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ABSTRACT

Bioorthogonal chemistry is a rapidly developing field of science operating on
the border of chemistry and biology. Its initial goal was to study metabolism and
imaging using fluorescently labelled compounds. Due to recent advances,
bioorthogonal chemistry can also be used to engineer therapeutic bioconjugates. By
using a combination of bioconjugation and advanced omics techniques, it is
possible to study and modify complex interactions inside living cells.

In the relatively short time since its introduction, bioorthogonal chemistry has
found many applications. In nucleic acid research, it is used for labelling, e.g. with
biotin, to facilitate detection, immobilization, and purification. Additionally, thanks
to the use of fluorescent nucleoside analogues, it can be used to study the
interaction and dynamics of nucleic acids. For the study of proteins, bioorthogonal
chemistry is an invaluable tool for studying conformation, as well as intramolecular
and intermolecular interactions. Using techniques such as PET and FRET it is
possible to take a closer look at the structure of proteins, which has a significant
impact on their functionality. By using biarsenical dyes, interactions between
proteins are tracked. This is used in the study of protein aggregation in diseases
such as Alzheimer's, Huntington's, and prion diseases. Thanks to this, it becomes
possible to understand the mechanism and pathology of these diseases. In
biosensing, the elements of bioorthogonal chemistry have been used in a variety of
tests and imaging methods. In the end, methods for testing glycan are presented.
The advantage of bioorthogonal methods is that they allow labelling on the whole
cell or lysate. This application in glycoproteomics is extremely important due to the
fact that changes in glycosylation occur during disease states.

Keywords: bioorthogonal chemistry, bioorthogonal ligation, nucleic acids, proteins,
saccharides
Stowa kluczowe: chemia bioortogonalna, ligacja bioortogonalna, kwasy

nukleinowe, biatka, sacharydy
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WPROWADZENIE

XXI wiek to czas wzmozonych prob przeniesienia reakcji chemicznych
prowadzonych w laboratorium do $rodowiska wnetrza komorki. Zwiazki chemiczne
oddziatujace na organizmy sa tworzone wlasciwie od poczatkow istnienia nowoczesnej
chemii. Jednakze, reakcje chemiczne prowadzace do utworzenia tych zwigzkdéw starano
utrzymywac tak daleko jak to tylko mozliwe od organizméw. Do przeprowadzenia ich
uzywano, nierzadko toksycznych rozpuszczalnikéw organicznych, natomiast woda,
a czgsto rowniez i tlen, nie miaty dostgpu do mieszaniny reakcyjnej. Jednakze, ciagly
rozw6] medycyny sprawil, ze potrzebna stata si¢ innowacyjna metoda umozliwiajaca
$ledzenie loséw lekdw i biomolekut wewnatrz organizmu. W rezultacie konieczne stato
si¢ stworzenie nowych reakcji organicznych przystosowanych do warunkdéw panujacych
wewnatrz organizméw — obecnosci Srodowiska wodnego, bedacego mieszaning
olbrzymiej ilosci bialek, sacharydow, kwaséw nukleinowych, metabolitow i innych
sktadnikow organicznych i nieorganicznych. Rozwigzaniem problemu prowadzenia
reakcji w tak skomplikowanym $rodowisku stata si¢, zaproponowana w 2003 roku przez
Carolyn Bertozzi i jej wspoOtpracownikow, tak zwana chemia bioortogonalna [1].
Termin ten obejmuje reakcje zaprojektowane w ten sposoéb, aby mogly zachodzi¢
wewnatrz komoérek zywego organizmu jednocze$nie nie wplywajac na zachodzace
w nich procesy biochemiczne a takze na zywotno$¢ komorki.

Reakcje odkryte dzigki powstaniu chemii bioortogonalnej moga zostaé
wykorzystane do badania metabolizmu, wizualizacji dystrybucji lekéw i biomolekut
w miejscu ich dziatania, obserwacji zlozonych interakcji wewnatrzkomorkowych,
a nawet konstruowania terapeutycznych biokoniugatow [2]. Niestety, reakcje aktualnie
wykorzystywane w chemii organicznej posiadajg pewne ograniczenia i nie jest mozliwe
zastosowanie ich w chemii bioortogonalnej. Dodatkowo, stosunkowo ograniczona ilo$¢
reakcji bioortogonalnych w poréwnaniu do mozliwosci chemii organicznej sprawia, ze
poszukiwania nowych reakcji sg atrakcyjnym celem badan.

Ten jakze elegancki koncept jakim jest chemia bioortogonalna, zainspirowatl wielu
chemikéw biologicznych do przemyslen jak sprawi¢ by komorki Danio pregowanego
badz nowotworowe przemieni¢ w kolby reakcyjne. Jest to niezwykle wyzwanie, ktore
poddaje prébie wyobrazni¢ badaczy, a takze ich zdolno$¢ do nieszablonowego
myslenia, gdzie konieczne jest wykorzystanie kompleksowej wiedzy laczacej rdzne
dziedziny nauki. Mozliwos$ci jakie prezentuje chemia bioortogonalna sprawiajg, ze
pomysty takie jak synteza farmaceutykow wewnatrz organizmu przestaja by¢ jedynie
zagadnieniem typu science fiction z ksigzek i filmow.

1. CHEMIA BIOORTOGONALNA

Clou chemii bioortogonalnej jest wspomniana wczeSniej mozliwosé
prowadzenia reakcji w zywych komorkach bez uszczerbku dla nich. By jednak byto
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to mozliwe konieczne jest spelnienie szeregu wymagan, dzigki ktorym reakcja
bedzie mogla zosta¢ uznang za bioortogonalng. Przede wszystkim reakcja
kandydujaca do tego miana musi spelniaé kryteria reakcji click [3]. Sa to:
o Selektywnos$¢ — reakcja musi zachodzi¢ z uniknigciem reakcji ubocznych
z innymi zwigzkami biologicznymi niz gtowny cel,
e Inertno$¢ chemiczna — potaczenie kowalencyjne musi by¢ odporne na
reakcje biologiczne,
e Inertno$¢ biologiczna — zaréwno substraty jak i produkty reakcji nie moga
by¢ reaktywne i nie powinny zaburza¢ funkcjonowania badanego
organizmu,
e Biokompatybilno$¢ — reakcja powinna by¢ mozliwie nietoksyczna i musi
zachodzi¢ w warunkach fizjologicznych: wodnym $rodowisku, pH
zblizonym do 7 i temperaturze odpowiadajacej temperaturze organizmu
(ok. 37°C). Wraz ze wrzrastajagca iloscia badan in vivo w modelach
zwierzecych coraz wigkszym problemem staje si¢ odpowiednia
farmakokinetyka,
e Odpowiednia kinetyka reakcji — reakcje uzywane sa w obrazowaniu
metabolizmu i klirensu, wigc musza zachodzi¢ niezwykle szybko.
Dodatkowo, konieczna jest rowniez wysoka wydajno$¢ reakcji. Zapobiega
to zachodzeniu wspomnianych reakcji ubocznych, ktére moglyby rowniez
zmniejszy¢ sygnal pochodzacy od rzadziej wystepujacych czgsteczek.
Szybsze reakcje dodatkowo oferuja szybsza odpowiedz, ktora jest istotna
w przypadku sledzenia dynamicznych procesow.
Szybkos¢ reakcji jest niezwykle istotna w chemii bioortogonalnej z powodu
stezen, ktore sg duzo nizsze od tych wykorzystywanych w syntezie chemiczne;.

Poczatkowym celem chemii bioortogonalnej byto znakowanie i wizualizacja
pojedynczych biomolekul [4] jednakze, dzigki potaczeniu z zaawansowanymi
technikami omicznymi (takimi jak proteomika i jej odmiana — glikoproteomika)
moze by¢ uzywana do badania i modyfikowania ztozonych interakcji [5]. Badania
reakcji bioortogonalnych skupiajg si¢ aktualnie przede wszystkim na jednoczesnym
uzyciu wigcej niz jednej reakcji  [3]. Zrozumienie zlozonoSci systemoOw
biologicznych i krzyzowej reaktywno$ci miedzy reakcjami bioortogonalnymi jest
niezwykle istotne by projektowaé eksperymenty, w ktorych wiele czastek
biologicznych zostanie oznakowanych Iub poddanych manipulacji.

1.1. LIGACJA BIOORTOGONALNA

Istota chemii bioortogonalnej jest ligacja bioortogonalna — selektywna reakcja
dwoch reaktywnych grup, ktore jednoczesnie nie reaguja z innymi zwigzkami
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chemicznymi czy grupami funkcyjnymi obecnymi w probce (Rysunek 1). Z tego
tez powodu ligacja moze by¢ prowadzona wewnatrz komoérek, w ekstraktach
komérkowych a nawet wewnatrz zywych organizméw z niewielkg Iub catkowicie
bez niechcianej reaktywnosci krzyzowe;j.

Rysunek 1. Proces ligacji bioortogonalne;j
1 — czasteczka biologiczna (cel badania); 2 — specyficzna grupa funkcyjna, obecna w jednym
z substratow; 3 — partner reakcji bioorotogonalnej; 4 — znacznik; niebieski obszar reprezentuje
komorke

Figure 1. Bioorthogonal ligation process
1 — biomolecule (target); 2 — specific moiety, present in one of the substrates; 3 — bioorthogonal
reaction partner; 4 — probe; blue area represents cell

Istnieje kilkadziesigt reakcji dostepnych do celow biokoniugacji, ktére zostaly
zaprojektowane do pracy z biomolekutami i grupami funkcyjnymi obecnymi w ich
strukturach. Celem technik biokoniugacji bylo uzycie wspomnianych grup
funkcyjnych do oznaczenia bioczgsteczek syntetycznymi sondami (np.
czasteczkami fluoryzujagcymi, Rysunek 2) lub innymi bioczasteczkami [6].
Jednakowoz, roznorodno$¢ bioczasteczek w organizmach i komérkach jak rowniez
liczba reaktywnych centrow obecnych w ich strukturze sprawia, ze kompletna
bioortogonalno$¢ i chemoselektywno$¢ staje si¢ trudna do uzyskania. Nawet
najlepsze odczynniki do znakowania czgsto wykazuja reaktywno$¢ krzyzowa
z grupami funkcyjnymi wystepujacymi w bioczasteczkach.

W rzeczywistos$ci pary reagentow, ktore zostaty stworzone odniosty w réznym
stopniu sukces w wypehieniu zadania pelnej bioortogonalnosci. W kazdym z tych
systemOw para chemoselektywnych reagentdéw moze by¢ osobno przylaczona lub
wilaczona do odczynnika znakujacego i uzyta do modyfikacji bioczasteczek,
czastek, powierzchni lub zwiazkéw organicznych. Nastepnie znakowane zwiazki
moga by¢ taczone aby utatwi¢ sprz¢ganie bioortogonalnych partneréw w ztozonych
roztworach. Nastepne sekcje zawieraja opis kilku przyktadow zastosowan zdobyczy
chemii bioortogonalne;j.
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Rysunek 2. Znaczniki fluorescencyjne;
1 — S-karboksyfluoresceina, stosowana w reakcji z aminami; 2 — ester imidu kwasu
bursztynowego 5-karboksyfluoresceiny, wykorzystywany w reakcji z aminami; 3 — 5-
aminofluoresceina, wykorzystywana przy sprzgganiu z aktywnymi pochodnymi kwasow
karboksylowych
Figure 2. Structures of fluorescent probes;

1 — 5-carboxyfluorescein, used in reactions with amines; 2 — 5-carboxyfluorescein succinic
imide ester, used in reactions with amines; 3 — 5-aminofluorescein, used for coupling with
active derivatives of carboxylic acids

2. ZASTOSOWANIA CHEMII BIOORTOGONALNEJ

Jak wspomniano powyzej, chemia bioortogonalna znalazta szerokie
zastosowanie — od inzynierii glikanéw az po obrazowanie in vivo. W zaleznosci od
wymagan jakie stawia konkretne zastosowanie, dostepnych jest jedna lub wigcej
reakcji  bioortogonalnych. Wraz =z coraz wigkszg popularno$cig chemii
bioortogonalnej odkrywane sa kolejne mozliwosci jej wykorzystania. Mozliwo$¢
laczenia ze soba biologii i chemii stwarza niezwykte mozliwosci ale réwniez stawia
wyzwania, z ktorymi badacze muszg si¢ zmierzyc.

2.1. ZNAKOWANIE KWASOW NUKLEINOWYCH

Kwasy nukleinowe (zaréwno DNA jak i RNA) sg podstawowymi nosnikami
informacji genetycznej w organizmach i wirusach. Wraz z biatkami, lipidami
i polisacharydami stanowig podstawowe czastki niezbedne dla istnienia zycia.
Procz bycia no$nikami informacji w organizmach, niektore rodzaje RNA posiadaja
takze wilasciwosci katalityczne [7]. Z tych powodow stanowia atrakcyjny cel
badan.

Podstawowa jednostka budulcowa (monomerem) kwaséw nukleinowych sg
nukleotydy. Zbudowane sa one z pieciowgglowej jednostki cukrowej
(deoksyrybozy w DNA i rybozy w RNA), zasady azotowej (adeniny, tyminy,
cytozyny 1 guaniny w DNA oraz uracylu, ktéory w RNA wystepuje w miejsce
tyminy) i reszty kwasu fosforowego(V). Wraz z rozwojem technologii ludzie
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nauczyli si¢ modyfikowa¢ naturalnie wystepujace kwasy nukleinowe a nawet
tworzy¢ wlasne analogi tychze (jak np. PNA — kwas peptydonukleinowy). Obecnie,
modyfikowane chemicznie oligonukleotydy sa czgsto uzywane w Dbiologii,
nanotechnologii i diagnostyce. Chemia bioortogonalna jest jednym z narzedzi
stosowanych do znakowania i modyfikowania kwaséw nukleinowych.

2.1.1. Biotynylowanie DNA

Biotyna, zwana takze witaming H lub B, jest witaming majaca szerokie
zastosowanie w procesach metabolicznych, gléwnie tych powigzanych
z wykorzystaniem tluszczy, weglowodanow i aminokwaséw [8]. Znalazta ona
rowniez zastosowanie w biotechnologii, gdzie jej modyfikacja wykorzystywana jest
do znakowania, wykrywania m.in. biatek, oczyszczania i immobilizacji [9]. Dzieje
si¢ tak dzigki jej niezwykle silnemu powinowactwu do awidyny, streptawidyny
1 innych dostgpnych komercyjnie modyfikacji tego biatka. W rzeczy same;j, jest to
jedno z najsilniejszych wigzan niekowalencyjnych wystepujacych migdzy ligandem
1 biatkiem. W zaleznos$ci od wykorzystywanej techniki moze to stanowi¢ zalete ale
takze wade.

Biotynylacja jest procesem, w ktérym biatko badz nukleotyd jest taczony
z czasteczka biotyny. Proces ten moze by¢ przeprowadzony zar6wno metodami
chemicznymi jak i enzymatycznymi. W pierwszym przypadku korzysta si¢ ze
specjalnie przygotowanego reagenta skladajacego si¢ z grupy biotynylowej,
lacznika (tzw. ,,spacer arm”) oraz reaktywnej grupy odpowiadajacej za przytaczenie
do docelowej biomolekuly. Jedna z takich grup moze by¢ pochodna fosfiny 6
(Rysunek 3).

By mogta zaj$¢ reakcja bioortogonalna konieczna jest obecno$¢ specyficznego
partnera bioortogonalnego. Taka role spelnia zmodyfikowana czgsteczka DNA S.
Do jej syntezy przygotowano zmodyfikowane trojfosforany nukleozydéw — dNTP
(czgsteczek zbudowanych z pigciowegglowego cukru 1 zasady azotowej)
z przylaczona grupa azydkowa [10-12]. Majac gotowe analogi ANTP mozna je
wlaczyé w przygotowywany tancuch DNA, dzigki syntezie DNA sterowanej przez
polimeraz¢ DNA. Mozliwe jest rowniez powielanie otrzymanych nici DNA dzigki
wykorzystaniu tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) [13]. Majac dostepne oba
substraty mozliwe jest przeprowadzenie bioortogonalnej ligacji Staudingera
(Rysunek 3). W rezultacie koniugacji otrzymujemy znakowane biotyng DNA. Etap
ligacji zachodzi w $rodowisku komérki dzigki czemu mozliwe jest np. badanie
losow DNA w komorce (np. przy pomocy testu EIA). Ta metoda biotynylacji moze
by¢ oczywiscie wykorzystywana do znakowania innych biomolekut dzigki czemu
wykorzystanie testow korzystajacych z biotyny staje si¢ jeszcze prostsze.
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Naturalnie, ligacja Staudingera znajduje zastosowanie nie tylko w biotynylacji
DNA i RNA [10] ale rowniez w znakowaniu radionuklidami [14,15], syntezie
peptydow/biatek, modyfikowaniu potranslacyjnym [16], a takze w tzw.
mikromacierzach pokrywajacych (z ang. coating microarrays) [17-19].
W ostatnich latach grupa Bertozzi pioniersko wykorzystata ligacje Staudingera do
profilowania glikoprotein.
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Rysunek 3. Znakowanie DNA biotyng dzigki ligacji Staudingera
Figure 3. Labelling DNA with biotin via the Staudinger Ligation

2.1.2. Fluoryzujace analogi nukleozydow

Fluorescencja jest uzytecznym narzedziem wykorzystywanym do badania
struktury, interakcji i dynamiki kwaséw nukleinowych [20]. Kanoniczne zasady
azotowe wchodzace w sklad kwasow nukleinowych praktycznie nie wykazuja
fluorescencji. Powstalo natomiast wiele fluoryzujacych analogéw nukleozydow,
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W tym uczestniczgce w przenoszeniu fadunku [21], ktore nastgpnie zostaly
wlaczone w strukture DNA [22]. Analogi te nie tylko posiadaja wlasciwosci
emisyjne ale rowniez nie zaburzaja struktury DNA [23]. Wartosciowym dodatkiem
do zbioru fluoryzujacych analogéw nukleozydéw pirymidynowych sg pirolo-dC
(pirolo-deoksycytydyny) [24].

Przygotowano seri¢ pirolo-dC z przylaczonym szkieletem 1,2,3-triazolowym,
ktory nastepnie zostaly wlaczone w oligonukleotydy. Ugrupowanie triazolowe byto
przylaczane na dwa sposoby — bezposrednio do pierScienia pirolowego lub przy
pomocy tacznika n-butylowego. Wykazano, ze nukleozydy, ktéore maja
bezposrednio przytagczong grupe triazolowa charakteryzuja si¢ duzo wyzsza
wydajno$¢ kwantowg fluorescencji (F = 0,32) niz te gdzie obecny jest tez facznik (F
~0,03) (Rysunek 4).

Modyfikowane w ten sposob pirolo-dC byly wykorzystane jako fluoryzujacy
sensor w rozroznianiu nukleozasad w podwdjnej helisie DNA. Tak skonstruowane
fluoryzujace nukleozydy maja szans¢ znalez¢ zastosowanie w detekcji SNP (ang.
single nucleotide polymorphisms) w diugich tancuchach DNA, w przypadkach gdy
zawodza klasyczne techniki, takie jak analiza topnienia wysokiej
rozdzielczosci [23].

o LA

Wydajno$¢ kwantowa = 0,03 Wydajnos$¢ kwantowa = 0,32

Rysunek 4.  Fluoryzujace analogi nukleozasad
Figure 4. Fluorescent nucleobase analogs

2.2. ZNAKOWANIE BIALEK

Bialka to druga po kwasach nukleinowych grupa czasteczek niezbgdnych do
funkcjonowania organizmu. Sa to wielkoczasteczkowe biokondensaty zbudowane
z aminokwasow potaczonych ze sobg wigzaniem peptydowym. Wystepuja one we
wszystkich organizmach zywych a takze wirusach.
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Biosynteza bialek to niezwykle istotny i fascynujacy proces. Zachodzi on
w kilku etapach, ktorego pierwszy — transkrypcja, jest przeprowadzany w jadrze
komoérkowym. Kolejny — translacja, przeprowadzany jest w cytoplazmie przy
udziale rybosomow. By biatko moglo petni¢ swoja funkcje konieczne jest
dokonanie szeregu modyfikacji potranslacyjnych, np. przylaczenie grupy
fosforanowej (fosforylacja), reszty cukrowej (glikozylacja) lub lipidowej
(lipidacja) [7].

Istotng cecha biatek jest rowniez ich struktura przestrzenna. Organizacje
przestrzenng biatek mozna opisa¢ na czterech poziomach:

— Struktura pierwszorzedowa — kolejno$¢ aminokwasow w tancuchu
polipeptydowym,
— Struktura drugorzgdowa — wzajemne przestrzenne ulozenie reszt

aminokwasowych, ktore ze soba sgsiaduja w sekwencji liniowej
(np. przyjecie regularnej struktury helisy a, harmonijki ),

—  Struktura trzeciorzgdowa — przestrzenne ulozenie reszt aminokwasowych

oddalonych od siebie w sekwencji liniowe;j

— Struktura czwartorzegdowa — ulozenie przestrzenne podjednostek

biatkowych 1 grup prostetycznych, posiadaja ja jedynie biatka, ktére
sktadaja si¢ z wiecej niz jednego tancucha polipeptydowego
(podjednostki) [7].

Niektorzy wyrdzniaja takze piaty poziom organizacji — strukture piatorzedowa.
Terminem tym okresla si¢ krotko zyjace funkcjonalne kompleksy biatek
z  biomolekutami (innymi  biatkami, DNA, RNA, weglowodanami,
lipidami) [25,26]. W odroznieniu od oddzialywan czwartorzedowych,
oddzialywania pigtorzgdowe sg stabe i1 przejsciowe. Dodatkowo wystepuja jedynie
w zatloczonym wnetrzu komorki [27]. Mimo swojej przejsciowosci jest ona
niezwykle istotna by zachowaé prawidtowe funkcjonowanie komorki. O tym jak
wazne jest zachowanie odpowiedniej struktury biatka na kazdym z pozioméw
skomplikowania $§wiadczy wystgpowanie choréb prionowych oraz schorzen
zaleznych od prionoidow, gdzie zle sfaldowanie biatka PrP¢ prowadzi do
przeksztatcenia go w biatko PrP* tworzace $miertelnie grozne agregaty [28,29].
Rowniez inne biatka moga tworzy¢é agregaty powodujace zaburzenia zdrowia.
Jednym z takich bialek jest biatko p53, zwane straznikiem genomu, w ktérym
mutacja moze wywola¢ destabilizacj¢ struktury trzeciorzedowej co skutkuje
agregowaniem bialka jako amyloidu i utrata aktywnosci [29].

Istnieje wiele metod badania bialek, ich struktury, interakcji i metabolizmu,
w ktorych do struktury biatka wlaczany jest chemicznie lub biologicznie
zainspirowany znacznik. W swej naturze opieraja si¢ one gldwnie na podejéciu
metabolicznym lub genetycznym. Chemia bioortogonalna stanowi bardzo dobra
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metode, umozliwiajacg znakowanie bialek w ich naturalnym $rodowisku —
w komorce [30]. Dodatkowa zaleta kontrolowanego znakowania bialek jest
mozliwo$¢ wykorzystania go w Dbiosensingu, wielofunkcyjnych lekach,
inteligentnych materiatach i ulepszonych lekach opartych na biatkach [31].

A Struktura pierwszorzedowa D Struktura czwartorzedowa
o} R o}
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N
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B Struktura drugorzedowa
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E Struktura piagtorzedowa
B-harmonijka - s 2
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Rysunek 5. Poziomy organizacji przestrzennej biatek. (A) Struktura pierwszorzegdowa zlozona
z aminokwas6w pofaczonych wigzaniami amidowymi. (B) a-helisa i B-harmonijka bedace
przyktadami sfatdowania struktury drugorzedowej (C) Struktura trzeciorzgdowa domeny PZP
biatka AF10 (PDB ID: 7MJU) ztozona z a-helis i B-harmonijek. (D) Hemoglobina (PDB ID:
1HV4) — przyklad struktury czwartorzedowej biatka ztozonego z dwoch par podjednostek.
(E) Stabe oddziatywania pigtorzgdowe migdzy domena wiazaca substrat biatka Hsp70
(niebieska, PDB ID: 2KHO) i modelowym substratem kinazy fosfoglicerynianowej
(pomaranczowy, PDB ID: 3PGK)

Figure 5. Levels of the protein structure. (A) Primary structure composed of amino acids linked by amide
bonds. (B) a-helix and B-sheet, which are examples of folding of the secondary structure.
(C) Tertiary structure of the PZP domain of the AF10 protein (PDB ID: 7MJU) composed of
a-helices and B-sheets. (D) Hemoglobin (PDB ID: 1HV4) - An example of the quaternary
structure of a protein composed of two pairs of subunits. (E) Weak quinary interactions between
the Hsp70 protein substrate binding domain (blue, PDB ID: 2KHO) and the model substrate
phosphoglycerate kinase (orange, PDB ID: 3PGK)
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2.2.1. Badanie wewnatrzczasteczkowych zmian konformacyjnych

Jak wspomniano wcze$niej struktura przestrzenna ma kluczowe znaczenie dla
aktywnosci bialek. Choroby neurodegeneracyjne takie jak choroba Alzheimera czy
Parkinsona, choroba Huntingtona, choroba Gauchera a takze np. mukowiscydoza
maja swoje przyczyny w nieprawidlowym sfaldowaniu i/lub zmianach
konformacyjnych biatek, ktore nastepnie agreguja prowadzac do wymienionych
schorzen [32,33]. W badaniu zmian nastgpujacych w konformacji biatek
szczegoOlne uznanie majg metody wykorzystujace mechanizm transferu takie jak
fotoindukowany transfer elektronow (PET), a takze r6zne odmiany forsterowskiego
(fluorescencyjnego) transferu energii rezonansowej (FRET) w tym szczegdlnie
forsterowski transfer energii rezonansowej pojedynczych czastek (smFRET).
Gléwnym ograniczeniem stosowania tych metod, zwlaszcza FRET, jest
konieczno$¢ podwodjnego znakowania badanych bialek komplementarnymi
materiatami donorowymi 1 akceptorowymi. Oznaczanie specyficzne dla danego
miejsca okazato si¢ by¢ uzyteczng odpowiedzig na stawiane potrzeby.

Wsrod metodologii stosowanych w podwdjnym znakowaniu biatek wiele
korzysta z reszt cysteiny wiaczonych w strukturg biatek. Seo i wspdtpracownicy
wykorzystali unikalne cysteiny wraz z wilaczaniem niewystgpujacych naturalnie
aminokwasow [34]. Wykorzystano to w badaniach nad biatkiem wigzacym maltozg
(MBP), rozwijanie struktury ktéorego badano w warunkach denaturujacych
z wykorzystaniem smFRET. W przypadku badan prowadzonych nad fatdowaniem
inhibitora chymotrypsyny 2 (CI-2) z kolei, Jager i wspolpracownicy wykorzystali
dwuetapowe podejscie chemiczno-enzymatyczne by wyznakowaé podwdjnie
modelowe biatko (Rysunek 6) [35]. Przygotowano wariant CI-2, ktory zawieral
wyeksponowang reszt¢ cysteiny, ktora mozna bylo oznaczy¢ fluoryzujacym
malemidem Alexa 488. Do N-konca CI-2 zostala dolaczona peptydowa sekwencja
znacznikowa specyficzna dla transglutaminazy tkankowej (TGase). Utatwita ona
wyznakowanie kadaweryna Alexa 647 w obecnos$ci wspomnianej transglutaminazy.
Reakcja opiera si¢ na przeniesieniu grupy acylowej migdzy pierwszorzgdowa aming
obecng w Alexa 647 i reaktywna reszta glutaminy obecng w znaczniku na N-koncu.
W wyniku badan smFRET zwijania biatka wykazano, ze te stosunkowo niewielkie
znaczniki nie wplywaja na termodynamike zwijania w  warunkach
denaturujacych [30].
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A +TGase A

TG-Cl2-C40 TG-CI2-(A488)C40 (A647)TG-CI2-(A488)C40

Rysunek 6.  Schemat znakowania inhibitora chymotrypsyny 2 (PDB ID: 1Y1K). Wyeksponowana reszta
cysteiny Cys40 zostata oznaczona rézowym punktem (C40). N-koncowa peptydowa sekwencje
znacznikowa specyficzng dla transglutaminazy tkankowej oznaczono poprzez czarng linig.
Niebieski punkt (Q4”) reprezentuje reaktywna reszt¢ glutaminy. Pozostate dwie sfery oznaczaja
odpowiednio malemid A488 (zielona sfera oznaczona D) i kadaweryng A647 (jasnoniebieska
sfera oznaczona A)

Figure 6. Labelling scheme for Chymotrypsin 2 inhibitor (PDB ID: 1Y1K). The exposed residue of
cysteine Cys40 was depicted by a pink dot (C40). The tissue transglutaminase specific
N-terminal peptide tag sequence is shown as the black line. The blue dot (Q4') represents the
reactive glutamine residue. The two spheres depicts malemide A488 (green sphere labelled D)
and cadaverine A647 (light blue sphere labelled A), respectively

2.2.2. Sledzenie interakcji migdzy biatkami

Oddziatywania mig¢dzyczasteczkowe miedzy biatkami moga by¢ badane
poprzez obserwacj¢ zmian konformacyjnych zachodzacych w znakowanym biatku.
Inna, popularniejsza, metoda jest znakowanie obu biatek, ktore ze soba oddziatuja.
Najpowszechniej wykorzystywany w tym celu jest FRET i barwniki biarsenowe.

Barwniki biarsenowe takie jak FIAsH i ReAsH sg wykorzystywane w badaniu
interakcji miedzy biatkami na dwa sposoby. W pierwszym podej$ciu jedna
czasteczka jest znakowana znacznikiem tetra-Cys. Monitorowana jest nast¢pnie
zdolno$¢ barwnika do zwigzania si¢ z proteing w stanie wolnym oraz w czasie
interakcji  [36-38]. Drugie podejscie opiera si¢ na wykorzystaniu
miedzyczasteczkowego, obustronnego tetra-Cys. Technologia ta zostata stworzona
przez Schepartza 1 wspolpracownikéw. Wykorzystuje si¢ w niej obecnosé
w strukturze obu partneréow pary Cys-Cys, ktora w wyniku interakcji obu bialek
zaczyna si¢ do siebie zbliza¢. Sprawia to, ze biarsenowy barwnik moze si¢
zwigza¢ [39,40]. Pierwsze podejScie wykorzystywane jest w badaniu agregacji
biatek w takich schorzeniach jak choroba Alzheimera, Huntingtona czy chorobach
prionowych. Mozliwe dzigki temu staje si¢ poznanie mechanizmu i patologii tych
chorob [36-38]. Metoda stworzona przez Schepartza i wspotpracownikow znalazta
zastosowanie w badaniu dimeryzacji zasadowych regionow zamka leucynowego
biatka GCN4 1 Jun[39,40]. Punktowa mutacja zaburzajagca dimeryzacje
w wariantach bialek GCN4 i Jun, sprawia ze wykazuja one znacznie mniejsze
powinowactwo do FIAsH i ReAsH, a w wyniku tego mniejszg fluorescencje. Dzigki
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temu przyktadowi mozna dostrzec specyficznos$¢ tego podejscia przy tworzeniu
dimerow [39].

2.2.3. Biosensing

Technologie  biosensingu zwykle wykorzystuja szerokie  spektrum
komponentow, ktore mogtyby skorzysta¢ ze znakowania specyficznego dla danego
miejsca. Utatwiona immobilizacja bialek na powierzchniach znalazta zastosowanie
w mikromacierzach i testach biologicznych [41]. Réwniez biokoniugacja bialek
z nanomaterialami moze by¢ wykorzystana w réznorodnych testach i metodach
obrazowania [42,43].

Wiele technologii biosensingu opartych na biatkach korzysta z przeciwciat,
ktére wykorzystywane sa do rozpoznawania celu, a takze znakowane
fluorescencyjnie dzigki czemu mozliwa jest detekcja. Le 1 wspolpracownicy
zsyntetyzowali heterobifunkcjonalne tgczniki oparte na hydrazydach, ktore moga
sprzega¢ azydek Alexa Fluor 488 z ludzkim przeciwciatem IgG (hlgG) (Rysunek
7) [44]. Grupy weglowodanowe przeciwciala zostaly utlenione do aldehydow co
miato na celu ulatwienie reakcji z grupg hydrazydowa heterobifunkcjonalnego
facznika. Sfunkcjonalizowane w ten sposob hlgG zostato sprz¢zone z azydkiem
Alexa fluor 488 w obecno$ci miedzi dzieki cykloaddycji click. Charakteryzacja
fluorescencyjna reakcji koniugacji wykazata specyficznos¢ do ciezkich tancuchow
regionu Fc przeciwciala.

W\~

Fluorofor

1. Utlenianie Znakowanie fluoroforem
2. Reakcja z grupg

hydrazydowa tacznika Reakcja
ik Ao A kil

Zfunkcjonalizowane
przeciwciato

Immobilizacja przeciwciata

Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie funkcjonalizacji przeciwciata
Figure 7. Schematic representation of antibody functionalization

2.3. ZNAKOWANIE GLIKANU

Glikozylacja to proces modyfikacji potranslacyjnych, ktoéry jest zwigzany
z modyfikacja funkcji bialek. Zmiany w prezentowanych na powierzchni komorek
cukrach wystepuja w wielu schorzeniach, np. w przypadku nowotwordéw [30].
Dodatkowo, wiele bakterii i wirusow potrafi utatwié¢ rozpoczecie infekcji poprzez
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wykorzystanie glikozylacji gospodarza. Niestety, badanie glikozylowanych
czasteczek w Srodowisku komorki nie jest prostym zadaniem. Trudnosci
w wykorzystaniu do tego celu klasycznych metod (np. znakowanie biatkiem
zielonej fluorescencji) sprawiajg, ze konieczne staje stworzenie narzgdzi mogacych
wyznakowaé specyficzne struktury.

Dzigki zastosowaniu technik chemii bioortogonalnej mozliwe jest znakowanie
naturalnie wystepujacych glikanéw. Dodatkowa zaleta jest fakt, ze wykorzystanie
tych metod umozliwia znakowanie na catej komorce lub lizacie. Zakres tych
techniki rozcigga si¢ od oksydacji glikanéw by wprowadzi¢ grupy aldehydowe
(znakowanie chemoselektywne) do uzywania modyfikowanych genetycznie
glikotransferaz, ktéore dodaja niewystepujace naturalnie glikany na specyficzne
cukry (znakowanie chemoenzymatyczne) [30].

Chemoselektywne techniki znakujgce zawierajg w sobie utlenianie nadjodanem
i katalizowang aniling ligacj¢ oksymow (PAL) [45], a takze utlenianie galaktozy
przy wykorzystaniu oksydazy galaktozy a nastepnie katalizowang aniling ligacje
oksymow (GAL) [46]. W obu przypadkach pierwszym etapem jest utlenianie
majace na celu wprowadzenie grupy aldehydowej do terminalnego kwasu
sialowego (w PAL) lub do reszt galaktozy/N-acetylogalaktozoaminy (GAL).
Reaktywne grupy aldehydowe sg unikalne dla zewnatrzkomérkowego Srodowiska,
co sprawia, ze znakomicie nadajg si¢ jak uchwyt do specyficznego znakowania
glikanow. Techniki te daja nadzieje na tatwiejsze badania glikoproteomiczne
1 proteomiczne zmian w glikozylacji w czasie stanéw chorobowych lub zaburzen
w glikozylacji komérkowe;.

UWAGI KONCOWE

W publikacji tej zaprezentowano wybrane reakcje bioortogonalne i zastosowania
jakie znalazty w badaniach in vitro i in vivo. Wykorzystuje si¢ je w znakowaniu
biomolekut, m.in. biatlek, DNA czy cukréw. Wyznakowane znacznikami
fluorescencyjnymi DNA stanowi uzyteczne narzgdzie uzywane w badaniach struktury,
interakcji 1 dynamiki kwasow nukleinowych. W przypadku biatek, chemia
bioortogonalna znakomicie sprawdza si¢ w badaniach zmian konformacyjnych oraz
interaktomu. taczac wymienione w artykule techniki z dziedzinami takimi jak
genomika, proteomika i glikoproteomika mozliwe jest jeszcze doktadniejsze badanie
proceséw przebiegajacych wewnatrz komorek. Jest to niezwykle przydatna wiedza,
ktéra moze zosta¢ wykorzystana w opracowywaniu nowych generacji lekow.

Jednym z celow, do ktérych dazy chemia bioortogonalna jest taczenie fragmentow
leku w cato$¢ w miejscu jego dzialania (in situ). Pozwoli¢ to moze na zmniejszenie
toksycznos$ci lekow oraz zwigkszenie komfortu pacjenta. Mozliwosci jakie daje chemia
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bioortogonalna sa obecnie niezwykle duze, a wraz z dalszym rozwojem dziedziny

zapewne beda si¢ jeszcze bardziej zwigkszac.
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