 200 28 2772 2
10|1253-6 20 Ll 3 4y 25 7.5 5| 2 48 200 28 2772 2|
11]262-4 20 sl 3| 4% 2.5 5 ] 2] 48 2004 28 2772 2]
12[178-3 20 L] 3 4 25 75 & 2 48 2004 28 2712 2
131773 20 G| 3 4x 25 75 5 2| 48 2001 28 2772 2
14[176-6 20 G| 3 4x 25 75 5 2 48 2004 28 2772 2
15[175-3 20 il 3 4x 25 75 5 2 48 2004 28 2772 gl
16]0336 20) & Al 4x o 5| 2 2 48 20| 199 28 2779 3
171032-7 20 fal 3 4% 25 75 ] 2 48 200 28 2772 2
18[031-7 20 @ 3 4x 25 75 k] 2] 48 2001 28 277.2 2]
19]030-8 20 a8 3 4% 25 is 5 2] 48 2004 28 2772 2
20(960-3 50 8 1 H0x 1 9 5| 2| 48 2004 28 2778 2
21]948-13 20 fal 3| 4% 25 5 ] 2] 48 200 28 27,2 2]
22|888-8 10 8 3 2% 5 5 5 2 48 2004 28 2772 2
23|985-18 20 & 3 4x 25 7.5 5| 2 48 200 28 2772 2|
24{840-7 20 Ll 3 &K 25 75 5 2] 48 2004 28 277.2 2]
25(838-8 20 8| 3 Ax 25 75 & 2 48 2004 28 2772 2
26(838-9 20 B 3 4x 2.5 75 5 2| 48 200} 28 2772 2]
27]836-% 20 G| 3 4x 25 75 5 2 48 200 28 2772 2
28[835-7 20 | 3 4x 25 75 5 2 48 200 28 2772 2
283|834-5 20 8 3 4y 258 7.5 5| 2 48 200 28 2772 2
30|1833-5 20 il 3 4% 25 75 ] 2] 48 200 28 2772 2]

W dniu rozpoczecia testu medium znad komérek aspirowano i zastgpiono je 50 pl medium DMEM,
GlutaMAX*, zawierajgcym 2% FBS, normocyne 100 pg/ml, za wyjatkiem komdrek nietraktowanych,
kontrolnych (ctrl), do ktérych od razu dodano po 100 pl wspomnianego medium. Nastepnie do kazdego
z pozostatych dotkéw dodano po 50 pl zwigzkdéw degradujacych tak, ze ich stezenie koricowe w kazdym
dotku osiggneto 1 uM i stymulowano nimi komérki przez 24h w warunkach 37°C, 5% CO..

Po inkubacji przystgpiono do lizy komdrek i pomiaru luminescencji. Do tego celu wykorzystano zestaw
Nano-Glo® Luciferase Assay System firmy Promega (N1120) postepujgc wedtug zmodyfikowanej
instrukcji producenta i wykorzystujgc stacje pipetujgcg Tecan Freedom Evo 150. Przygotowano takze
odpowiednig ilos¢ mieszaniny reakcyjnej do wywotania reakcji luminescencyjnej, zachowujgc
proporcje 1 objetosci Nano-Glo® Luciferase Assay Substrate i 50 objetosci Nano-Glo® Luciferase Assay
Buffer

Medium znad komdrek zaaspirowano i zastgpiono je 75 pl Opti-MEM®. Nastepnie dodano do kazdego
dotka po 75 pl mieszaniny reakcyjnej i inkubowano z wytrzgsaniem 250 rpm przez 1 minute. Odczytu
dokonano poprzez zintegrowany ze stacjg pipetujgcg wieloparametrowy czytnik ptytek Infinite M1000
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Pro przy parametrach wzmocnienia nastawianych automatycznie, sygnat normalizowano wzgledem
komorek kontrolnych.

Wyniki zostaty znormalizowane do $redniej luminescencji kontroli w programie GraphPad Prism 7 i
przedstawione na Fig. 2.

Test na ptytkach 384-dotkowych
Podobnie jak postepowano z ptytkami 96-dotkowymi, przeskalowano test na ptytki 384-dotkowe.

Na podstawie wczesniejszych eksperymentéw ustalono, ze optymalne stezenie zwigzkdéw
degradujacych do stymulacji komorek wynosi 1 uM, dodatkowo komérki taktowano wyzszym - 4 uM
stezeniem, a czas stymulacji wynosit 24h.

Wszystkie zwigzki doprowadzono do stezenia 5 mM poprzez odpowiednie ich rozcieficzenie w
sterylnym DMSO, a nastepnie kolejne rozciericzenie do stezenia 200 pM. Aby uzyskac zaktadane
stezenia wyjsSciowe zwigzkdw w medium komorkowym zwigzki rozciericzano 25x (dla stezenia 8 M)
lub 100x (dla stezenia 2 uM) przy zastosowaniu DMEM GlutaMAX*

Na dzien przed testowaniem zwigzkdw degradujgcych na dotki czterech ptytek 384 wysiano po 18 tys.
komérek linii HEK 293 NS3-NLuc i HEK 293 BRD4-NLuc (w objetosci 50 pl DMEM, GlutaMAX",
zawierajgcym 10% FBS i normocyne 100ug/ml) i inkubowano w 37°C w atmosferze 5% CO,.

W dniu rozpoczecia testu medium znad komérek aspirowano i zastgpiono je 25 pul medium DMEM,
GlutaMAX* zawierajagcym 2% FBS, normocyne 100 pg/ml, za wyjatkiem komdrek nietraktowanych,
kontrolnych (ctrl), do ktdrych od razu dodano po 50 ul wspomnianego medium. Nastepnie do kazdego
z pozostatych dotkdw dodano po 25 ul zwigzkdw degradujgcych (zgodnie z Fig. 3) tak, ze ich stezenie
koncowe w kazdym dotku osiggneto 1 uM lub 4 uM i stymulowano nimi komorki przez 24h w
warunkach 37°C, 5% CO..

Po inkubacji przystgpiono do pomiaru luminescencji. Do tego celu wykorzystano zestaw Nano-Glo®
Luciferase Assay System firmy Promega postepujgc wedtug zmodyfikowanej instrukcji producenta i
wykorzystujgc stacje pipetujacg Tecan Freedom Evo 150. Przygotowano takze odpowiednig ilos¢
mieszaniny reakcyjnej do wywotania reakcji luminescencyjnej, zachowujgc proporcje 1 objetosci Nano-
Glo® Luciferase Assay Substrate i 50 objetosci Nano-Glo® Luciferase Assay Buffer.

Medium znad komdrek zaaspirowano i zastgpiono je 30 pl Opti-MEM®. Nastepnie dodano do kazdego
dotka po 30 pl mieszaniny reakcyjnej i inkubowano z wytrzgsaniem 250 rpm przez 1 minute. Odczytu
dokonano poprzez zintegrowany ze stacjg pipetujgcg wieloparametrowy czytnik ptytek Infinite M1000
Pro przy parametrach wzmocnienia nastawianych automatycznie, znormalizowanym do luminescencji
komorek kontrolnych.

Wyniki zostaty znormalizowane do $redniej luminescencji kontroli w programie GraphPad Prism
7 i przedstawione na Fig. 4.

Przyktad 5
Zoptymalizowana metoda pomiarowa MS
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Do wykonania analizy sktadu i relatywnej zawartosci poszczegdlnych biatek w prébkach izolatéow
pochodzacych z linii komérkowych wybrano metode opartg na pomiarach spektrometrii mas
sprzezonej z chromatografig cieczowg. Pomiary przeprowadzono zgodnie ze strategig bottom-up,
polegajgcy na analizie peptyddw powstatych po enzymatycznym trawieniu biatek. Prébki, stanowigce
mieszaniny stabilnie znakowanych izotopowo (znacznikami TMT) pochodnych peptydéw mierzono z
wykorzystaniem techniki nano-LC-MS/MS zoptymalizowanej do tego celu. Wykorzystang aparature
oraz warunki przeprowadzenia pomiarédw przedstawiono ponize;j.

1. Aparatura badawcza
- LTQ Orbitrap Elite ETD wyposazony w nanosprejowe zrodto jondw (NSI) (Thermo Scientific)

- nanoprzeptywowy chromatograf cieczowy Easy nLC-1000 wyposazony w chtodzony autosampler
(Thermo Scientific)

2. Warunki rozdziatu chromatograficznego

Kolumna chromatograficzna:  Acclaim PepMap C18, 100A, 500 mm x 0.075 mm x 3 um (Thermo

Scientific)

Prekolumna (putapkujacy): Acclaim PepMap C18, 100A, 20 mm x 0.075 mm x 3 um (Thermo
Scientific)

Faza ruchoma A: woda + 0,1% kwas mréwkowy

Faza ruchoma B: woda:acetonitryl (10:90, v/v) + 0,1% kwas mréwkowy

Przeptyw: 300 nl/min

Temperatura kolumny: otoczenia

Temperatura autosamplera:  10°C
Nastrzyk: 5ul

Nastrzyk wykonywany z wykorzystaniem autosamplera, w ktéry wyposazony jest chromatograf
cieczowy. Podana objetos¢ odpowiada ustawieniom metody zadanym w oprogramowaniu sterujgcym.

Gradient: 2-55% B w 200 min

3. Warunki NSI-MS/MS

Kluczowe parametry metody MS:

Tryb jonow: dodatni

Metoda pomiaru: full-scan, DDA (top10)
Napiecie kapilary: 3000V

Gaz pomocniczy: 5j.a.

Zakres pomiaru: 110 - 2000 m/z

Rozdzielczos¢ w trybie MS: 120 000
Rozdzielczo$é w trybie MS/MS: 15 000

Fragmentacja: HCD
Energia kolizji: znormalizowana, 35.0 eV
Okno izolacji: 1m/z

tadunek jonu macierzystego: 2+ i wiecej
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Kalibracja: zewnetrzna na standard LTQ Velos Positive (Pierce), SD <1 ppm

Opis przygotowania prébki

Do analizy nLC-MS/MS przygotowano peptydy z biatek wyizolowanych z linii komdrkowych, a

nastepnie wyznakowano je znacznikami izobarycznymi TMT.

Procedura:

1.

Kondycjonowanie kolumienek MWCO (3kDa)

- na kolumienke naniesiono 500 pl wody, zwirowano, 10 000 rcf, 4°C

-na kolumienke naniesiono 100 pl 100 mM wodoroweglanu trietyloamoniowego (TEAB),
zwirowano, 10 000 rcf, 4°C, 100 mM

Probka

- na kolumienke naniesiono po 80 pg biatka, zwirowano, 10 000 rcf, 4°C

- na kolumienke naniesiono 100 pl 100 mM TEAB, zwirowano, 10 000 rcf, 4°C, powtdérzono
Redukcja

Przygotowanie 200 mM tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP): rozpuszczono 10 mg TCEP w 140
pl wody, wymieszano a nastepnie dodano 35 pl 1 M TEAB i wymieszano

- na kolumienke naniesiono 100 ul 100 mM TEAB

- dodano 5 pl 200 mM TCEP, wymieszano i inkubowano 1 godzine w 55°C

Alkilacja

Przygotowanie 375 mM jodoacetamidu (IAA): rozpuszczono 9 mg IAA w 132 pl 100 mM TEAB
krétko przed uzyciem chronigc przed swiattem

- na kolumienke dodano 5 pl 375 mM IAA, wymieszano i inkubowano 30 minut
w temperaturze pokojowej w ciemnosci

- prébki zwirowano, 10 000 rcf, 4°C

Trawienie

- kolumienki przeniesiono do nowych probdwek typu Eppendorf 2 ml

- na kolumienki dodano po 100 pl buforu 50 mM TEAB zawierajgcego trypsyne (2 pg
trypsyny/probke), zabezpieczono parafilmem i inkubowano przez noc w 37°C.

- nastepnego dnia prébki zwirowano otrzymujac przesgcz zawierajgcy hydrolizat trypsynowy,
- filtr usunieto

Znakowanie peptyddw znacznikami izobarycznymi TMT

- dodano 41 pl acetonitrylu do probdéwki zawierajgcej 0,8 mg znacznika (dostarczonej przez
producenta zestawu TMT), rozpuszczano znacznik przez 5 minut mieszajgc co jakis$ czas

- dodano caty hydrolizat trypsynowy z punktu 5 do probdwki z rozpuszczonym znacznikiem
i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej

- do probdwki dodano 8 pl 5 % hydroksyloaminy, inkubowano 15 minut w temperaturze
pokojowej w celu zatrzymania reakcji.



