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Opis wynalazku

Dziedzina wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb in vitro identyfikacji niskoczasteczkowych zwigzkow induku-
jacych powstawanie kompleksu trojsktadnikowego z wykorzystaniem pary fluoroforow (akceptora i do-
nora fluorescencyjnego) przytaczonych do pierwszego i drugiego biatka, przy czym w przypadku pierw-
szego biatka, czasteczka fluoroforu przytgczona jest nie bezposrednio, lecz z wykorzystaniem pary
zwiazkdéw biatkowych zawierajacych konkretne sekwencje aminokwasowe. Pomiar aktywnosci nisko-
czasteczkowego zwiazku odbywa sie poprzez pomiar zmiany poziomu fluorescencji, wywotanej trans-
ferem energii pomiedzy tymi wspomnianymi fluoroforami wskutek zblizenia sie tych czgsteczek induko-
wanego przez zwigzek niskoczasteczkowy.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez test ptytkowy wykorzystujacy wspomniane zwiazki biat-
kowe.

Stan techniki

Technologia indukowanej degradacji — znaczenie, mechanizm dziatania i kompleks tréjsktadni-
kowy

Technologia indukowanej degradacji w ostatnich latach jest najbardziej dynamicznie rozwijaja-
cym sie obszarem w procesie rozwoju lekéw. Dzieki zaangazowaniu naturalnych komponentéw ko-
morki — ligaz ubikwityny i proteasomu — umozliwia ona usuniecie biatek odgrywajacych role w proce-
sach chorobotwérczych. Innowacyjnos$é technologii, polega na zblizeniu celu molekularnego (biatka)
do wybranej ligazy ubikwityny za posrednictwem niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych.
W efekcie, dochodzi do ubikwitynacji celu molekularnego, czyli naznaczenia go do degradacji w pro-
teasomie, co prowadzi do uzyskania efektu terapeutycznego. Niewatpliwa przewaga tej technologii
jest potencjat celowania w dowolne biatko w komdrce, co otwiera mozliwos¢ opracowania zwigzkow
dziatajacych na cele molekularne do tej pory uznawane za nieosiagalne (ang. undruggable targets),
stanowigce okoto 80% ludzkiego proteomu. Do tej puli zaliczane sa czynniki transkrypcyjne, biatka
btonowe oraz biatka strukturalne (ang. scaffold proteins), ktore nie posiadaja aktywnosci enzymatycz-
nej, mozliwej do zablokowania przez klasyczne inhibitory, a ich funkcja wynika z ich poziomu oraz
oddziatywan z innymi biatkami.

Indukowana degradacja biatek chorobotwérczych, moze zosta¢ osiagnieta dzieki wykorzystaniu
zwiazkéw chemicznych, wywotujacych fizyczne zblizenie wybranego celu molekularnego do ligazy ubi-
kwityny, utworzenie tzw. kompleksu tréjsktadnikowego i w konsekwencji wyznakowanie celu molekular-
nego do degradacji w proteasomie.

Jedng z dostepnych strategii jest wykorzystanie bifunkcjonalnych degraderow, ktére zbudowane
sg z liganda wiazgcego biatko chorobotwdércze oraz liganda wiazgcego ligaze ubikwityny, potaczonych
linkerem. Podczas rozwoju degraderéw wysoka selektywnos$¢ oraz skuteczno$¢ wytworzenia nowych
oddziatywan biatko-biatko osiggana jest przez modyfikacje wszystkich sktadowych (ligandéw oraz lin-
kera), co w konsekwencji sprowadza sie do badania duzej ilosci zwigzkéw przed znalezieniem skutecz-
nego degradera.

Alternatywna strategia oparta jest o poszukiwanie tzw. klejow molekularnych (ang. molecular
glues) — matych zwigzkéw chemicznych, ktore bezposrednio wiaza sie jedynie do ligazy ubikwityny,
tworzac przy tym nowg powierzchnie oddziatywania, umozliwiajacg rozpoznanie nowych biatek (tzw.
neosubstratéw). W obecnosci takich zwiazkdw, ,zmodyfikowana” ligaza oddziatuje z biatkami, posiada-
jacym szczegolny motyw, a w konsekwencji dochodzi do utworzenia kompleksu tréjsktadnikowego, ubi-
kwitynacji celu molekularnego i jego degradacji. W przeciwienstwie do klasycznych inhibitorow, tworza-
cych kompleksy dwusktadnikowe z celem molekularnym zaleznie od sity wiazania i zajecia jednej kie-
szeni wiazacej, mechanizm dziatania zwiazkéw bifunkcjonalnych i klejow molekularnych jest bardziej
skomplikowany i wymaga uzyskania stanu rownowagi wigzania miedzy trzema sktadnikami réwnocze-
$nie. Badania wskazuja, ze wyznaczenie sity tworzenia kompleksu trojsktadnikowego oraz okredlenie
jego stabilnosci oraz kooperatywnosci oddziatywan biatko-biatko duzo lepiej przektada sie na skutecz-
nos¢ degradacji celu molekularnego, niz charakterystyka oddziatywan dwusktadnikowych (Bondeson
DP i wsp. Cell Chem Biol. 2018 Jan 18; 25(1): 78-87.e5).

Pomimo szybkiego rozwoju technologii, opracowanie i optymalizacja zwiazkéw indukujacych de-
gradacje biatek sa nadal bardzo pracochtonne. Stwarza to potrzebe opracowania tatwego, szybkiego
i przepustowego testu pozwalajagcego na pomiar tworzenia kompleksu tréjsktadnikowego, co umozliwi
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uszeregowanie zwigzkéw wzgledem ich aktywnosci oraz wyznaczenie zaleznosci miedzy strukturag
a aktywnoscia. Wybdér odpowiedniego testu do charakterystyki zwigzkéw indukujgacych oddziatywania
biatko-biatko jest kluczowy dla dostarczenia warto$ciowej informacji zwrotnej dla chemikéw medycznych
i dalszego rozwoju zwigzkdéw.

Znane metody screeningowe zwigzkéw oraz ich ograniczenia

Wsréd obecnie stosowanych sposobdw umozliwiajacych pomiar powstania kompleksu tréjsktad-
nikowego wyroznia sie testy biofizyczne, biochemiczne oraz komoérkowe.

Wsrod testow komoérkowych, znajduje sie opracowany i skomercjalizowany przez firme Promega
— nano-BRET. Test ten pozwala na pomiar tworzenia kompleksu miedzybiatkowego w zywych komoér-
kach w wyniku dziatania zwiazku, dzieki czemu aktywnos$¢ degraderéw oznaczana jest w warunkach
fizjologicznych. Pomimo oczywistych zalet, w tescie tym odrzucone zostajg zwiazki o stabej przepusz-
czalnosci przez btone komdrkowa. Z tego wzgledu testy w uktadach izolowanych, z wykorzystaniem
biatek rekombinowanych, pozwalaja na lepsze zrozumienie zaleznosci miedzy struktura a aktywnoscia
zwiazkéw.

Techniki biofizyczne SPR/BLI, umozliwiajg detekcje oddziatywan biatko-biatko z wykorzystaniem
metod spektroskopowych. Obie wymagaja immobilizacji jednego biatka na powierzchni sensoréw kom-
patybilnych z urzadzeniem. Strategie przytaczenia biatek do powierzchni no$nikow, obejmujg zaréwno
metody bezposredniego sieciowania jak i ich wychwytywania z wykorzystaniem odpowiednich metek
detekcyjnych, co moze wigzac sie z ograniczeniem swobody konformacyjnej, czy zablokowaniem miej-
sca wigzania (szczegolnie w pierwszym przypadku). Innymi ograniczeniami tych sposobow sg: czutosé
pomiaru, szczegolnie w przypadku oddziatywan z niskoczasteczkowym ligandem; srednia przepusto-
wos$¢, zalezna od modelu urzadzenia; wysoki koszt sensoréw, ktérych zuzycie zwieksza sie w przy-
padku biatek niestabilnych; wysoki koszt instrumentéw pomiarowych. Z tych wzgledéw obie techniki nie
sg pierwszym wyborem, w przypadku badan przesiewowych.

Popularna ostatnio technologia ALPHA (ang. Amplified Luminescent Proximity Homogenous As-
say) rowniez wymaga immobilizacji biatek na powierzchni nosnikow tzw. ziaren (ang. beads), przy czym
jedno biatko przytaczane jest do nosnika donorowego, a drugie do nosnika akceptorowego. Powstanie
kompleksu trojsktadnikowego, w obecnosci zwigzku bifunkcjonalnego, wykrywane jest w wyniku reakcji
biochemicznej miedzy ziarnami indukowanej falg swiatta o dtugosci 680 nm z udziatem tlenu singleto-
nowego. W przypadku tej techniki, biatka przytaczane sg na powierzchni ziaren z wykorzystaniem metek
detekcyjnych, co moze powodowa¢ zawade steryczng i wptywac na wigzanie. Ponadto, za transfer
energii miedzy donorem i akceptorem, odpowiada tlen singletonowy, ktéry jest reaktywng forma tlenu
i moze by¢ wyciszany (ang. quenched) w obecnosci niektérych zwiazkéw chemicznych, co prowadzi do
fatszywie negatywnych wynikéw. Konieczno$¢ korzystania ze specjalnych ziaren, jest dodatkowym
ograniczeniem, wptywajacym na koszt testu oraz tatwos¢ jego uzycia.

Testy umozliwiajace pomiar oddziatywan miedzybiatkowych w roztworze, sa oparte o polaryzacje
fluorescencji (ang. Fluorescence Polarization, FP), izotermiczng kalorymetrie miareczkowa (ang.
Isothermal titration calorimetry) czy zjawisko transferu energii rezonansu fluorescencji (FRET). W przy-
padku testow FP czy ITC ich wspdlnym ograniczeniem jest duza ilo$¢ potrzebnego materiatu, co
w przypadku niektorych, trudnych do otrzymania biatek rekombinowanych jest powaznym ogranicze-
niem i uniemozliwia ich zastosowanie w badaniach przesiewowych. Dodatkowo, test FP wymaga po-
siadania dodatkowej sondy fluorescencyjnej specyficznie wiazacej sie do jednego z biatek, co ogranicza
jego zastosowanie w przypadku jej braku. ITC jest technika o niskiej przepustowosci, ze wzgledu na
diugi czas trwania pojedynczego pomiaru (ok. 40 min).

Technika FRET jest podobna opisanego testu ALPHA, gdyz wykorzystuje zjawisko transferu
energii miedzy donorem a akceptorem w wyniku zblizenia sie dwéch czasteczek do siebie. W odrdznie-
niu od testu ALPHA, FRET nie wymaga immobilizacji biatek na nosnikach, poniewaz biatka sg bezpo-
$rednio znakowane fluoroforami, dla ktérych widmo emisji donora pokrywa sie z widmem wzbudzenia
akceptora. Dzieki temu zjawisku, zblizenie dwdch biatek w wyniku dziatania zwigazku, moze zostaé od-
czytane przez pomiar fluorescencji. Chociaz technika ta ma wiele zalet, uniwersalnos¢ jej zastosowania
jest ograniczona przez konieczno$¢ bezposredniego znakowania biatek fluoroforami, co w niektérych
przypadkach jest problematyczne.

Podsumowujac, na rynku dostepny jest duzy wybodr technik umozliwiajacych badanie kompleksu
trojsktadnikowego. Mozliwosc¢ ich zastosowania w badaniach przesiewowych jest réZzna i czesto zalezna
od stabilnoéci biatek wybranych do badania, dostepnej ilosci rekombinowanych preparatéw, dostepno-
$ci sond fluorescencyjnych, mozliwosci zakupu specjalnych no$nikow do immobilizacji oraz mozliwosci
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sprzetowych laboratorium. Z tego powodu nadal istnieje potrzeba rynkowa opracowania testu uniwer-
salnego, sprawdzajacego sie niezaleznie od wybranej ligazy i celu molekularnego, umozliwiajacego ba-
danie biatek dla ktérych nieznane sa sondy fluorescencyjne czy specyficzne przeciwciata, bez koniecz-
nosci immobilizacji biatek, a przy tym zapewniajacego duza czutos¢ w matej skali, zwiekszajac przez to
przepustowos¢ badania.

Cel wynalazku

Celem niniejszego wynalazku byto opracowanie alternatywnego sposobu identyfikacji niskocza-
steczkowych zwigzkow indukujacych oddziatywania biatko-biatko oraz powstawanie kompleksu troj-
sktadnikowego, ktéry umozliwitby przezwyciezenie wad takich rozwigzan znanych ze stanu techniki.

W szczegdlnosci celem wynalazku byto opracowanie sposobu utatwiajacego znakowanie anali-
zowanych biatek (np. fluoroforami).

Dodatkowo, celem wynalazku jest opracowanie sposobu, ktéry mogtby byé wykorzystany w po-
staci testu ptytkowego, zapewniajacego szybkie, powtarzalne testowanie zwigzkow niskoczasteczko-
wych, przyktadowo w celu wykrywania zwiazkéw o pozadanej aktywnosci biologiczne;j i/lub farmakolo-
gicznej.

Istota wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob in vitro identyfikacji niskoczasteczkowych zwigzkow induku-
jacych powstawanie kompleksu trdjsktadnikowego. Istota wynalazku jest to, Zze kontaktuje sie

pierwsze biatko potaczone ze zwiazkiem biatkowym zawierajacym pierwszg sekwencje amino-
kwasowa o SEQ ID NO. 12,

drugie biatko z przytaczona czasteczka fluoroforu,

zwigzek biatkowy zawierajgcy druga sekwencje aminokwasowg o SEQ ID NO. 11, z przytaczong
czasteczka fluoroforu oraz zwigzek niskoczasteczkowy,

przy czym jedna z czasteczek fluoroforu stanowi akceptor fluorescencyjny, a druga stanowi donor
fluorescencyjny, przy czym widmo emisji donora fluorescencyjnego naktada sie na widmo absorpcji ak-
ceptora fluorescencyjnego,

a nastepnie dokonuje sie pomiaru emisji promieniowania fluoroscencyjnego dla dtugosci fal od-
powiadajacych widmom emisyjnym czasteczek akceptora i donora fluoroscencyjnego,

przy czym zmiana emisji promieniowania fluoroscencyjnego przy dtugosci fali odpowiadajace;
widmu emisyjnemu akceptora fluoroscencyjnego wzgledem dtugosci fali odpowiadajgcej widmu emisyj-
nemu donora fluoroscencyjnego oznacza utworzenie kompleksu tréjsktadnikowego zawierajacego
pierwsze biatko, drugie biatko i zwiazek niskoczasteczkowy.

Korzystnie, zwigzek biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowg zawiera lub sktada
sie z sekwencji wybranej z grupy obejmujgcej sekwencje o SEQ ID NO. 2 i SEQ ID NO. 4.

Korzystnie, pierwsze biatko jest potaczone ze zwigzkiem biatkowym zawierajacym pierwszg se-
kwencje aminokwasowg za pomocg fuzji.

Korzystnie, drugie biatko jest potaczone z czasteczkg fluoroforu wigzaniem kowalencyjnym lub
niekowalencyjnym.

Korzystnie, zwigzek biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowa jest potaczony z cza-
steczkg fluoroforu wigzaniem kowalencyjnym lub niekowalencyjnym.

Korzystnie, pierwsze biatko stanowi dowolne biatko z grupy obejmujacej biatka wchodzace
w sktad kompleksow ligaz ubikwityny E3, biatko CRBN, enzymy koniugujace E3, enzymy deubikwitynu-
jace, enzymy odpowiadajgce za neddylacje, kinazy, fosfatazy, oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy,
liazy, izomerazy oraz ligazy, przy czym biatka te stanowig biatka petnej diugosci lub fragmenty biatek
petnej dtugosci, wystepujace pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami, a

drugie biatko, zwigzek biatkowy zawierajacy pierwszg sekwencje aminokwasowa i zwigzek biat-
kowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowag stanowig biatka petnej dtugosci lub fragmenty biatek
petnej dtugosci, pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami.

W szczegolnie korzystnej postaci wynalazku, pierwsze biatko stanowi biatko CRBN.

Korzystnie sposob stanowi przesiewowy sposoéb identyfikacji zwigzkéw o aktywnosci biologiczne;
i/lub farmakologiczne;.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto, test ptytkowy in vitro. Istotg wynalazku jest to, ze test za-
wiera

pierwsze biatko potaczone ze zwigzkiem biatkowym zawierajacym pierwszg sekwencje amino-
kwasowa o SEQ ID NO. 12,
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drugie biatko z przytaczona czasteczka fluoroforu,

zwigzek biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowg o SEQ ID NO. 11, z przytaczong
czasteczka fluoroforu, przy czym druga sekwencja aminokwasowa wykazuje silne powinowactwo do
pierwszej sekwencji aminokwasowej,

przy czym jedna z czasteczek fluoroforu stanowi akceptor fluorescencyjny, a druga stanowi donor
fluorescencyjny, gdzie widmo emisji donora fluorescencyjnego naktada sie na widmo absorpcji akcep-
tora fluorescencyjnego.

Korzystnie zwigzek biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowa zawiera lub sktada sie
z sekwencji wybranej z grupy obejmujacej sekwencje o SEQ ID NO. 2 i SEQ ID NO. 4.

Korzystnie, pierwsze biatko jest potgczone ze zwigzkiem biatkowym zawierajacym pierwszg se-
kwencje aminokwasowg za pomocg fuzji.

Korzystnie, drugie biatko jest potgczone z czasteczkg fluoroforu wigzaniem kowalencyjnym lub
niekowalencyjnym.

Korzystnie, zwigzek biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowa jest potaczony z cza-
steczkg fluoroforu wigzaniem kowalencyjnym lub niekowalencyjnym.

Korzystnie, pierwsze biatko stanowi dowolne biatko z grupy obejmujacej biatka wchodzace
w sktad kompleksow ligaz ubikwityny E3, biatko CRBN, enzymy koniugujace E3, enzymy deubikwitynu-
jace, enzymy odpowiadajgce za neddylacje, kinazy, fosfatazy, oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy,
liazy, izomerazy oraz ligazy, przy czym biatka te stanowia biatka petnej dtugosci lub fragmenty biatek
petnej dtugosci, wystepujace pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami, a

drugie biatko, zwigzek biatkowy zawierajacy pierwszg sekwencje aminokwasows i zwigzek biat-
kowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowa stanowia biatka petnej dtugosci lub fragmenty biatek
petnej dtugosci, pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami.

Korzystnie, test ptytkowy stanowi test do przesiewowe] identyfikacji zwigzkoéw o aktywnosci bio-
logicznej i/lub farmakologiczne;j.

Krotki opis figur rysunku

Przedmiot wynalazku zilustrowano na rysunku, na ktérym:

Fig. 1 przedstawia oczyszczone biatko CaptorPrey-N [SEQ ID NO. 2], zwizualizowane za pomoca
metody SDS-PAGE.

Fig. 2 przedstawia oczyszczony kompleks biatkowy 8xHis-CRBN : 8xHis-CaptorBait-DDB1 [SEQ
ID NO. 8], zwizualizowany za pomocg metody SDS-PAGE.

Fig. 3 przedstawia oczyszczone biatko 6xHis-BRD4 (44-168)-AviTag [SEQ ID NO. 10], zwizuali-
zowane za pomocg metody SDS-PAGE.

Fig. 4 przedstawia wynik testu LinkScape opartego na sposobie wedtug wynalazku.

Fig. 5 przedstawia schemat dziatania testu LinkScape opartego na sposobie wedtug wynalazku.
Szczegdtowy opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob identyfikaciji niskoczasteczkowych zwiazkéw indukujacych
powstawanie kompleksu tréjsktadnikowego z wykorzystaniem pary fluoroforéw (akceptora i donora flu-
orescencyjnego) przytaczonych do pierwszego i drugiego biatka, przy czym w przypadku pierwszego
biatka, czasteczka fluoroforu przytaczona jest nie bezposrednio, lecz z wykorzystaniem pary zwigzkow
biatkowych zawierajacych konkretne sekwencje aminokwasowe. Pomiar aktywnosci niskoczgsteczko-
wego zwiazku odbywa sie poprzez pomiar zmiany poziomu fluorescenciji, wywotanej transferem energii
pomiedzy tymi wspomnianymi fluoroforami wskutek zblizenia sie tych czasteczek indukowanego przez
zwiazek niskoczasteczkowy.

W kontekscie niniejszego wynalazku okreslenie kompleks tréjsktadnikowy oznacza kompleks za-
wierajacy pierwsze biatko, drugie biatko i zwiazek niskoczasteczkowy.

W trakcie badan przeprowadzonych przez twércéw wynalazku zauwazono, ze transfer energii
wynikajacy ze zjawiska FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer) pomiedzy dwoma flu-
oroforami zachodzi, poza opisanymi wczes$niej warunkami, rowniez wtedy, gdy fluorofor jest pota-
czony z biatkiem, dla ktérego poszukiwany jest niskoczgsteczkowy zwigzek, nie bezposrednio (co
jest znane w stanie techniki), lecz za pomoca uktadu ztozonego z pary zwigzkow biatkowych za-
wierajacych sekwencje o SEQ ID NO. 11 (Captor Prey) i SEQ ID NO. 12 (Captor Bait). Ten zaska-
kujacy efekt techniczny utatwia przeprowadzenie i zwieksza wiarygodnos$¢ testu. Pomaga bowiem
unikngé bezposredniego znakowania tego biatka fluoroforem, co mogtoby zaburza¢ jego aktyw-
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nos$¢. Dodatkowo, sposéb ten jest uzyteczny w konstruowaniu testu wysokoprzepustowego, z uzy-
ciem roznych biatek. Bezposrednie znakowanie fluoroforem kazdego z nich jest bowiem czaso-
chtonne i kosztowne.

Przyktadowy uktad zwigzkéw wykorzystywanych w korzystnej postaci wykonania sposobu wedtug
wynalazku przedstawiony jest na Fig. 5.

Pierwsze biatko (1) oraz drugie biatko (2) wyznakowane sa kompatybilnymi fluoroforami, przy
czym w przypadku pierwszego biatka znakowanie zrealizowane jest przy pomocy pary zwiazkéw bial-
kowych zawierajacych sekwencje o SEQ ID NO. 11(O — CaptorPrey) i SEQ ID NO. 12 (0 — CaptorBait).
W wyniku fizycznego zblizenia biatek (1) oraz (2) w obecnosci aktywnego zwiazku niskoczasteczko-
wego, nastepuje transfer energii pomiedzy fluoroforami (FRET). W efekcie obserwowana jest emisja
Swiatta o odmiennej dtugosci fali (1).

Pomiar aktywnos$ci niskoczasteczkowego zwiazku chemicznego odbywa sie poprzez pomiar
zmiany poziomu fluorescencji wywotanej transferem energii pomiedzy fluoroforem (donorem) przyta-
czonym do drugiego biatka oraz fluoroforem (akceptorem) przytaczonym do biatka (zwigzku biatkowego)
CaptorPrey, jak przedstawiono na Fig. 5.

Przyktadowo dla nastepujacego zestawu zwigzkow (opisanych réwniez w ponizszych przykta-
dach wykonania):

Pierwsze biatko (1) biatko 8xHis-CRBN : 8xHis-CaptorBait-DDB1

Drugie biatko (2) 6xHis-BRD4(44-168)-AviTag

zmiana fluorescencji jest monitorowana przy 2=520 nM w stosunku do fluorescencji przy A=490 nM.
Dtugosci fali do pomiaru moga by¢ z tatwoscia dobrane przez znawce w dziedzinie w zaleznosci od
zastosowanego zestawu fluoroforow.

W sposobie wedtug wynalazku wykorzystywane sg zwiazki biatkowe zawierajace okreslone se-
kwencje aminokwasowe, konkretnie sekwencje o SEQ ID NO. 11 (okreslang réwniez jako Captor Prey)
i SEQ ID NO. 12 (okreslang réwniez Captor Bait).

Stosowane w niniejszym opisie okreslenie ,zwigzek biatkowy” oznacza zwigzek skiadajacy sie
z aminokwasow, korzystnie biatko petnej dtugosci lub fragment biatka petnej dtugosci same lub w fuzji
z innymi peptydami czy biatkami.

W konsekwencji okreslenie zwiazek biatkowy zawierajacy lub sktadajacy sie z sekwencji o danym
numerze identyfikacyjinym SEQ ID NO. oznacza odpowiednio zwigzek ktérego czescig jest dana se-
kwencja, a pozostatg czes¢ stanowig aminokwasy przytaczone od strony N-konca i lub C-konca wspo-
mnianej sekwencji, lub zwiazek sktadajacy sie wytacznie z okreslonej sekwencji.

W korzystnych postaciach wykonania wynalazku zwiazek biatkowy zawierajacy sekwencje ami-
nokwasowg o SEQ ID NO. 11 stanowi zwiazek biatkowy zawierajacy lub sktadajacy sie z sekwenc;ji
aminokwasowej o SEQ ID NO. 2 (okreslanej rowniez jako Captor Prey-N) lub SEQ ID NO. 4 (okreslanej
rowniez jako Captor Prey-C).

Zastosowane w sposobie wynalazku fluorofory moga by¢ dowolnymi stosowanymi w dziedzinie
wynalazku parami akceptor/donor fluorescencyjny, pod warunkiem ich zgodnosci z zastosowanymi biat-
kami i zwiazkami biatkowymi. W korzystnej postaci wykonania wynalazku, akceptor fluorescencyjny
przytaczony jest do zwiazku biatkowego zawierajgcego druga sekwencje aminokwasowg o SEQ ID
NO. 11, a donor fluorescencyjny przytaczony jest do drugiego biatka. Taki uktad nie wyklucza odwrot-
nego zastosowania akceptora/donora. W innej korzystnej postaci wykonania wynalazku donor fluore-
scencyjny przytaczony jest do zwigzku biatkowego zawierajacego druga sekwencje aminokwasowa
o SEQ ID NO. 11, a akceptor fluorescencyjny przytaczony jest do drugiego biatka.

Potaczenie czgsteczek fluoroforow ze zwigzkiem biatkowym i drugim biatkiem moze by¢ zreali-
zowane przy wykorzystaniu wigzania kowalencyjnego lub niekowalencyjnego.

Pierwsze biatko moze stanowi¢ dowolne biatko, przy czym korzystnie stanowi biatko z grupy
obejmujacej biatka wchodzace w sktad kompleksow ligaz ubikwityny E3, enzymy koniugujace E3,
enzymy deubikwitynujgace, enzymy odpowiadajace za neddylacje, kinazy, fosfatazy, oksydoreduk-
tazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy oraz ligazy. Istotne jest, ze wskazane powyzej biatka
stanowia biatka petnej dtugosci lub fragmenty biatek petnej dtugosci, wystepujace pojedynczo lub
w fuzji z innymi peptydami czy biatkami. W najkorzystniejszej postaci wykonania, pierwsze biatko
stanowi ligaza ubikwityny E3 (np. kompleks CRBN : DDB1) zastosowana w ponizszych przyktadach
wykonania.

Drugie biatko moze stanowi¢ dowolne biatko, przy czym biatko to moze by¢ otrzymane i oczysz-
czone w catosci lub jako fragment biatka petnej dtugosci, pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy
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biatkami. W korzystnej postaci wykonania, drugie biatko stanowi biatko 6xHis-BRD4(44-168) zastoso-
wane w ponizszych przyktadach wykonania.

Zwiazek biatkowy zawierajacy pierwsza sekwencje aminokwasowa i zwigzek biatkowy zawiera-
jacy druga sekwencje aminokwasowg moga by¢ otrzymane i oczyszczone w catosci lub jako fragmenty
biatek petnej dtugosci, pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami, i moga stanowi¢ dowolne
zwiazki zawierajace odpowiednio sekwencje aminokwasowe o SEQ ID NO. 12 i SEQ ID NO. 11.
W korzystnej postaci wykonania wynalazku zwiazek biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwa-
sowa zawiera lub sklada sie z sekwencji wybranej z grupy obejmujacej sekwencje aminokwasowe
o SEQID NO.2iSEQ ID NO. 4.

Jako zwigzek niskoczgsteczkowy moze by¢ zastosowany dowolny niskoczasteczkowy zwigzek
chemiczny wykazujacy potencjalng aktywnos$¢ biologiczng lub farmakologiczng, korzystnie potencjalnie
indukujacy powstawanie kompleksu tréjsktadnikowego, szczegdlnie korzystnie moze go stanowié zwia-
zek dBET 1, stosowany w ponizszych przyktadach.

Sposob wedtug wynalazku moze znalezé zastosowanie przede wszystkim w przesiewowych te-
stach zwigzkoéw wykazujacych aktywnos¢ biologiczng lub farmakologiczna — kandydatéw na leki.

W korzystnej postaci wynalazku, sposdb wedtug wynalazku urzeczywistniany jest w postaci testu
ptytkowego stuzacego identyfikacji zwigazkéw indukujacych powstawanie kompleksu trojsktadnikowego,
korzystnie zwigzkoéw wykazujacych aktywnosé biologiczng lub farmakologiczna.

Test oparty na sposobie wedfug wynalazku (LinkScape) — opis technologii oraz jej zalety

Sposob wedtug wynalazku umozliwia identyfikacje niskoczasteczkowych zwigzkéw indukujacych
powstawanie kompleksu trojsktadnikowego w roztworze. W szczegdlnie korzystnej postaci wykonania
test ten znajduje zastosowanie w monitorowaniu powstawania kompleksu trojsktadnikowego, w ktérego
sktad wchodzg stanowigca pierwsze biatko — ligaza ubikwityny E3 (np. kompleks CRBN : DDB1), sta-
nowigce drugie biatko — biatko substratowe (BRD4) oraz stanowigcy zwiazek niskoczasteczkowy — zwia-
zek bifunkcjonalny (dBET1). Biatko substratowe za pomoca znanych w biochemii reakcji (np. biotyna :
streptawidyna) zostaje wyznakowane kompatybilnym akceptorem fluorescenciji (z fluoroforem przyita-
czonym do zwigzku biatkowego zawierajgcego sekwencje aminokwasowa o SEQ ID NO. 11 (sekwencje
CaptorPrey) dla reakcji typu FRET/BRET). W obecnosci testowanego bifunkcjonalnego zwiazku, zdol-
nego do wiazania sie zaréwno do ligazy jak i do biatka substratowego, dochodzi do zblizenia donora
i akceptora fluorescencji (na odlegtos¢ ponizej okoto 120 Angstremow, przy czym okreslenie okoto ozna-
cza odchylenie réowne + 5% wzgledem deklarowanej wartosci) i transferu energii pomiedzy fluoroforami
w mechanizmie FRET, co prowadzi do emisji $wiatta o dtugosci fali odpowiadajacej widmu emisyjnemu
czgsteczki akceptorowe;j.

Sposoéb ten opiera sie o nowe zastosowanie fragmentow rekombinowanych biatek FimG oraz
FimF (w niniejszym dokumencie nazywane odpowiednio CaptorPrey (SEQ. ID NO. 11) oraz CaptorBait
(SEQ ID NO. 12) do znakowania pierwszego biatka fluoroforem, a nastepnie przeprowadzenie testu
ptytkowego opartego o pomiar fluorescencji z udziatem tego biatka. W szczegdlnej postaci wykonania
wynalazku sposob uwzglednia przygotowanie rekombinowanych wariantéw biatka CaptorPrey (Captor-
Prey-N (SEQ. ID NO. 2) lub CaptorPrey-C (SEQ. ID NO.4), dla ktorych mozliwe jest znakowanie fluoro-
forem poprzez przygotowanie koniugatoéw tiolowo — maleimidowych. Tak zmodyfikowany CaptorPrey
moze zostac uzyty do uniwersalnego i specyficznego wyznakowania fluoroforem dowolnego biatka po-
siadajacego w swojej sekwencji peptyd CaptorBait.

Opisany ukiad, ze wzgledu na stabilnos¢ komponentéw, z ktérych jest ztozony, oraz budowe mo-
dutowa i kombinatoryczna zapewniajaca uniwersalnos$¢ jego zastosowania do badania oddziatywania
pomiedzy dowolnymi biatkami, idealnie nadaje sie do wysokoprzepustowej identyfikacji zwigzkoéw indu-
kujacych powstawanie kompleksu trojsktadnikowego. Uniwersalno$¢ zostata uzyskana przez wykorzy-
stanie rekombinowanego biatka CaptorPrey, ktore umozliwia wykonanie testu bez koniecznosci znako-
wania bezposrednio ligazy ubikwityny. Brak konieczno$ci bezposredniego znakowania ligaz E3 czy en-
zymow E2 wykorzystywanych w tescie, pozwala na unikniecie zablokowania aktywnosci niektérych bia-
tek (ligazy z rodziny HECT oraz enzymy E2 posiadaja cysteine w miejscu aktywnym). Dodatkowo, zna-
kowanie jedynie CaptorPrey umozliwia zredukowanie ilosci wykorzystanego znacznika, ujednolicenie
protokotu znakowania oraz unikniecie strat biatek wykorzystanych do badania (np. podczas oczyszcza-
nia biatka z wolnego fluoroforu po znakowaniu).

Test oparty na sposobie wedtug wynalazku nadaje sie do pomiaru w systemie 96- i 384-dotkowym
i wymaga standardowego spektrofluorymetru. Wspomniany test jest kompatybilny ze znacznikami typu
FRET/BRET, a wiec moze zosta¢ dostosowany do odpowiednich wymagan. Dzieki zastosowaniu
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znacznikdéw zaréwno na biatku donorowym jak i akceptorowym, mozliwy jest pomiar sygnatu obu biatek,
co pozwala na kontrole btedéw pipetowania i ewentualng korekte sygnatu w celu uzyskania faktycznego
stosunku biatek. Test ten ma rowniez zdecydowanie wieksza czutos¢ i zakres dynamiczny, niz w przy-
padku innych metod fluorescencyjnych, jak na przyktad FP. Ponadto, wszystkie reagenty moga zostac
tatwo odmierzone w dotkach ptytki pomiarowej tak, aby uzytkownik miat mozliwo$¢ szybkiego pomiaru
statych dysocjaciji i/lub statych kinetycznych reakcji enzymatycznej, co zwieksza przepustowosé¢ ba-
dania.

Tworzenie kompleksu CaptoPrey : CaptoBait

Przy konstrukcji pary CaptoPrey oraz CaptoBait wykorzystano mechanizm opisany dla od-
dziatywania biatek strukturalnych bakterii E. coli. Pile typu 1 E. coli, ztozone sg z 4 podjednostek
biatek strukturalnych — FimH, FimG, FimF oraz FimA. Biatka te tworza silne, lecz niekowalencyjne
oddziatywania, przez tzw. mechanizm uzupetnienia nicig donorowa. Kazda z podjednostek, w celu
utworzenia poprawnej struktury, musi zosta¢ uzupetniona fragmentem kolejnej podjednostki (tzw.
nicig donorowa).

Mechanizm ten zostat wykorzystany do opracowania nowego systemu oczyszczania biatek z wy-
korzystaniem chromatografii powinowactwa (Giese Ch. i wsp., Angew Chem Int Ed Engl. 2012, 51,
4474-4478). Autorzy cytowanej publikacji przygotowali wariant biatka FimG pozbawiony nici donorowe;j
(FimGt) oraz 15-aminokwasowy peptyd (DsF) odpowiadajacy nici donorowe] sasiedniej podjednostki
FimF. Uzyskany kompleks FimGt/DsF byt kinetycznie bardzo stabilny, o statej dysocjacji (Ko) rowne;
1,5x10-20M.

W dalszych badaniach Giese Ch. i wsp. (Giese Ch. i wsp., Angew Chem Int Ed Engl. 2016 Aug
1; 55(32): 9350-5) zoptymalizowali sekwencje zaréwno FimGt oraz DsF, celem zwiekszenia komple-
mentarnosci powierzchni elektrostatycznej. W wyniku mutacji kilku reszt aminokwasowych w obu biat-
kach, uzyskano termodynamicznie najbardziej stabilny kompleks FimGt (Q134E-S138E)/DsF (T4R-
T6R-D13N) o parametrach kinetycznych: kon = (2,52+0,05) x 10* M-' s, kot = (2,2+0,5) x 107 s*' zwiek-
szajgc powinowactwo oddziatywania o dwa rzedy wielkosci (Kp=(8,8+2,0) x 1022 M).

Dotychczas, opisana para biatek zostata wykorzystana jedynie w chromatografii powinowactwa,
celem ufatwienia oczyszczania biatek o niskiej ekspresji oraz duzych komplekséw biatkowych. W opi-
sanym tutaj wynalazku uktad ten zostat po raz pierwszy wykorzystany do uniwersalnego znakowania
biatek fluoroforem. Tworcy wynalazku zauwazyli, ze uktad ten po odpowiednim zmodyfikowaniu moze
by¢ wykorzystany w tescie ptytkowym ze wzgledu na powolna dysocjacje, a takze stabilno$é uktadu
w szerokim zakresie pH, stezenia soli oraz temperatury.

Przyktad wykonania
Uktad zawierajacy kompleks CRBN : DDB1 oraz biatko substratowe BRD4

Opis o0gbiny.

Niniejszy przyktad wykonania przedstawia sposéb identyfikacji zwigzku testowego dBET1 (nisko-
czasteczkowego zwigzku indukujacego powstawanie kompleksu tréjsktadnikowego) za pomoca przy-
ktadowego testu ptytkowego, w ktérym wykorzystano nastepujace elementy:

1. kompleks biatkowy 8xHis-CRBN : 8xHis-CaptorBait-DDB1 (SEQ. ID NO. 8);

2. rekombinowane biatko 6xHis-BRD4(44-168)-AviTag (SEQ. ID NO. 10), skoniugowane z flu-

oroforem;

3. rekombinowane biatko CaptorPrey skoniugowane z fluoroforem;

4. 2zwigzek testowy dBET1.

W powyzszym uktadzie, aktywnos$¢ zwigzku dBET1, rozumiana jako zdolnos¢ fizycznego zblize-
nia do siebie biatka 8xHis-CRBN : 8xHis-CaptorBait-DDB1 oraz biatka 6xHis-BRD4(44-168)-AviTag jest
monitorowana poprzez zmiane poziomu fluorescencji przy A=520 nM (pasmo emisji zastosowanego
akceptora fluorescencyjnego) w stosunku do fluorescencji przy A=490 nM (pasmo emisji zastosowa-
nego donora fluorescencyjnego).

Opis eksperymentalny.

a) Otrzymywanie biatka rekombinowanego CaptorPrey

W celu uzyskania rekombinowanego biatka CaptorPrey przygotowano 2 warianty bakteryjnego
plazmidu ekspresyjnego zawierajacego sekwencje biatka FimGt (Q134E, S138E) opisanego przez
Giese Ch. i wsp., Angew Chem Int Ed Engl. 2016 Aug 1;55(32): 9350-5; zmodyfikowanego poprzez
uzycie ponizszych primerow:
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— Dla uzyskania sekwencji CaptorPrey-N:

NF: TTCAGCCAAACCGTGTACGGTTTC
NR: CCGCACATATGTATATCTCCTTCTTAA
Dla uzyskania sekwencji CaptorPrey-C:

CF TGCTCATAAGGATCCGGCTGCTAAC

CR: TGAACCGCTGTAGGTATAGGTGATTTC

Sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe CaptorPrey-N przedstawiono odpowiednio jako SEQ
ID NO. 1 oraz SEQ ID NO. 2, a CaptorPrey-C jako SEQ ID NO. 3 oraz SEQ ID NO. 4. Obecnos¢
poprawnej sekwencji nukleotydowe]j potwierdzono poprzez sekwencjonowanie.

Ekspresje obu wariantow biatka przeprowadzono w komdrkach bakteryjnych szczepu BL21DE3
w pozywce Terrific Broth (TB) przez 4 h (37°C, 200 rpm).

W celu uzyskania ciatek inkluzyjnych dezintegracje komérek bakteryjnych przeprowadzono przez
sonikacje pelletu bakteryjnego w buforze do lizy (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100 nM, 1 nM EDTA,
1 mM PSF). Lizat zwirowano (500 rcf, 10 min, 4°C), nastepnie frakcje supernatantu podano ultrawiro-
waniu (60 000 rcf, 10 min, 4°C). Uzyskane ciatka inkluzyjne oczyszczono wstepnie poprzez kilka cykli
sonikacji w buforze (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100 nM, 2% Triton, 2M mocznik) i w wodzie, na
przemian z ultrawirowaniem (60 000 rcf, 10 min, 4°C).

Ciatka inkluzyjne rozpuszczono w buforze denaturujacym (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, 8M mocznik,
1 mM EDTA, 100 nM DTT) przez noc, w 4°C, na mieszadle magnetycznym. Rozwér poddano ultrawi-
rowaniu (60 000 rcf, 30 min, 20°C), supernatant poddano oczyszczaniu za pomoca chromatografii jo-
nowymiennej na ztozu HighQ, stosujac elucje w gradiencie NaCl (0 — 400 nM), w buforze 20 mM Tris-
HCI pH 8,0). Frakcje zawierajace biatko potaczono i dializowano do buforu (20 mM CH3COOH-NaOH
pH 4,0, 8M mocznik), nastepnie zatezono do stezenia biatka wynoszacego 80 uM.

Zatezony roztwor biatka rozcienczono 40-krotnie buforem (100 mM Tris-HCI pH 8,5, 1 mM GSH,
0,5 mM GSSG) i inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej (RT). Kolejne etapy przeprowadzono
w temperaturze 4°C. Biatko zatezono i przedializowano do buforu (20 mM Tris, pH 8,0). Nastepnie biatko
oczyszczono na ztozu Superdex 200 26/60, eluujgc do buforu koncowego (20 mM Tris pH 7,5).

Oczyszczone biatko CaptorPrey-N zwizualizowano za pomocg metody SDS-PAGE. Wyniki tej
wizualizacji przedstawiono na Fig. 1.

b) Przygotowanie znakowanego fluorescencyjnie biatka CaptorPrey

Oczyszczone biatko CaptorPrey-N oraz CaptorPrey-C wyznakowano Alexa Fluor™ 488 C5 ma-
leimide (Invitrogen, numer katalogowy: A10254) zgodnie z protokotem producenta (Thermo Fisher). Na-
stepnie koniugaty CaptorPrey-N-Alexa488 oraz CaptorPrey-C-Alexa488 oczyszczono z nadmiaru
znacznika na kolumnie odsalajgce;.

c) Otrzymywanie biatka rekombinowanego CRBN : DDB1-CaptorBait

W celu uzyskania rekombinowanego kompleksu biatkowego 8xHis-CRBN : 8xHis- DDB1-Captor-
Bait przygotowano 2 plazmidy pAC8 do ekspresji w komorkach owadzich zawierajace sekwencje kodu-
jace 8xHis-CRBN oraz 8xHis-DDB1-CaptorBait. Sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe 8xHis-
CRBN przedstawiono odpowiednio jako SEQ ID NO. 5 oraz SEQ ID NO. 6, a 8xHis-DDB1-CaptorBait
jako SEQ ID NO. 7 oraz SEQ ID NO. 8. Obecnos¢ poprawnej sekwencji nukleotydowej potwierdzono
poprzez sekwencjonowanie.

Wektory bakulowirusowe zawierajace sekwencje kodujace 8xHis-CRBN oraz 8xHis-DDB1-Cap-
torBait wytworzono osobno poprzez kotransfekcje komorek owadzich Sf-9 (Thermo Fisher Scientific)
wyzej opisanymi plazmidami pAC8 oraz zlinearyzowanym DNA bakulowirusowym. Wektory bakulowi-
rusowe amplifikowano w komorkach Sf-9 do 3 (trzeciego) pasazu. Ekspresje biatka przeprowadzono
w komorkach High Five™ (Thermo Fisher Scientific) poprzez koinfekcje wektorami bakulowirusowymi
zawierajacymi sekwencje kodujace 8xHis-CRBN oraz 8xHis-DDB1-CaptorBait. Ekspresje prowadzono
przez 2 dni (27°C, 130 rpm).

Zebrany pellet komorkowy zlizowano w buforze (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,2M NaCl, 1 mM DTT,
1 mM PSF, koktajl inhibitoréw proteaz (Sigma Aldrich, nr. kat. 11697498001)) przez sonikacje. Lizat
poddano ultrawirowaniu (60 000 rcf, 40 min, 4°C) i oczyszczaniu na ztozu NiINTA w buforze (50 mM
Tris-HCI pH 8,0, 0,2M NaCl, 1 mM DTT), eluujac biatko w tym samym buforze z dodatkiem 200 mM
imidazolu. W nastepnym kroku biatko oczyszczono na ztozu Superdex 200 26/60, eluujac do buforu
koncowego (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 5% glicerol).

Oczyszczony kompleks biatkowy 8xHis-CRBN : 8xHis-CaptorBait-DDB1 zwizualizowano za po-
moca metody SDS-PAGE. Wyniki tej wizualizacji przedstawiono na Fig. 2.
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Otrzymywanie biatka rekombinowanego 6xHis-BRD4 (44-168)-AviTag

W celu uzyskania biatka rekombinowanego przygotowano bakteryjny plazmid ekspresyjny zawie-
rajacy sekwencje kodujacg 6xHis-BRD4 (44-168)-AviTag. Sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe
przedstawiono odpowiednio jako SEQ ID NO. 9 oraz SEQ ID NO. 10. Obecno$¢ poprawnej sekwencji
nukleotydowej potwierdzono poprzez sekwencjonowanie.

Ekspresje biatka przeprowadzono w komorkach bakteryjnych szczepu BL21DE3 w medium Ter-
rific Broth (TB) przez noc (25°C, 200 rpm).

Zebrany pellet komoérkowy zlizowano w buforze (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1 M NaCl, 1 mM PSF)
przez sonikacje. Lizat poddano wirowaniu (14 000 rcf, 20 min, 4°C) i oczyszczaniu na ziozu NINTA
(50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl). Elucje prowadzono w tym samym buforze, w gradiencie imi-
dazolu. Nastepnie przeprowadzono oczyszczanie na ztozu Superdex 75 pg 26/600, eluujac do buforu
koncowego (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl).

Oczyszczone biatko 6xHis-BRD4 (44-168)-AviTag, zwizualizowano za pomoca metody SDS-
PAGE. Wyniki tej wizualizacji przedstawiono na Fig. 3.

Otrzymywanie biotynylowanego biatka 6xHis-BRD4 (44-168)-AviTag

Biotynylacje biatka 6xHis-BRD4(44-168)-AviTag przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu
Bulk BirA: BirA biotin — protein ligase bulk reaction kit (Avidity), zgodnie z instrukcjg producenta. Na-
stepnie biatko oddzielono od mieszaniny reakcyjnej na kolumnie Superdex 75 pg 26/600 do buforu Tris
50 mM pH 8,0, 100 mM NaCl.

Przeprowadzenie testu plytkowego

Mieszanina reakcyjna zawierajaca biatkowe sktadniki testu zostata przygotowana poprzez rozpi-
petowanie na ptytki 384-dotkowe po 3,3 ul roztworu 1 (1200 nM CRBN : DDB1-CaptorBait, 6000 nM
CaptorPrey-N-Alexa488 lub CaptorPrey-C-Alexa488, 2% DMSO w buforze PBS) oraz po 3,3 ul roztworu
2 (600 nM 6xHis-BRD4(44-168)-AviTag, 150 nM TbSA, 2% DMSQO, 3 mM DTT, 0.3% Tween w buforze
PBS). W dotkach kontrolnych (rzad B w Tabeli 1) roztwor 1 nie zawierat biatka CRBN : DDB1-CaptorBait.

Po 30 minutach inkubacji na ptytce do ptytki dodano po 3,3 ul odpowiedniego rozcienczenia
zwigzku dBET1 przygotowanego w buforze PBS z 6% DMSQO. W Tabeli 1 ponizej przedstawiono kon-
cowe stezenia w mieszaninie reakcyjnej. W tabeli tej A oznacza dotki testowe zawierajgce: 400 nM
CRBN : DDB1-CaptorBait, 2000 nM CaptorPrey-N-Alexa488 lub CaptorPrey-C-Alexa488, 200 nM
6xHis-BRD4(44-168)-AviTag, 50 nM TbSA, 2% DMSO, 1 mM DTT, dBET1 (w stezeniu wskazanym
ponizej) w buforze PBS, a B oznacza dotki kontrolne zawierajace: 2000 nM CaptorPrey-N-Alexa488 lub
CaptorPrey-C-Alexa488, 200 nM 6xHis-BRD4(44-168)-AviTag, 50 nM TbSA, 2% DMSO, 1 mM DTT,
dBET 1 (w stezeniu wskazanym ponizej) w buforze PBS.

Tabela 1: Uklad plytki testowej — stezenia zwiazku dBET1 w tabeli przedstawiono w nM.

1 3 5 7 9 11 13 15 |17 |19 |21 |23

A 10000, | 5000, [2500, | 1250, |625, 312, |156, |78, |39, |19, |9, |O

B | 10000, [5000, [2500, |1250, |625, 312, |156, (78, |39, |19, |9, |0

Po zwirowaniu ptytki przeprowadzono pomiar fluorescencji z uzyciem czytnika 10 ptytek PHERA-
star z uktadem optycznym LanthaScreen przy wykorzystaniu parametréw przedstawionych w Tabeli 2.
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Tabela 2: Parametry “LanthaScreen kinetic protocol”

Ustawienia optyczne

Réwnoczesna podwdjna emisja YES
Mnoznik stosunku: 1
Poczatek integracji [Ms): 100
Czas trwania integracji [us]: 500
Ustawienia ogbine

Ustawiony czas [s]: 0.5
Liczba cykli 60
Liczba btyskow na dotek w cyklu 200
czas cyklu [s] 60
Catkowity zmierzony czas/dotek [ms] 1166
Zwioka przed cyklem 0

Wyniki w danym punkcie czasowym oraz stezeniu przedstawiono jako stosunek fluorescencji przy
A =520 nM do sygnatu przy A = 490 nM. Wzrost tej wartosci nalezy interpretowac jako wynik zjawiska
FRET pomiedzy czasteczkami fluoroforéow, bedgcego nastepstwem zblizenia wyznakowanych nimi bia-
tek (w tym przypadku — CRBN-DDB1 oraz BRD4). Wzrost wartosci zalezny od stezenia zwiazku (w tym
przypadku dBET1) swiadczy o powstawaniu kompleksu trojsktadnikowego, indukowanego przez od-
dziatywanie zwigzku réwnoczesnie z CRBN-DDB1 oraz BRD4.

Wyniki testu LinkScape opartego na sposobie wedtug wynalazku w uktadzie zawierajgcym kom-
pleks CRBN : DDB1 znakowany fluoroforem poprzez uktad CaptorBait : CaptorPrey-N oraz biatko
BRD4, przeprowadzonego z roznymi stezeniami zwigzku niskoczgsteczkowego dBET1 przedstawiono
wizualnie na Fig. 4. Na wykresie przedstawiono s$rednie wartosci (w cyklach 11-15) stosunku fluore-
scencji przy A=520 do fluorescencji przy 2=490 (520/490) w zaleznosci od stezenia dBET1, znormali-
zowane do najwyzszej wartosci sygnatu. Wyniki przedstawione na Fig. 5 potwierdzajg pozytywny wynik

testu.

1"
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Wykaz sekwenciji

SEQ ID NO. 1

Sekwencja nukleotydowa CaptorPrey-N (ORF).
ATGTGCGGTTCAGCCAAACCGTGTACGGTTTCCACCACCAATGCCACGGTTGATCTC
GGCGATCTTTATTCTTTCAGTCTTATGTCTGCCGGGGCGGCATCGGCCTGGCATGAT
GTTGCGCTTGAGTTGACTAATTGTCCGGTGGGAACGTCGAGGGTCACTGCCAGCTT
CAGCGGGGCAGCCGACAGTACCGGATATTATAAAAACCAGGGGACCGCGCAAAACA
TCCAGTTAGAGCTACAGGATGACAGTGGCAACACATTGAATACTGGCGCAACCAAAA
CAGTTCAGGTGGATGATTCCTCACAATCAGCGCACTTCCCGTTACAGGTCAGAGCAT
TGACAGTAAATGGCGGAGCCACTCAGGGAACCATTGAGGCAGTGATTGAAATCACCT
ATACCTACAGCTAA

SEQID NO. 2

Sekwencja aminokwasowa CaptorPrey-N (ORF). Sekwencje CaptorPrey zaznaczono
pogrubiong czcionka.
MCGSAKPCTVSTTNATVDLGDLYSFSLMSAGAASAWHDVALELTNCPVGTSRVTASF
SGAADSTGYYKNQGTAQNIQLELOQDDSGNTLNTGATKTVQVDDSSQSAHFPLQVRAL
TVNGGATQGTIEAVIEITYTYS

SEQID NO. 3
Sekwencja nukleotydowa CaptorPrey-C (ORF).



PL 243470 B1

ATGGCCAAACCGTGTACGGTTTCCACCACCAATGCCACGGTTGATCTCGGCGATCTT
TATTCTTTCAGTCTTATGTCTGCCGGGGCGGCATCGGCCTGGCATGATGTTGCGCTT
GAGTTGACTAATTGTCCGGTGGGAACGTCGAGGGTCACTGCCAGCTTCAGCGGGGC
AGCCGACAGTACCGGATATTATAAAAACCAGGGGACCGCGCAAAACATCCAGTTAGA
GCTACAGGATGACAGTGGCAACACATTGAATACTGGCGCAACCAAAACAGTTCAGGT
GGATGATTCCTCACAATCAGCGCACTTCCCGTTACAGGTCAGAGCATTGACAGTAAA

TGGCGGAGCCACTCAGGGAACCATTGAGGCAGTGATTGAAATCACCTATACCTACAG
CGGTTCATGCTCATAA

SEQID NO. 4

Sekwencja aminokwasowa CaptorPrey-C (ORF). Sekwencje CaptorPrey zaznaczono
pogrubiong czcionka.
MAKPCTVSTTNATVDLGDLYSFSLMSAGAASAWHDVALELTNCPVGTSRVTASFSGA
ADSTGYYKNQGTAQNIQLELQDDSGNTLNTGATKTVQVDDSSQSAHFPLQVRALTVN
GGATQGTIEAVIEITYTYSGSCS

SEQID NO. 5

Sekwencja nukleotydowa 8xHis-CRBN (ORF).
ATGGGTCACCACCATCACCATCATCACCATGGTGGAGGCGGTCTTGAAGTCTTGTTT
CAAGGTCCTGGCGGCGGTATGGCCGGCGAAGGAGATCAGCAGGACGCTGCGCACA
ACATGGGCAACCACCTGCCGCTCCTGCCTGCAGAGAGTGAGGAAGAAGATGAAATG
GAAGTTGAAGACCAGGATAGTAAAGAAGCCAAAAAACCAAACATCATAAATTTTGACA
CCAGTCTGCCGACATCACATACATACCTAGGTGCTGATATGGAAGAATTTCATGGCA
GGACTTTGCACGATGACGACAGCTGTCAGGTGATTCCAGTTCTTCCACAAGTGATGA
TGATCCTGATTCCCGGACAGACATTACCTCTTCAGCTTTTTCACCCTCAAGAAGTCAG
TATGGTGCGGAATTTAATTCAGAAAGATAGAACCTTTGCTGTTCTTGCATACAGCAAT
GTACAGGAAAGGGAAGCACAGTTTGGAACAACAGCAGAGATATATGCCTATCGAGAA
GAACAGGATTTTGGAATTGAGATAGTGAAAGTGAAAGCAATTGGAAGACAAAGGTTC
AAAGTCCTTGAGCTAAGAACACAGTCAGATGGAATCCAGCAAGCTAAAGTGCAAATT
CTTCCCGAATGTGTGTTGCCTTCAACCATGTCTGCAGTTCAATTAGAATCCCTCAATA
AGTGCCAGATATTTCCTTCAAAACCTGTCTCAAGAGAAGACCAATGTTCATATAAATG
GTGGCAGAAATACCAGAAGAGAAAGTTTCATTGTGCAAATCTAACTTCATGGCCTCG
CTGGCTGTATTCCTITATATGATGCTGAGACCTTAATGGACAGAATCAAGAAACAGCTA
CGTGAATGGGATGAAAATCTAAAAGATGATTCTCTTCCTTCAAATCCAATAGATTTTTC
TTACAGAGTAGCTGCTTGTCTTCCTATTGATGATGTATTGAGAATTCAGCTCCTTAAAA
TTGGCAGTGCTATCCAGCGACTTCGCTGTGAATTAGACATTATGAATAAATGTACTTC
CCTTTGCTGTAAACAATGTCAAGAAACAGAAATAACAACCAAAAATGAAATATTCAGTT
TATCCTTATGTGGGCCGATGGCAGCTTATGTGAATCCTCATGGATATGTGCATGAGA

13



14

PL 243470 B1

CACTTACTGTGTATAAGGCTTGCAACTTGAATCTGATAGGCCGGCCTTCTACAGAACA
CAGCTGGTTTCCTGGGTATGCCTGGACTGTTGCCCAGTGTAAGATCTGTGCAAGCCA
TATTGGATGGAAGTTTACGGCCACCAAAAAAGACATGTCACCTCAAAAATTTTGGGG
CTTAACGCGATCTGCTCTGTTGCCCACGATCCCAGACACTGAAGATGAAATAAGTCC
AGACAAAGTAATACTTTGCTTG

SEQ ID NO. 6

Sekwencja aminokwasowa 8xHis-CRBN (ORF).
MGHHHHHHHHGGGGLEVLFQGPGGGMAGEGDQQDAAHNMGNHLPLLPAESEEEDEM
EVEDQDSKEAKKPNIINFDTSLPTSHTYLGADMEEFHGRTLHDDDSCQVIPVLPQVMMILI
PGQTLPLQLFHPQEVSMVRNLIQKDRTFAVLAYSNVQEREAQFGTTAEIYAYREEQDFGI
EIVKVKAIGRQRFKVLELRTQSDGIQQAKVQILPECVLPSTMSAVQLESLNKCQIFPSKPV
SREDQCSYKWWQKYQKRKFHCANLTSWPRWLYSLYDAETLMDRIKKQLREWDENLKD
DSLPSNPIDFSYRVAACLPIDDVLRIQLLKIGSAIQRLRCELDIMNKCTSLCCKQCQETEITT
KNEIFSLSLCGPMAAYVNPHGYVHETLTVYKACNLNLIGRPSTEHSWFPGYAWTVAQCKI
CASHIGWKFTATKKDMSPQKFWGLTRSALLPTIPDTEDEISPDKVILCL

SEQID NO.7

Sekwencja nukleotydowa 8xHis-CaptorBait-DDB1 (ORF).
ATGGGTCACCACCATCACCATCATCACCATGGTGGAGGCGGTCTTGAAGTCTTGTTT
CAAGGTCCTGGCGGCGGTGCAGACTCCCGTATAAGGATTCGCGGTTACGTTCGTAA
TAATGGTGGCGGCGGTGGCATGTCGTACAACTACGTGGTAACGGCCCAGAAGCCCA
CCGCCGTGAACGGCTGCGTGACCGGACACTTTACTTCGGCCGAAGACTTAAACCTG
TTGATTGCCAAAAACACGAGATTAGAGATCTATGTGGTCACCGCCGAGGGGCTTCGG
CCCGTCAAAGAGGTGGGCATGTATGGGAAGATTGCGGTCATGGAGCTTTTCAGGCC
CAAGGGGGAGAGCAAGGACCTGCTGTTTATCTTGACAGCGAAGTACAATGCCTGCAT
CCTGGAGTATAAACAGAGTGGCGAGAGCATTGACATCATTACGCGAGCCCATGGCA
ATGTCCAGGACCGCATTGGCCGCCCCTCAGAGACCGGCATTATTGGCATCATTGAC
CCTGAGTGCCGGATGATTGGCCTGCGTCTCTATGATGGCCTTTTCAAGGTTATTCCA
CTAGATCGCGATAATAAAGAACTCAAGGCCTTCAACATCCGCCTGGAGGAGCTGCAT
GTCATTGATGTCAAGTTCCTATATGGTTGCCAAGCACCTACTATTTGCTTTGTCTACC
AGGACCCTCAGGGGCGGCACGTAAAAACCTATGAGGTGTCTCTCCGAGAAAAGGAA
TTCAATAAGGGCCCTTGGAAACAGGAAAATGTCGAAGCTGAAGCTTCCATGGTGATC
GCAGTCCCAGAGCCCTTTGGGGGGGCCATCATCATTGGACAGGAGTCAATCACCTA
TCACAATGGTGACAAATACCTGGCTATTGCCCCTCCTATCATCAAGCAAAGCACGATT
GTGTGCCACAATCGAGTGGACCCTAATGGCTCAAGATACCTGCTGGGAGACATGGA
AGGCCGGCTCTTCATGCTGCTTTTGGAGAAGGAGGAACAGATGGATGGCACCGTCA
CTCTCAAGGATCTCCGTGTAGAACTCCTTGGAGAGACCTCTATTGCTGAGTGCTTGA
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CATACCTTGATAATGGTGTTGTGTTTGTCGGGTCTCGCCTGGGTGACTCCCAGCTTG
TGAAGCTCAACGTTGACAGTAATGAACAAGGCTCCTATGTAGTGGCCATGGAAACCT
TTACCAACTTAGGACCCATTGTCGATATGTGCGTGGTGGACCTGGAGAGGCAGGGG
CAGGGGCAGCTGGTCACTTGCTCTGGGGCTTTCAAGGAAGGTTCTTTGCGGATCAT
CCGGAATGGAATTGGAGGAAATGGCAACTCGGGCGAGATCCAGAAGCTGCACATTC
GCACAGTTCCCCTCTATGAGTCTCCAAGGAAGATCTGCTACCAGGAAGTGTCCCAGT
GTTTCGGGGTCCTCTCCAGCCGCATTGAAGTCCAAGACACGAGTGGGGGCACGACA
GCCTTGAGGCCCAGCGCTAGCACCCAGGCTCTGTCCAGCAGTGTAAGCTCCAGCAA
GCTGTTCTCCAGCAGCACTGCTCCTCATGAGACCTCCTTTGGAGAAGAGGTGGAGG
TGCACAACCTACTTATCATTGACCAACACACCTTTGAAGTGCTTCATGCCCACCAGTT
TCTGCAGAATGAATATGCCCTCAGTCTGGTTTCCTGCAAGCTGGGCAAAGACCCCAA
CACTTACTTCATTGTGGGCACAGCAATGGTGTATCCTGAAGAGGCAGAGCCCAAGCA
GGGTCGCATTGTGGTCTTTCAGTATTCGGATGGAAAACTACAGACTGTGGCTGAAAA
GGAAGTGAAAGGGGCCGTGTACTCTATGGTGGAATTTAACGGGAAGCTGTTAGCCA
GCATCAATAGCACGGTGCGGCTCTATGAGTGGACAACAGAGAAGGAGCTGCGCACT
GAGTGCAACCACTACAACAACATCATGGCCCTCTACCTGAAGACCAAGGGCGACTTC
ATCCTGGTGGGCGACCTTATGCGCTCAGTGCTGCTGCTTGCCTACAAGCCCATGGA
AGGAAACTTTGAAGAGATTGCTCGAGACTTTAATCCCAACTGGATGAGTGCTGTGGA
AATCTTGGATGATGACAATTTTCTGGGGGCTGAAAATGCCTTTAACTTGTTTGTGTGT
CAAAAGGATAGCGCTGCCACCACTGACGAGGAGCGGCAGCACCTCCAGGAGGTTG
GTCTTTTCCACCTGGGCGAGTTTGTCAATGTCTTTTGCCACGGCTCTCTGGTAATGCA
GAATCTGGGTGAGACTTCCACCCCCACACAAGGCTCGGTGCTCTTCGGCACGGTCA
ACGGCATGATAGGGCTGGTGACCTCACTGTCAGAGAGCTGGTACAACCTCCTGCTG
GACATGCAGAATCGACTCAATAAAGTCATCAAAAGTGTGGGGAAGATCGAGCACTCC
TTCTGGAGATCCTTTCACACCGAGCGGAAGACAGAACCAGCCACAGGTTTCATCGAC
GGTGACTTGATTGAGAGTTTCCTGGATATTAGCCGCCCCAAGATGCAGGAGGTGGT
GGCAAACCTACAGTATGACGATGGCAGCGGTATGAAGCGAGAGGCCACTGCAGACG
ACCTCATCAAGGTTGTGGAGGAGCTAACTCGGATCCATTAG

SEQID NO. 8

Sekwencja aminokwasowa 8xHis-CaptorBait-DDB1 (ORF). Sekwencie CaptorBait
zaznaczono pogrubiong czcionky.
MGHHHHHHHHGGGGLEVLFQGPGGGADSRIRIRGYVRNNGGGGGMSYNYVVTAQKP
TAVNGCVTGHFTSAEDLNLLIAKNTRLEIYVVTAEGLRPVKEVGMYGKIAVMELFRPKGE
SKDLLFILTAKYNACILEYKQSGESIDIITRAHGNVQDRIGRPSETGIIGIIDPECRMIGLRLY
DGLFKVIPLDRDNKELKAFNIRLEELHVIDVKFLYGCQAPTICFVYQDPQGRHVKTYEVSL
REKEFNKGPWKQENVEAEASMVIAVPEPFGGAIIIGQESITYHNGDKYLAIAPPIIKQSTIVC
HNRVDPNGSRYLLGDMEGRLFMLLLEKEEQMDGTVTLKDLRVELLGETSIAECLTYLDN
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GVVFVGSRLGDSQLVKLNVDSNEQGSYVVAMETFTNLGPIVDMCVVDLERQGQGQLVT
CSGAFKEGSLRIIRNGIGGNGNSGEIQKLHIRTVPLYESPRKICYQEVSQCFGVLSSRIEV
QDTSGGTTALRPSASTQALSSSVSSSKLFSSSTAPHETSFGEEVEVHNLLIIDQHTFEVLH
AHQFLQNEYALSLVSCKLGKDPNTYFIVGTAMVYPEEAEPKQGRIVVFQYSDGKLQTVAE
KEVKGAVYSMVEFNGKLLASINSTVRLYEWTTEKELRTECNHYNNIMALYLKTKGDFILV
GDLMRSVLLLAYKPMEGNFEEIARDFNPNWMSAVEILDDDNFLGAENAFNLFVCQKDSA
ATTDEERQHLQEVGLFHLGEFVNVFCHGSLVMQNLGETSTPTQGSVLFGTVNGMIGLVT
SLSESWYNLLLDMQNRLNKVIKSVGKIEHSFWRSFHTERKTEPATGFIDGDLIESFLDISR
PKMQEVVANLQYDDGSGMKREATADDLIKVVEELTRIH

SEQ ID NO. 9

Sekwencja nukleotydowa 6xHis-BRD4(44-168)-AviTag (ORF).
ATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTGTAGATCTGGGTACCGAGAACCTGTACT
TCCAATCCATGAACCCCCCGCCCCCAGAGACCTCCAACCCTAACAAGCCCAAGAGG
CAGACCAACCAACTGCAATACCTGCTCAGAGTGGTGCTCAAGACACTATGGAAACAC
CAGTTTGCATGGCCTTTCCAGCAGCCTGTGGATGCCGTCAAGCTGAACCTCCCTGAT
TACTATAAGATCATTAAAACGCCTATGGATATGGGAACAATAAAGAAGCGCTTGGAAA
ACAACTATTACTGGAATGCTCAGGAATGTATCCAGGACTTCAACACTATGTTTACAAA
TTGTTACATCTACAACAAGCCTGGAGATGACATAGTCTTAATGGCAGAAGCTCTGGAA
AAGCTCTTCTTGCAAAAAATAAATGAGCTACCCACAGAAGAATCCGGTTTGAACGACA
TCTTCGAAGCTCAGAAGATCGAATGGCACGAATGA

SEQID NO. 10

Sekwencja aminokwasowa 6xHis-BRD4 (44-168)-AviTag (ORF).
MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSMNPPPPETSNPNKPKRQTNQLQYLLRVVLKTLWKHQ
FAWPFQQPVDAVKLNLPDYYKIIKTPMDMGTIKKRLENNYYWNAQECIQDFNTMFTNCYI
YNKPGDDIVLMAEALEKLFLQKINELPTEESGLNDIFEAQKIEWHE

SEQID NO. 11

Sekwencja aminokwasowa CaptorPrey (ORF).
AKPCTVSTTNATVDLGDLYSFSLMSAGAASAWHDVALELTNCPVGTSRVTASFSGAADS
TGYYKNQGTAQNIQLELQDDSGNTLNTGATKTVQVDDSSQSAHFPLQVRALTVNGGAT
QGTIEAVIEITYTYS

SEQID NO. 12
Sekwencja aminokwasowa CaptorBait (ORF).
ADSRIRIRGYVRNNG
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Zastrzezenia patentowe

. Sposdb in vitro identyfikacji niskoczasteczkowych zwiazkéw indukujacych powstawanie kom-

pleksu tréjsktadnikowego, znamienny tym, ze
kontaktuje sie
pierwsze biatko potaczone ze zwigzkiem biatkowym zawierajgcym pierwsza sekwencje
aminokwasowag o SEQ ID NO. 12,
drugie biatko z przytaczong czasteczka fluoroforu,
zwigzek biatkowy zawierajacy drugg sekwencje aminokwasowa o SEQ ID NO. 11, z przy-
taczong czgsteczka fluoroforu oraz
zwiazek niskoczasteczkowy,
przy czym jedna z czgsteczek fluoroforu stanowi akceptor fluorescencyjny, a druga stanowi
donor fluorescencyjny, przy czym widmo emisji donora fluorescencyjnego naktada sie na
widmo absorpcji akceptora fluorescencyjnego,
a nastepnie dokonuje sie pomiaru emisji promieniowania fluoroscencyjnego dla dtugosci fal
odpowiadajacych widmom emisyjnym czasteczek akceptora i donora fluoroscencyjnego,
przy czym zmiana emisji promieniowania fluoroscencyjnego przy dtugosci fali odpowiadajace;j
widmu emisyjnemu akceptora fluoroscencyjnego wzgledem dtugosci fali odpowiadajace;
widmu emisyjnemu donora fluoroscencyjnego oznacza utworzenie kompleksu trojsktadniko-
wego zawierajacego pierwsze biatko, drugie biatko i zwigazek niskoczasteczkowy.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zwiazek biatkowy zawierajacy druga sekwencje
aminokwasowa zawiera lub sktada sie z sekwencji wybranej z grupy obejmujacej sekwencje
oSEQID NO.2iSEQID NO. 4.
Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze pierwsze biatko jest pota-
czone ze zwigzkiem biatkowym zawierajacym pierwsza sekwencje aminokwasowa za pomoca
fuzji.
Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. 1-3, znamienny tym, Ze drugie biatko jest potaczone
z czasteczka fluoroforu wigzaniem kowalencyjnym lub niekowalencyjnym.
Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. 1-4, znamienny tym, ze zwigzek biatkowy zawierajacy
druga sekwencje aminokwasowa jest potaczony z czgsteczka fluoroforu wigzaniem kowalen-
cyjnym lub niekowalencyjnym.
Sposob wedtug dowolnego z zastrz. 1-5, znamienny tym, ze pierwsze biatko stanowi do-
wolne biatko z grupy obejmujacej biatka wchodzace w sktad kompleksow ligaz ubikwityny E3,
biatko CRBN, enzymy koniugujace E3, enzymy deubikwitynujace, enzymy odpowiadajace za
neddylacje, kinazy, fosfatazy, oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy oraz
ligazy, przy czym biatka te stanowiag biatka petnej dtugosci lub fragmenty biatek petnej dtugo-
$ci, wystepujace pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami, a
drugie biatko, zwigazek biatkowy zawierajgcy pierwsza sekwencje aminokwasowa i zwiazek
biatkowy zawierajacy drugg sekwencje aminokwasowa stanowia biatka petnej dtugosci lub
fragmenty biatek petnej dtugosci, pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami.
Sposob wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze pierwsze biatko stanowi biatko CRBN.
Sposob wedtug dowolnego z zastrzezen 1-7, znamienny tym, ze stanowi przesiewowy spo-
sob identyfikacji zwiazkow o aktywnosci biologicznej i/lub farmakologiczne;.
Test ptytkowy in vitro, znamienny tym, ze zawiera
pierwsze biatko potaczone ze zwigzkiem biatkowym zawierajacym pierwsza sekwencje ami-
nokwasowg o SEQ ID NO. 12,
drugie biatko z przytaczona czasteczka fluoroforu,
zwigzek biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowg o SEQ ID NO. 11, z przyls-
czona czasteczka fluoroforu, przy czym druga sekwencja aminokwasowa wykazuje silne po-
winowactwo do pierwszej sekwencji aminokwasowe;,
przy czym jedna z czgsteczek fluoroforu stanowi akceptor fluorescencyjny, a druga stanowi
donor fluorescencyjny, gdzie widmo emisji donora fluorescencyjnego naktada sie na widmo
absorpcji akceptora fluorescencyjnego.
Test ptytkowy wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze zwigzek biatkowy zawierajgcy drugq se-
kwencje aminokwasowa zawiera lub sktada sie z sekwencji wybranej z grupy obejmujace;j
sekwencje o SEQ ID NO. 2i SEQ ID NO. 4.
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Test ptytkowy wedtug zastrz. 9-10, znamienny tym, ze pierwsze biatko jest potagczone ze
zwigzkiem biatkowym zawierajgcym pierwszg sekwencje aminokwasowg za pomoca fuzji.
Test ptytkowy wedtug zastrz. 9-11, znamienny tym, Ze drugie biatko jest potaczone z cza-
steczka fluoroforu wigzaniem kowalencyjnym lub niekowalencyjnym.

Test ptytkowy wedtug zastrz. 9-12, znamienny tym, ze zwigzek biatkowy zawierajacy drugq
sekwencje aminokwasowa jest potaczony z czasteczkg fluoroforu wigzaniem kowalencyjnym
lub niekowalencyjnym.

Test ptytkowy wedtug zastrz. 9-13, znamienny tym, ze pierwsze biatko stanowi dowolne
biatko z grupy obejmujacej biatka wchodzgce w skfad komplekséw ligaz ubikwityny E3, biatko
CRBN, enzymy koniugujace E3, enzymy deubikwitynujace, enzymy odpowiadajace za ned-
dylacje, kinazy, fosfatazy, oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy oraz li-
gazy, przy czym biatka te stanowia biatka petnej dtugosci lub fragmenty biatek petnej dtugosci,
wystepujace pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami, a

drugie biatko, zwigazek biatkowy zawierajgcy pierwsza sekwencje aminokwasowa i zwiazek
biatkowy zawierajacy druga sekwencje aminokwasowa stanowig biatka petnej dtugosci lub
fragmenty biatek petnej dtugosci, pojedynczo lub w fuzji z innymi peptydami czy biatkami.
Test ptytkowy wedtug zastrz. 9-14, znamienny tym, ze stanowi test do przesiewowej identy-
fikacji zwigzkdw o aktywnosci biologicznej i/lub farmakologiczne;.
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