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Modyfikacje polimeraz DNA
jako rozwigzania problemow w reakcjach PCR

1. Wstep

Polimeraza DNA to enzym, ktory odgrywa zasadnicza role w procesie replikacji
inaprawy DNA, od 30 lat zpowodzeniem wykorzystywana jest tez w reakcji PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction), gdzie katalizuje proces syntezy DNA in vitro,
odpowiadajac za dotaczanie kolejnych nukleotydow do konca 3’-OH nici DNA.
Reakcja PCR to bardzo szybka, specyficzna i czuta metoda amplifikacji, ktora znalazta
swoje stosowanie w licznych technikach molekularnych wykorzystywanych
w laboratoriach badawczych jak iklinicznych [1]. Termostabilne polimerazy DNA
wykazujg szerokie zastosowanie w biologii molekularnej, inzynierii genetycznej czy
diagnostyce molekularnej. Ich przydatnos¢ w tych dziedzinach nauki jest zalezna przed
wszystkim od cech jakimi si¢ dany enzym charakteryzuje: wierno$¢, ktora jest §cisle
zwigzana z czgstoscig popetnianych btedéw podczas syntezy nici DNA, aktywno$¢
5'—3'/3'>5" egzonukleazy, procesywnoscia, czy zdolnoscig dobudowywania dodat-
kowych nukleotydow na koncu 3° [2]. W zaleznosci od napotkanego problemu
podczas amplifikacji DNA stosuje si¢ odpowiednig polimerazg.

2. Problemy w PCR

W ostatnim czasie jednym z powazniejszych problemow w diagnostyce molekularnej
jest amplifikacja DNA z probek srodowiskowych i klinicznych. Takie probki posiadaja
liczne inhibitory, ktére prowadza do calkowitego zahamowania reakcji lub znacznego
zmniejszenia jej wydajnosci. Liczne problemy napotyka si¢ rowniez podczas
amplifikacji dlugich matryc, fragmentow bogatych w trudnotopliwe pary GC lub
tworzace struktury drugorzgdowe. Komercyjnie dostepne, natywne polimerazy DNA
nie zawsze sg w stanie poradzi¢ sobie z tymi problemami, dlatego ciagle prowadzi si¢
badania w kierunku poszukiwania nowych lub modyfikacji juz istniejagcych polimeraz
w celu ulepszenia ich uzytecznych cech. Ponizszy rys. 1 przedstawia podstawowe
utrudnienia z jakimi mozna spotka¢ si¢ podczas amplifikacji DNA.
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy problemy, ktore mozna napotka¢ podczas przeprowadzania reakcji PCR
[opracowanie wiasne]

2.1. Inhibitory

W zalezno$ci od pochodzenia probki inhibitory moga pochodzi¢ bezposrednio
zbadanego materialu (np. DNA wyizolowane zkrwi) lub by¢ pozostatoscig po
procesie izolacji lub oczyszczania DNA. Inhibitory PCR to zardwno organiczne jak
i nicorganiczne sktadniki, ktére hamujg reakcje poprzez oddzialtywanie z matryca
RNA/DNA lub blokowanie polimerazy DNA bezposrednio — poprzez jej degradacje
lub blokowanie centrum aktywnego, lub posrednio — poprzez hamowanie kofaktora
niezbgdnego do pracy polimerazy [3, 4].

2.2. Trudne matryce

Innym problemem jest amplifikacja dtugich produktéw oraz gendéw bogatych
w pary GC. Obecno$¢ wysokotopliwych par GC prowadzi do licznych problemow
podczas syntezy nici. Za trudne matryce przyjmuje si¢ geny o zawartosci par GC
powyzej 80% lub dtuzsze niz 10 kpz [5].

2.3. Niespecyficzne produkty

Podczas przeprowadzania reakcji PCR mozna napotkac kolejny problem jakim jest
obecnos¢ niespecyficznych produktéw amplifikacji. Niektore polimerazy wykazuja
niska aktywno$¢ w temperaturze pokojowej, a nawet w 4°C. Podczas przygotowywania
mieszaniny reakcyjnej startery moga przylaczaé si¢ niespecyficznie i by¢ wydtuzane
przez polimeraz¢ co prowadzi do powstawania serii niespecyficznych produktow.
By unikna¢ tego problemu stosuje si¢ tzw. polimerazy Hot Start. Znane sg trzy
podstawowe metody zapewniania warunkow Hot-Start. Pierwsza z nich -manualna
polega na dodaniu jonéw Mg®*, gdy mieszanina reakcyjna osiagnie temperature
powyzej 70°C. W metodzie fizycznej stosowane sg bariery oddzielajace cze$é
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sktadnikéw od siebie iulegajace stopieniu w temperaturze powyzej 75°C. Innym
sposobem jest zastosowanie termolabilnych przeciwcial lub chemicznych grup
blokujacych polimerazg, ktére w wysokich temperaturach ulegaja odlaczenia i enzym
odzyskuje swojg aktywnosc [6].

2.4. Bledy w sekwencji

Btedy wpowstatym po amplifikacji produkcie zwigzane sg przede wszystkim
z niskg wierno$cig polimerazy. Systemy naprawcze polimeraz zaleza od obecnosci
domeny 3’-5’egzonukleazy, ktora zwigksza wiernos¢ replikacji DNA i zmniejsza
czestos¢ pojawiajacych sig btednie sparowanych zasad. Problem ten jest najistotniejszy
podczas przygotowywania produktu do klonowania [2].

Wymienione powyzej czynniki moga prowadzi¢ do uzyskania falszywie nega-
tywnych wynikow, niewlasciwej oceny jakosciowej badanej probki, a przede wszystkim
znacznego zmniejszenia wrazliwosci reakcji. W zwigzku ztym, ze natywne poli-
merazy nie zawsze sg w stanie podota¢ tym problemom uzasadnione wydaje si¢ ciagle
udoskonalanie znanych polimeraz lub poszukiwanie nowych. Mozliwo$ci rozwigzania
powyzszych problemow przedstawia ponizszy rys. 2.

| Rozwigzania |

Nowe polimerazy | Mieszane | Modyfikacje |
polimerazy [

]

Mieszaninareakcyjna: Polimerazy Polimerazy | Mutacje I

-bufory, pH, jony fuzyjne chimeryczne
-wzmacniacze

| Z biatkamiwigzacymissDNA | | Z biatkamiwigzacymidsDNA

Rysunek 2. Rozwigzania problemow reakcjach w PCR w kontekscie uzytej polimerazy [opracowanie wlasne]

3. Natywne polimerazy DNA — ich mozliwosci i ograniczenia

W obecnie stosowanych technikach amplifikacji wykorzystuje si¢ dwa podstawowe
typy termostabilnych polimeraz DNA: typ A oraz B. Typ A to polimerazy pochodzenia
bakteryjnego, przede wszystkim polimerazy wyizolowane z Thermus i Thermotoga;
typ B to enzymy pochodzace z Thermococcus i Pyrococcus.
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Jedne znajpowszechniej stosowanych polimeraz typu A w biologii molekularnej
to polimerazy Taq pochodzaca z Thermus aquaticus 1Tfl z Thermus flavus oraz
polimeraza Tth z Thermus thermophilus. Inne to m.in.: wyizolowane z bakterii
Thermotoga polimerazy Tma pochodzaca z T. maritima oraz The z T. neapolitana.

Typ B to przede wszystkim polimeraza KOD pochodzaca z Thermococcus
kodakaraensis, Tli z Thermococcus litoralis, Pfu z Pyrococcus furiosus, Pwo
z Pyrococcus woesei, czy Tfu z Thermococcus fumicolans. Wiele z tych polimeraz jest
obecnie komercyjnie dostepnych jako rekombinantowe biatka produkowane w E. coli.

Polimerazy DNA w zaleznos$ci od obecnosci w swojej budowie odpowiednich domen
moga charakteryzowa¢ si¢ odmiennymi aktywnos$ciami. Podstawowe domeny jakie
wystepuja utych enzymoéw to domena polimeryzacyjna oraz 3°-5° i15°-3° egzo-
nukleolityczna.

Obecnos¢ domeny 3°-5° egzonukleazy sprawia, ze oprocz udziatu w syntezie DNA
polimeraza odcina niewlasciwie wbudowane mononukleotydy z konca 5’-OH nowo
zsyntetyzowanej nici DNA Aktywno$¢ nukleazowa zwigksza wiernos¢ replikacji
DNA, zmniejszajac czestos¢ blednie sparowanych zasad. Warto jednak pamigtac, iz
aktywnos¢ 3’-5° egzonukleazy powoduje zmniejszenie predkosci syntezy DNA, czego
efektem moze by¢ obnizenie koncowej wydajnosci reakcji. Ze wzgledu na to, poli-
merazy DNA o aktywnosci korektorskiej oraz cechujace si¢ duza doktadnoscia, nie sa
odpowiednie do amplifikacji dtugich fragmentow DNA. Obecnos¢ domeny 5°-3” egzo-
nukleazy umozliwia przecinanie ostatniego wigzania konca 5°, wigzanie oddalonego
o kilka zasad od konca 5’ oraz wycinanie dimeroéw pirydynowych [2].

Znane s3g polimerazy, u ktorych delecja domeny egzonukleolitycznej prowadzi do
uzyskania funkcjonalnego biatka o czgsciowo zmienionych cechach w stosunku do
enzymu natywnego.

Wsréd takich polimeraz najpopularniejsza jest polimeraz Tag wyizolowana
z termofilnej bakterii 7. aquaticus, ktorej odkrycie catkowicie odmienito oblicze biologii
molekularnej. Pozbawiona aktywnosci 5°-3” egzonukleazy polimeraza (skrocona o 289
aminokwasow) TagA289 charakteryzuje si¢ zwigkszong termostabilnoscia, jednakze
wigze sie tez ze zwiekszonym zapotrzebowaniem na jony Mg>", a nowopowstata nic
DNA moze zawiera¢ wysoka liczbe btedéw. Ten wariant polimerazy Tag wykorzystuje
sie z powodzeniem w reakcjach sekwencjonowania czy w procesach powielania DNA in
vitro. Natywna polimeraza Tag stosowana jest w przypadkach, gdzie wiernos¢
amplifikacji jest wazniejsza od wysokiej efektywnosci. Polimeraza TagA289 odznacza
sie mniejsza procesywno$cia w stosunku do natywnej polimerazy Tagq, ale dzieki swojej
mniejszej masie jest duzo tatwiejsza w modyfikacji i otrzymywaniu [7].

Co wiecej wyrdzni¢ mozna polimerazy DNA, ktore podczas reakcji PCR syntetyzuja
produkty z tepymi koncami (Pfit) oraz takie, ktore dodajg kilka dodatkowych nukleo-
tydow na koncu nici (7ag). Réznorodnos$¢ polimeraz pod wzgledem wykazywanych
wiasciwos$ci pozwala na dowolne uzycie ich w zaleznosci od obranego celu.
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4. Modyfikacje polimeraz prowadzace do ulepszenia ich uzytecznych cech

Aby sprosta¢ wymaganiom jakie stawia nam nowoczesna diagnostyka, biologia
molekularna czy inzynieria genetyczna konieczne jest udoskonalanie polimeraz DNA.
Dotychczas wprowadzane modyfikacje to przede wszystkim stosowanie udoskonalonych
buforow, wzmacniaczy reakcji PCR lub przeprowadzanie mutacji w polimerazach
DNA. Mutacje prowadza do uzyskania enzymow o zwickszonej termostabilno$ci
i opornych na inhibitory z probek klinicznych czy $rodowiskowych. Coraz bardziej
popularne staje si¢ rowniez modyfikowanie juz znanych polimeraz poprzez tworzenie
fuzji tych enzymow zinnymi biatkami, ktore moga wplywaé na zwigkszenie ich
procesywnosci czy wiernosci.

4.1. Wzmacniacze, dodatki do PCR, ulepszone bufory

Alternatywa dla ulepszonych, opornych na inhibitory polimeraz moze by¢
stosowanie dodatkéw, wzmacniaczy badz ulepszonych buforéw w mieszaninie
reakcyjnej PCR. Skladniki dodawane do mieszanin moga wplywaé na reakcje PCR
poprzez zwigkszenie jej czulosci, efektywnosci, specyficznos$ci reakcji, atakze
zmniejszy¢ inhibicj¢ w probkach klinicznych czy srodowiskowych. Jednoznaczne
okreslenie mechanizmu dziatania wzmacniaczy nie jest fatwe. Zaktada sig, Ze jest to
suma efektow, ktére zachodzg w poszczegolnych cyklach reakcji, na ktore sktada sie
wplyw na denaturacj¢ matrycy, hybrydyzacje starterow czy aktywno$¢ stosowanej
polimerazy. Najpowszechniej stosowane dodatki iwzmacniacze reakcji PCR
przedstawione zostaly w tab. 1.

Tabela 1. Najbardziej znane dodatki/wzmacniacze stosowane w reakcjach

Wzmacniacze PCR Funkcja
zmniejsza oddzialywania migdzyczasteczkowe, podczas
hybrydyzacji rozplecionych nici DNA struktura
DMSO — (dimetylosulfotlenck) 1I- rzgdowa jest uformowapa lgzniej i dostep polimerazy
do struktur normalnie ciasno upakowanych
(2-10%) . L

i niedostepnych (zwlaszcza w przypadku rejondw

bogatych w GC lub $cisle zwigzanych z inhibitorem) jest
zdecydowanie ulatwiony
zwigzek organiczny o charakterze jonu obojnaczego, rola
Betaina podobna do DMSO, hamuje formowanie si¢ struktur
(0,5-2 M) [I-rzgdowych starterow, stabilizuje powstawanie
kompleksu DNA-polimeraza
DTT — (ditiotreitol) antyoksydant, korzystnie wptywa na stabilno$¢
(5-40 mM) stosowanych w reakcji PCR polimeraz
posiada zdolno$¢ blokowania biatek obecnych
w mieszaninie, ktore nie s3 zwigzane z polimeraza,
Albumina wykorzystywana w reakcjach PCR probek klinicznych,

(100 ng/50 pl) srodowiskowych, lizatach, przydatna w przypadku

trudnotopliwych matryc, dzigki zdolno$ci utrzymywania
nici DNA w formie denaturowanej
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Formamid $rodek denaturujacy DNA, stosowany w niskich
max 2,5% stezeniach, hamuje powstawanie st gorzedowyc
(max 2,5%) zeniach, hamuj ie struktur dru d h
. przyktady: Triton, NP40 czy Tween, stabilizuja
DCtCI‘gE:(I)l tly_ i]i/ej)onowe polimeraze oraz matryce DNA, zmniejszaja podatno$¢ na
s inhibicj¢ odczynnikami organicznymi obecnymi w probce
Glikol etylenowy dziatanie zblizone do betainy, badania wskazuja na
,5- zdecydowanie wyzszg skuteczno$¢
0,52M) decyd: i 7 kui $¢
Biatka SSB wplywaja korzystnie na redukcje tworzonych dimerow
(wiazace jednoniciowe DNA) starterow, zwigkszaja efektywnosci 1 wydajno$ci
amplifikacji

Zrédto: [8+19]

4.2. Mutacje

W celu nadania enzymom nowych cech, niespotykanych w natywnych odpo-
wiednikach, ich geny poddaje si¢ mutacjom punktowym w obrgbie sekwencji genu
kodujacego dane biatko. Naukowcy wykorzystujg takie mozliwosci zmiany w genomie
icelowo wprowadzaja mutacje Ww procesie spontanicznej lub ukierunkowanej
mutagenezy.

Mutageneza przypadkowa polega na ekspozycji danego mikroorganizmu na
dziatanie fizycznych lub chemicznych mutagenéw tj.: promieniowanie UV, r6znego
rodzaju promieniowanie jonizujace, zwiazki alkilujace itp. Przypadkowe mutacje
wprowadza¢ mozna rowniez z wykorzystaniem technik PCR. Wérdd takich metod
wyrdzni¢ mozna trzy najpopularniejsze. Pierwsza z nich, tasowanie DNA (ang. DNA
shuffling), polega na zastosowaniu enzymu DNAzy I do pocigcia nici DNA kodujacej
dane biatko, ktére ma zosta¢ poddane modyfikacji na przypadkowe fragmenty
o dhugosci od 50 do 100 pz inastgpnie przeprowadzeniu reakcji PCR bez uzycia
starterow. Uzyskane w wyniku cigcia fragmenty DNA 1acza si¢ na zasadzie
komplementarnosci zasad, apolimeraza DNA uzupelia braki pomiedzy nimi.
W wyniku tak przeprowadzonej reakcji powstaja mutacje. Po kilku cyklach
amplifikacji uzyskiwany jest gen zmodyfikowany, ktory poddaje si¢ ponownie reakcji
PCR, tym razem ze starterami definiujagcymi zakonczenie genu danego biatka oraz
umozliwiajagcymi wklonowanie go do wektora ekspresyjnego [20]. Inng technika
uzyskania mutacji przypadkowej jest wykorzystanie szczepéw mutacyjnych
(ang. Mutator strains). Metoda ta polega na sklonowaniu genu, ktory ma zostaé
poddany mutagenezie do plazmidu. Nastepnie przeprowadza si¢ transformacje do
zmodyfikowanego szczepu E. coli, ktory zostat pozbawiony jednego lub kilku szlakow
naprawy podstawowej DNA (mutS, mutD lub mutT). Brak systemu naprawy DNA
skutkuje wprowadzaniem zmian podczas replikacji w materiale genetycznym
wprowadzonym do szczepu, w wyniku czego gen docelowy ulega przypadkowym
mutacjom. Wada tej metody jest to, ze zmodyfikowany szczep E. coli szybko traci
zywotno$¢, poniewaz geny kodujace podstawowe funkcje zyciowe réwniez ulegaja
mutacjom, pozbawione sg jednego ze szlakow naprawy, co prowadzi do wprowadzania
przypadkowych zmian podczas replikacji genu. Wykorzysta¢ mozna rowniez technike
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PCR podatna na btedy (ang. error prone PCR) polegajaca na zastosowaniu polimerazy
DNA o zredukowanej wiernosci replikacji i umieszczeniu jej w buforze reakcyjnym,
ktérego sktad jest modulowany w taki sposob by reakcja zachodzita niespecyficznie.
Enzym w wyniku matej specyficznosci katalizy wprowadza mutacje do nowej nici
DNA. Kontrolowanie sktadu mieszaniny reakcyjnej pozwala na regulowanie czgstosci
btedow wprowadzanych do nowo syntetyzowanej nici DNA. Czesto§¢ wprowadzanych
przez polimeraz¢ DNA mutacji wynosi okoto 1-3 zmiany na 1 kpz [21].

Mutacje ukierunkowane wykorzystuja przede wszystkim reakcje PCR, dzigki
czemu zmiany w sekwencji moga by¢ wprowadzane w sposob kontrolowany. W takich
technikach stosuje si¢ zmodyfikowane startery, zarowno zewnetrze jak i wewnetrzne,
ktore posiadaja niekomplementarne do matrycy nukleotydy, wprowadzajac w ten
sposob pozadang mutacje [22, 23].

Techniki mutagenezy ukierunkowanej jak iprzypadkowej wykorzystywane byty
w tworzeniu polimeraz o ulepszonych cechach uzytecznych w diagnostyce molekularne;j
1 inzynierii genetycznej. Najczegsciej modyfikacjom takim poddawana byta polimeraza
Tag. Mutacje prowadzace do zmian w wierno$ci replikacji DNA przez polimeraze
obejmuja wysoce konserwatywny region O-helix. Jest to obszar skfadajacy si¢
z dwunastu reszt aminokwasowych od 659 do 671 reszty aminokwasowej, ktory
stanowi jednocze$nie cze$S¢ szczeliny wiazacej enzym z DNA inukleotydami
dobudowywanymi do nowej nici. Badania dowodza, ze zmiany w czterech z dwunastu
reszt aminokwasowych: Arg-659, Lys-663, Phe-667 1 Tyr-671 prowadza do znacznego
pogorszenia wiernosci replikacji przez polimeraz¢ Tag, przy czym zmiana 667 Phe na
Tyr powoduje czgstsze wiaczanie dideoksyrybonukleotydéw do nowo syntetyzowane;j
nici DNA, co jest pozadane w technikach sekwencjonowania metoda Sangera [24, 25].
Uzyskanie enzymOw o obnizonej wiernosci replikacji znajduje swoje zastosowanie
takze w technikach mutagenezy metoda ,.error prone PCR”, gdzie takie polimerazy sa
pozadane.

Mutacje wprowadzone w resztach aminokwasowych E742 i A743 w subdomenie
palcow okazuja si¢ by¢ bardzo istotne w powinowactwie polimerazy do matrycy DNA.
Badania sugeruja, ze jest to miejsce krytyczne dla zdolnosci elongacyjnych enzymu.
Badane warianty mutacji za kazdym razem prowadzily do zwigkszenia powinowactwa
do DNA iszybszego wydtuzania starterow w porownaniu ze szczepem dzikim.
Mutacje wtym obrebie stanowig, wigc potencjal do otrzymywania polimeraz
0 polepszonej procesywnos$ci, wydajnosci i szybkosci reakcji [26].

W zwigzku zcoraz wigksza potrzebg przeprowadzania reakcji PCR, gdzie
w mieszaninie reakcyjnej pojawia si¢ wiele zwigzkow bedacych inhibitorami
polimeraz rozwingly si¢ badania nad poszukiwaniem nowych (zmienionych) biatek,
ktore nie beda wrazliwe na ich obecno$C. Pierwsze pozytywne rezultaty, ktore
zakonczyly si¢ wdrozeniem nowego produktu dotyczyly modyfikacji polimerazy Tagq.
Przetestowano wiele mutantow i ws$réd nich wyselekcjonowano te o najwyzszym
potencjale aplikacyjnym. Charakteryzowaty si¢ one znacznie zwigkszong opornoscia
na inhibitory zawarte w krwi wzgledem biatek dzikich iumozliwialy wydajne
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otrzymywanie amplikonow przy 20% st¢zeniu krwi w mieszaninie reakcyjnej. Mutacji
dokonywano w rejonie palcow cynkowych w pozycji 708 i707. Mutacje w pozycji
708 gwarantowaly oporno$¢ na obecno$¢ krwi wprobce. Kwas glutaminowy
wystepujacy w tej pozycji w natywnej polimerazie zamieniany byt na waling, lizyne,
leucyne oraz tryptofan [27].

Zmiany w obrebie reszt aminokwasowych 706, 707, 708 moga doprowadzi¢ do
powstania polimerazy ,Hot-start”. Wymiana tryptofanu w pozycji 706 na argining,
izoleucyny 707 na leucyng oraz kwasu glutaminowego 708 na asparaginowy prowadza
do spadku aktywnosci biatka w niskich temperaturach, co podwyzsza specyficzno$¢
reakcji PCR [27].

4.3. Chimeryczne polimerazy

Chimeryczne polimerazy DNA to biatka, ktorych sekwencja aminokwasowa
zlozona jest z subsekwencji pochodzacych zco najmniej dwoch odrebnych biatek.
Kowalencyjne potaczenie tych podsekwencji na drodze zastosowania technik
inzynierii genetycznej prowadzi do ekspresji funkcjonalnego biatka [28]. Przyktadem
takiej modyfikacji jest chimeryczna bakteryjna polimeraza DNA, ktora powstala
w wyniku polaczenia subsekwencji aminokwasowych pochodzacych z DNA
ipolimeraz Tth z T. thermophilus i Taq z T. aquaticus. Uwzgledniajac unikalne cechy
polimerazy Tth ipolimerazy Taq, postanowiono wyodrebni¢ znich czgéci o naj-
bardziej pozadanych wiasciwosciach i potaczy¢ w taki sposob, by uzyska¢ funkcjonalne,
chimeryczne biatko. Sekwencja aminokwasowa chimerycznej termostabilnej
polimerazy Tth-Taq sktada si¢ z cze$ci N-koncowej polimerazy Tth (4 — 600 reszty
aminokwasowej) i C-koncowej pochodzacej zpolimerazy Tag (556 — 834 reszty
aminokwasowej) [28]. Polimeraza Tth-Taq charakteryzuje si¢ pozadanymi cechami
zarbwno polimerazy Tth jak ipolimerazy Tag, wykazuje wysoka skutecznos¢
powielania dhugich sekwencji DNA. Wydajnos¢ chimerycznego enzymu jest co
najmniej 5 razy wigksza niz wprzypadku polimerazy 7Tag iporéwnywalna
zpolimerazg Tth. Podobnie wzrasta czuto$¢ na obecno$¢ niedopasowania nukleotydu
startera na koncu 3'. Chimeryczny enzym jest co najmniej 6 razy bardziej wrazliwy na
obecnos¢ niedopasowania na 3'-koncu startera niz polimeraza 7Tth iporéwnywalnie
wrazliwy z polimeraza Taq. Specyficzno$¢ reakcji amplifikacji jest znacznie wigksza
niz przy uzyciu polimerazy Tth oraz porownywalna z polimerazg Taq [28].

Innym przyktadem chimerycznych polimeraz DNA sa enzymy Kofit i Pod. Zostaly
one otrzymane poprzez wymian¢ domen migdzy polimerazami DNA KOD
(T. kodakarensis) i Pfu (P. furiosus). W przypadku polimerazy Kofu domeny: N-
koncowa, egzonukleazy, kciuka i C-konicowa pochodzg z polimerazy KOD, natomiast
domeny $rodrgcza 1 palcow z polimerazy Pfu (rys. 3.) Takie modyfikacje powodujg, ze
polimeraza Kofis charakteryzuje si¢ podobng do polimerazy KOD predkoscig wydhu-
zania starterow (106-138 nt/s), procesywno$cia (~300nt/s) i termostabilnoscia,
natomiast wierno$¢ replikacji jest podobna do polimerazy Pfit (2,0 x 10). Polimeraza
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Pod jest analogicznym polaczeniem polimeraz Pfu i KOD, przy czym charakteryzuje
si¢ predkoscia wydluzania starterow (25 nt/s), procesywnoscig (>20 nt) i termo-
stabilno$cig podobna do polimerazy Pfis, natomiast wierno$¢ replikacji jest podobna do
polimerazy KOD (4,45 x 10°) [29].

+ N-domena: Exo + domena palcéw i dloni ! domena kciuka !

Pvlull EchI

Pfu

T T ] koD

Pod

T Kofu

Rysunek 3. Schematyczny rozktad domen w chimerycznych polimerazach Pod oraz Kofu opracowanie
wlasne na podstawie [29]

Kolejnym przyktadem chimerycznej polimerazy DNA jest enzym, ktory powstat
w wyniku wymiany domen pomi¢dzy polimerazami 7aq i Tma. Bialko to posiada
takze cztery mutacje, ktore wplywaja na jego funkcje. Region N-koncowy tego
enzymu zbudowany jest zreszt aminokwasowych od 1 do 190 pochodzacych
z polimerazy Taq. W obrebie tego regionu miesci si¢ domena 5°-3’ egzonukleazy,
ktorej aktywnos$¢ jest obnizona 1000-krotnie przez mutacj¢ G46D. Region C-koncowy
ztozony jest z reszt aminokwasowych od 191 do 893 pochodzacych z polimerazy Tma.
W regionie tym znajduje si¢ miedzy innymi domena egzonukleazy 3°-5°, ktora jest
unieczynniona poprzez wprowadzenie mutacji punktowych D323A 1 E325A. Oprocz
wszystkich wymienionych wyzej modyfikacji polimeraza DNA posiada tez mutacje
F730Y, ktora powoduje, ze enzym ten chetniej wiacza dideoksynukleotydy do nowo
syntetyzowanej nici DNA. Enzym taki jest bardzo dobrym narzedziem w technikach
sekwencjonowania DNA metodg Sangera [30]. Taka chimeryczna polimeraza DNA
charakteryzuje si¢ zwigkszong powtarzalnosciag wysokosci pikow sekwencjonowania
DNA, w szczegolnosei, gdy stosuje si¢ znakowane barwnikiem ddNTPs w reakcji
sekwencjonowania cyklicznego. Obniza szybko$¢ pirofosforolizy znakowanych
barwnikami ddNTPs oraz poprawia wprowadzanie dITP [31].
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4.4. Fuzyjne polimerazy DNA

Jednym z wazniejszych etapéw w dziataniu polimeraz, odpowiedzialnym za ich
koncowa wydajnos$¢ jest proces inicjacji zwigzany z przylaczeniem do matrycowego
DNA. Dlatego tez uzasadnione jest modyfikowanie znanych polimeraz w celu
utatwienia im przylaczania nici DNA poddawanej polimeryzacji. Przyktadem takiej
modyfikacji moze by¢ tworzenie fuzyjnych polimeraz DNA z biatkami, ktore
posiadaja naturalng zdolno$¢ wigzania jedno- lub/i dwuniciwego DNA. W literaturze
spotka¢ mozna zaledwie kilka przyktadow takich fuzyjnych polimeraz DNA [2].

4.4.1. Fuzja z bialkiem wiazacym dwuniciowe DNA

Jedyna opisang w literaturze fuzjg polimerazy DNA Tagq jest fuzja z biatkiem Sso7d
[32]. Jest to biatko pochodzace z hipertermofilnego archeonu Sulfolobus solfataricus
majace zdolnos¢ wigzania dwuniciowego DNA. Posiada niewielkg masg, okoto 7 kDa,
w roztworze wystepuje jako monomer. Jego funkcja w rodzimym mikroorganizmie
polega na stabilizacji genomowego DNA iulatwieniu wten sposob dziatania
polimerazy DNA [33]. Wang wraz z wspotpracownikami [32] przeprowadzit fuzje
tego biatka z polimeraza Taq, TaqStoffel oraz polimeraza Pfu i porownat procesywnosé
zmodyfikowanych polimeraz do polimerazy natywnej. W przypadku fuzji z poli-
merazami 7Taq oraz TaqStoffel bialko Sso7d umieszczone zostalo na N-koncu
polimerazy ipolaczone bezposrednio zenzymem. W polimerazie Pfii sprawdzone
zostalo natomiast polaczenie enzymu zbiatkiem na C-koncu za pomocy
tr6jaminokwasowego linkera: Gly — Thr — His. Badane warianty przedstawione sg na
rys. 4. Wstepne badania wskazaly, Zze natywna polimeraza 7aq charakteryzuje si¢
wickszg procesywnos$cig niz polimeraza z delecjag domeny 5°-3” egzonukleolityczne;.
Wstawienie biatka Sso7d w miejsce domeny ,,egzo” doprowadzito do wzrostu
procesywnosci w stosunku do polimerazy bez fuzji. Jednak polimeraza Tag natywna
zdodatkowym biatkiem fuzyjnym nadal przewyzsza procesywnoscia fuzyjna
polimeraze z delecja. W przypadku polimerazy Pfi rtowniez zachowana jest tendencja
polepszenia procesywnosci biatka fuzyjnego w poréwnaniu znatywnym. Ogolny
wzrost procesywnosci we wszystkich przeprowadzonych fuzjach wyniost od 5 do
17 razy w odniesieniu do odpowiednich polimeraz natywnych. Co wigcej, polimeraza
Pfit pochodzaca z archeonu jest przedstawicielem zupelnie innej rodziny niz bakteryjna
polimeraza Taq. Fakt, ze w przypadku obu fuzji obserwujemy wzrost procesywnosci
moze wskazywac¢ na uniwersalnos$¢ stosowanej modyfikacji bez wzgledu na typ uzytej
polimerazy [32]. Potwierdzeniem tego faktu mogg by¢ p6zniejsze badania prowadzace
do otrzymania fuzji polimerazy DNA 7pa pochodzacej zbakterii Thermococcus
pacificus z tym samym biatkiem Sso7d, gdzie rowniez zauwazony jest znaczny wzrost
procesywnosci 1 wydajnosci polimerazy bez negatywnego wpltywu na dziatanie
katalityczne czy zmiang stabilnosci enzymu [34]. Z biatkiem Sso7d potaczona zostata
rowniez polimeraza KOD. Fuzja polimerazy z biatkiem wigzacym dwuniciowe DNA
prowadzi do zwigkszenia wydajnosci iprocesywnosci polimerazy w stosunku do
natywnej polimerazy KOD bez znacznego wplywu na termostabilno$¢ otrzymanej
polimerazy [35].
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Rysunek 4. Schemat potozenia domen w polimerazach DNA oraz ich fuzjach z biatkiem Sso7d [32]

4.4.2. Fuzja z bialkiem wigzacym jednoniciowe DNA

W literaturze odnalez¢ mozna rowniez przyktad fuzji polimerazy DNA z biatkiem
wigzacym jednoniciowe DNA. Polepszenie cech enzymu przedstawione jest na
przyktadzie polimerazy DNA bakteriofaga RB69 w potaczeniu zjego rodzimym
biatkiem SSB. RB69SSB to niewielkie, monomeryczne biatko, ktore odgrywa istotna
role w prawidlowym dziataniu polimeraz DNA tego bakteriofaga. W badanej fuzji
biatko zostalo umieszczone na C-koficu polimerazy za posrednictwem szescio-
aminokwasowego linkera: Gly — Thr — Gly — Ser — Gly — Thr (Rys. 5) [36].

polimeraza RB69 |Iinker_,

Rysunek 5. Schematyczna budowa fuzyjnej polimerazy RB69 z jej rodzimym biatkiem RB69SSB
[opracowanie wlasne]

Obecnos$¢ linkera, w przeciwienstwie do sztywnego, bezposredniego ltaczenia,
zapewnia biatku fuzyjnemu pewna elastyczno$¢ i stosunkowo swobodne utozenie si¢
wzgledem polimerazy. Pomaga to unikng¢ ewentualnej zawady sterycznej, co moze
by¢ znaczace w procesie przytaczania DNA ijego polimeryzacji. W wyniku przepro-
wadzonej fuzji, otrzymana polimeraza okazala si¢ wykazywaé¢ znacznie polepszone
cechy wykorzystywane w diagnostyce czy biologii molekularnej. Nowa polimeraza
wykazywata 6-krotne zwigkszenie powinowactwa do matrycowego DNA oraz 7-
krotne polepszenie procesywnosci przy zachowaniu dotychczasowej wiernosci. Co
wigcej zwickszyla sie jej zdolnos¢ do amplifikacji dtuzszych fragmentoéw DNA [36].

W europejskim patencie z 2013 rok [37], zawarty zostal opis polimerazy DNA
pochodzacej z Thermococcus zilligi w fuzji z biatkiem SSB Sulfolobus solfataricus.
Podobnie jak w poprzednich przypadkach jest to niewielkie (18 kDa) biatko wigzace
jednoniciowe DNA. Wykazuje ono aktywno$¢ jako monomer, ma zdolnos¢
multimeryzacji w roztworze [38]. Fuzja ztym bialkiem zostala przeprowadzona
W nieco odmienny sposdb niz opisana powyzej (rys. 6).
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Rysunek 6. Schematyczna budowa fuzyjnej polimerazy DNA 7Zi z biatkiem SsoSSB [opracowanie wiasne]

Biatko SSB znajduje si¢ na N-koncu polimerazy, a uzyty linker r6zni si¢ cz¢sciowo
sekwencjg aminokwasowa: Gly — Ser — Gly — Gly — Val — Asp. Badanie przeprowadzone
na zmodyfikowanej polimerazie wskazuja na znaczne zwigkszenie jej wydajnosci,
wierno$ci oraz procesywnos$ci w stosunku do natywnej polimerazy Tzi [37].

Badania jakie do tej pory przeprowadzono wskazuja, ze przytaczenie do polimerazy
dodatkowego, niewielkiego biatka moze w znaczny sposob poprawic jej wiasciwosci
uzytkowe nie wplywajgc negatywnie na jej stabilno$¢ czy aktywnos$¢. Polimerazy
fuzyjne moga znalez¢ ogromne zastosowanie, jako narzedzia w diagnostyce, biologii
molekularnej czy inzynierii genetyczne;.

5. Zastosowanie natywnych oraz zmodyfikowanych polimeraz DNA

Polimerazy zar6wno u bakterii, archeonéw czy eukariontéw majg podobng strukturg.
Roznig si¢ jednak pod wieloma wzgladami, przede wszystkim wykazywanymi
wilasciwo$ciami: szybkos$cig przeprowadzanej reakcji, procesywnoscia, obecnoscia lub
brakiem podjednostek biatkowych czy wlasciwosci egzonukleolitycznych. Czgsto wybor
odpowiedniej polimerazy determinowany jest jej specyficznymi cechami pozadanymi
w danej technice.

Obecnos$¢ domeny korektorskiej jest niezwykle wazna podczas syntezy produktow
przeznaczonych do klonowania czy detekcji mutacji w danym genie. W takich
przypadkach najlepiej sprawdza si¢ polimeraz DNA Pwo lub fuzyjna Phusion.
Czgstos¢ bledow popetianych podczas amplifikacji przez te polimerazy jest co
najmniej 10 razy mniejszy niz w przypadku polimerazy 7aq [39].

W przypadku amplifikacji dlugich fragmentow DNA rekomendowana jest
polimeraz Tfu z T. fumicolans (produkty do 10 kpz). Podobnie polimeraza KOD
dobrze sprawdza si¢ podczas amplifikacji dlugich matryc poniewaz wykazuje 10-15
razy wigkszg procesywnos¢ oraz lepsza zdolnos$¢ elongacyjna niz polimeraza Pfu [40].

Polimeraza DNA Pfu jest natomiast niezwykle termostabilna, wykazuje aktywnos$¢
nawet w temperaturze 95°C istosowana jest w przypadku amplifikacji produktow
bogatych w pary GC. Podobnie bardzo wydajna w tego typu trudnych matrycach jest
polimeraza fuzyjna z biatkiem z Sso7d — Phusion.

Jednym znowszych rozwigzan jest stosowanie termostabilnych polimeraz DNA
zrodziny Y podczas amplifikacji probek archeologicznych lub z czg$ciowo zdegrado-
wanym DNA [41]. Polimerazy te pozbawione sa aktywnosci 3'-5' egzonukleazy
iposiadajg znacznie zwigkszona tolerancje w stosunku do uszkodzonego DNA.
Podstawowym przedstawicielem tej rodziny jest polimeraza DNA IV pochodzaca
z Sulfolobus solfataricus oraz polimeraza DNA IV z E. coli [42].
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Stosunkowo dobrym rozwigzaniem jest rowniez stosowanie mieszanych polimeraz
oroznych wiasciwosciach w odpowiednich proporcjach. Przykladem moze byc¢
mieszanina polimeraz Taq i Tpe (z Thermococcus peptonophilus) w stosunku a 31:1,
ktore idealnie nadaja si¢ do amplifikacji dtugich produktow — do 15 kpz [34] a takze
mieszanina polimerazy KOD zKOD (exo-), ktéora réwniez dobrze radzi sobie
z produktami o wielkos$ci ok. 15 kpz [42]. Badania sugeruja, Ze zastosowanie mieszaniny
polimeraz DNA Tagq i Pfu w stosunku 16:1 pozwala na amplifikacje produktow DNA
do 30 kpz [44].

Istnieja polimerazy, ktore wykazuja duza przydatnos¢ w diagnostyce molekularnej
do detekcji mikroorganizméw w probkach krwi, gleby lub zywnosci (sery, migso,
mleko) z wykorzystaniem reakcji PCR. Probki te posiadaja duze ilosci inhibitorow,
czgsto trudnych do zidentyfikowania. Badania wskazuja, ze polimeraza Tag jest
hamowana juz przy niewielkich st¢zeniach tych sktadnikow, jednak polimerazy DNA
tj. Ifl, Tli, Tth czy Pfu wykazuja wielokrotnie wickszg odporno$¢ na te inhibitory.
Podczas gdy amplifikacja zuzyciem polimerazy Taq jest catkowicie hamowana
w obecnosci juz 0.004% (v/v) krwi, polimerazy wymienione powyzej sg w stanie
syntetyzowac¢ ni¢ DNA w obecnosci powyzej 20% krwi w mieszaninie reakcyjnej [45].

Komercyjne, fuzyjne polimerazy DNA wykazuja bardzo szerokie zastosowanie
jako narzgdzia w diagnostyce, biologii molekularnej czy inzynierii genetyczne;.
Cechuja si¢ one zardwno zwigkszong wiernoscia, procesywnoscia jak izdolno$ciag
amplifikacji trudnych matryc.

6. Podsumowanie

W zwigzku z ogromnym rozpowszechnieniem reakcji PCR w r6znych dziedzinach
nauki, a takze w przemysle problemy jakie napotyka si¢ podczas amplifikacji sa bardzo
duze. Firmy biotechnologiczne wychodza naprzeciw zapotrzebowaniom i caty czas
poszukuja oraz konstruuja nowe iulepszone wersje polimeraz DNA. Drogi postepo-
wania sg najrozniejsze. Ponizej, w tab. 2, przedstawione zostaty najczestsze problemy,
ich rozwigzania oraz rekomendowane polimerazy. Wydaje si¢, ze modyfikacje juz
znanych, a nie poszukiwanie nowych polimeraz to sposob latwiejszy, szybszy i dajacy
wigksze mozliwosci w zaprojektowaniu enzyméw o pozadanych cechach. Obrana
droga zalezy jednak od naukowca.
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Tabela 2. Najczgstsze problem w reakcjach PCR, ich przyczyny i mozliwe rozwigzani wraz z rekomen-

dowana polimeraza DNA
. . Polecana polimeraza DNA
Problem Przyczyna Rozwiazanie
natywna zmodyfikowana
Niespecyficzne Aktywno$¢ Uzycie polimerazy ) Ta%7\(?;/77€ R
produkty polimerazy w RT hot-startowej 7708B
Probki krwi lub Obecnosé Usyeie polimerazy ™, Tl —
$§rodowiskowe inhibitoréw . P . ) Tth, Pfu aq ’
na inhibitory
Bledy Polimeraza Uzycie pohmergzy Phusion ‘
. . . . o0 polepszonej Pfu SsoSSB-Tzi
w sekwencji z niskg wierno$cig . L.
wiernosci Kofu
olli\If;erjza m;"a Phusion
POIMERA 4T | RB69-RB69SSB
Polimeraza Uzycie polimerazy P Sso7d-Tagq
. . . Mieszane
Dhugie produkty z niska o lepszej . Pfu-Sso7d
. - polimerazy KOD .
procesywnoscia procesywnosci i KOD (exo) SsoSSB-Tzi
Ss07d-KOD
Thermococcus
. Tth-Tagq
fumicolans
Matryce bogate ¢ d?lb,fcnl? 8¢ h Uzycie polimerazy Pl Phusion
w GC u ];)afl()} Cwy ¢ wysokotermostabilnej

Zrodlo: opracowanie wiasne
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Modyfikacje polimeraz DNA jako rozwiazania problemow w reakcjach PCR

Reakcja PCR juz od wielu lat jest podstawowym narzgdziem stosowanym w biotechnologii molekularne;.
Nadal napotykamy jednak liczne problemy podczas jej przeprowadzania zwiazane z trudnymi matrycami,
obecnoscig inhibitorow itp. Optymalizacja reakcji PCR jest wigc niezbedna w celu poprawy wynikow.
Jednym zrozwigzan tych probleméw moze by¢ modyfikowanie polimeraz DNA. W powyzszym artykule
opisano problemy irozwigzania zalezne polimerazy DNA. Opisano rowniez powody, ktore uzasadniajg
potrzebe modyfikacji polimeraz DNA, rodzaje modyfikacji, a takze podjeto probe okreslenia wptywu tych
zmian na koncows efektywnos¢ polimeraz.

Stowa kluczowe: PCR, polimerazy DNA, modyfikacje polimeraz, mutacje, polimerazy fuzyjne

Modifications of DNA polymerases as a problem solution in the PCR reactions

PCR has become an essential tool in biological science. However, we often encounter problems with difficult
targets, inhibitors accompanying the samples or PCR trouble related to DNA polymerase. Therefore, PCR
optimization is necessary to obtain better results. One solution is using modified DNA polymerases with
desirable properties for our experiments. In this article, PCR troubleshooting, depending on the DNA
polymerase used, is shown. We also explain the reasons that might justify the need modification of DNA
polymerases, describe type of modifications, and consider links between modifications in DNA polymerases
and PCR efficiency.

Keywords: PCR, DNA polymerase, polymerase modification, fusion DNA polymerases
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