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Podstawowym celem pracy byto otrzymanie fuzyjnych polimeraz DNA

sktadajacych sie z polimerazy DNA z Thermus aquaticus pozbawionej aktywno$ci
egzonukleolitycznej 5'—=3’ (TaqStoffel) oraz biatek wigzgcych jedno- lub dwuniciowe

DNA, a
czulosci

nastepnie zbadanie ich wtasciwo$ci: procesywnosci, szybkosci elongacji,

, wrazliwosci na inhibitory, termostabilnosci, zdolnosci do amplifikacji dtugich

fragmentéw DNA oraz matryc bogatych w pary GC.

1
2)

3)
4)

5)

Szczegotowe cele badan:

optymalizacja otrzymywania i oczyszczania fuzyjnych polimeraz DNA
(NeqSSB-Taqs, DBD-TaqS, RB69SSB-Taqs oraz TtePriB-Taqs),

opracowanie metodyki zwigzanej z charakterystyka molekularng polimeraz
DNA i jej przeprowadzenie,

wskazanie potencjalnych zastosowan otrzymanych fuzyjnych polimeraz DNA,
wytypowanie fuzyjnej polimerazy DNA o najkorzystniejszych cechach pod
wzgledem jej uzytecznosci,

okreslenia istotnych cech biatek uzytych w fuzji z polimeraza DNA, ktoére
utatwig racjonalne projektowanie innych fuzyjnych polimeraz DNA.
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Obecnie reakcje PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) wykazuja bardzo
szerokie zastosowanie w diagnostyce medycznej, biologii molekularnej czy inzynierii
genetycznej. Efektywnos$¢ tych reakcji rozumiana jako wydajno$¢ i wiernosé
przeprowadzonej amplifikacji jest nieodtgcznie zwigzana ze stosowang polimeraza
DNA i warunkami prowadzenia reakcji PCR. Aby sprosta¢ wymaganiom stawianym
przez nowoczesne metody diagnostyczne oraz wspdiczesng inzynierie genetyczng
konieczne jest poszukiwanie polimeraz DNA o coraz lepszych wtasciwosciach.
Dotychczas wprowadzane modyfikacje amplifikacji DNA to przede wszystkim
stosowanie udoskonalonych buforéw, wzmacniaczy reakcji PCR, wprowadzanie mutacji
w polimerazach DNA lub konstrukcje polimeraz chimerycznych. Coraz popularniejsze
staja sie rowniez modyfikacje znanych juz polimeraz DNA poprzez tworzenie ich fuzji
z biatkami mogacymi poprawic ich uzyteczno$¢.

Podstawowym zalozeniem niniejszej pracy bylo otrzymanie nowej, lepszej
polimerazy DNA jako wynik fuzji polimerazy DNA z biatkiem wigzacymi jedno- lub
dwuniciowe DNA izbadanie jej nowych wiasciwosci pod wzgledem procesywnosci,
termostabilno$ci, powinowactwa do matrycy DNA, jak réwniez odpornosci na
inhibitory wystepujace w probkach klinicznych (np. we krwi).

Modyfikacjom zostala poddana najbardziej popularna w diagnostyce
molekularnej polimeraza DNA z Thermus aquaticus z delecja reszt aminokwasowych
tworzacych domene odpowiedzialng za aktywno$¢ egzonukleolityczng 5'—3’
(TaqgStoffel). Natomiast biatkami, ktére zastosowano do fuzji byly biatka majace
naturalng zdolno$¢ do wigzania sie z DNA: RB69SSB, TtePriB i NeqSSB oraz domena
DBD ligazy P. furiosus.

Cechy nowych polimeraz DNA poréwnano z polimeraza DNA TaqStoffel.
Uzyskano polimerazy o ulepszonych podstawowych cechach, bardziej przydatnych do
pracy z problematycznymi matrycami (dtugie i bogate w pary GC) oraz z prébkami,
ktérym moga towarzyszy¢ inhibitory z krwi (laktoferyna, heparyna). Ponadto
wykazano wzrost termostabilnosci, procesywnosci i czutosci fuzyjnych polimeraz DNA
zwlaszcza w przypadku fuzji z biatkiem SSB pochodzacym z Nanoarchaeum equitans
(NeqSSB) oraz domenga DBD ligazy Pyrococcus furiosus.
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Zoptymalizowane i przeprowadzone doswiadczenia pozwolily réwniez na
wyznaczenie istotnych cech biatek uzytych w fuzji z polimeraza DNA (co moze by¢
istotne w racjonalnym projektowaniu innych fuzyjnych polimeraz DNA) oraz sposobu
badania ich wtasciwosci.
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ABSTRACT

Nowadays PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) method is commonly used in
diagnostics, molecular biology and genetic engineering. Efficiency and fidelity of
amplification is strongly connected with DNA polymerase and reaction conditions. To
meet the requirements of modern diagnostic methods and contemporary genetic
engineering, it is essential to seek new DNA polymerases with better and better
properties. So far, the modifications have been based on the improved buffer PCR
amplifiers, carrying out a mutation in DNA polymerase or construction of chimeric
polymerases. More and more popular there are also modifications of known DNA
polymerases through creating a fusion with proteins being able to increase their
usefulness.

The main goal of this study was to create a new, better DNA polymerase fused
with protein binding single and double-stranded DNA, and investigate its new
properties in terms of processivity, thermostability, relativity to DNA matrix and
resistance to inhibitors from clinical samples (e.g. blood).

Being the most popular in molecular diagnostics, the DNA polymerase from Thermus
aquaticus with deletion of amino acidic remainders creating the domain responsible for
5'-3’ exonucleotic activity (TaqStoffel) was subjected to modifications. And, the
proteins used for fusion were those which had a natural ability to binding with DNA
such as: RB69SSB, TtePriB i NeqSSB and DBD domain from ligase of Pyrococcus furiosus.

The features of the new DNA polymerases were compared with TaqStoffel DNA
polymerase. The DNA Polymerases with improved basic features, more useful for
working with problematic templates (long-range PCR and GC-rich template) and with
samples that could be accompanied by inhibitors from blood (lactoferrin, heparin) had
been obtained. What is more, a higher termostability, processivity and fusion sensitivity
of the DNA polymerases, especially in the case of NeqSSB-TaqS and DBD-TaqS were
observed.

The optimized and conducted experiments also allowed to determine the
essential characteristics of proteins used in the fusion with DNA polymerase (which
may be significant in further rational creating of new DNA polymerase fusions) and the
way of testing their properties.
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ROZDZIAL

WSTEP TEORETYCZNY

1.Polimerazy DNA

1.1 Charakterystyka polimeraz DNA

Polimeraza DNA to enzym, ktéry odgrywa zasadniczg role w procesie replikacji
i naprawie DNA. Dzieki odkryciu, poznaniu budowy i funkcji polimerazy DNA stato sie
mozliwe wykorzystanie jej in vitro w reakcjach amplifikacji kwaséw nukleinowych.
Opracowana w 1983 roku przez Kary Mullis i Randall Saiki reakcja PCR (ang.
Polymerase Chain Reaction) znalazta wkrétce zastosowanie jako podstawowe
narzedzie w technikach biologii molekularnej, inzynierii genetycznej, jak réwniez
w diagnostyce molekularnej (1). Polimeraza DNA w reakcji PCR katalizuje proces
syntezy DNA poprzez dolaczanie kolejnych nukleotydéw do konica 3’0OH nici DNA,
jednak oprécz wilasciwosci polimeryzacyjnej moze posiada¢ réwniez zdolno$¢ do
hydrolizy czasteczek DNA dzieki obecnosci domeny egzonukleolitycznej o kierunku
dziatania 3'-5’ lub 5'—>3’(2).

1.2 Ogo6lna budowa polimeraz DNA

Polimerazy DNA wystepuja u wszystkich organizméw zywych i wykazuja dos¢
podobnag strukture przestrzenng, ktéra przypomina prawg dton (rysunek 1). Sktada sie
ona z 3 podstawowych subdomen: palcéw, $rédrecza i kciuka, ktérym przypisane sa
szczegétowo okre$lone funkcje. Subdomena palcow odpowiedzialna jest za
przytaczanie dNTP (trifosforan deoksynukleozydu) oraz wigzanie do jednoniciowego
DNA. Dwuniciowe DNA powstate w wyniku hybrydyzacji startera do matrycy DNA
stabilizowane jest za posrednictwem subdomeny kciuka, natomiast jony magnezu
wigzane sg przez subdomene $rédrecza (3). Polimerazy DNA réznig sie miedzy soba
wieloma cechami np. szybkoscig katalizy, procesywnos$cia, obecnoscig lub brakiem
réznych domen zwigzanych z aktywnos$cia nukleolityczng czy dodatkowymi
wspéldziatajacymi podjednostkami biatkowymi. Podstawowa domeng wystepujaca
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u wszystkich polimeraz DNA i odpowiadajaca za fundamentalng ceche tych enzymoéw
jest domena polimeryzacyjna syntezujgca nici DNA poprzez przyltaczanie kolejnych
nukleotydéw do korica 3’0OH startera. Dodatkowe domeny, ktére moga wystepowac
u polimeraz DNA to domeny egzonukleolityczne o kierunku dziatania 3'-5’ i 5’'-3".
Obecnos¢ domeny egzonukleazy 3’5’ nadaje enzymowi aktywno$¢ korektorska, dzieki
czemu mozliwa jest weryfikacja poprawnosci wprowadzanych nukleotydéw i w razie
potrzeby ich usuwanie. Domena egzonukleolityczna 5'—3’ umozliwia eliminowanie
starteréw, a powstate po nich luki sg wypelniane w konicowej fazie syntezy DNA (4).

Rysunek 1. Struktura krystalograficzna polimerazy DNA I E. coli. Kolorem zéttym oznaczono domene
egzonukleazy 3'—5’, kolorem zielonym domene polimerazy 5'—3’ zbudowana z subdomeny palcéw, kolorem
fioletowym subdomene $rédrecza, a kolorem niebieskim subdomene kciuka. Litery A-R oznaczaja struktury
typu helisa, liczby 1-14 B-nici (5)

1.3 Podziat polimeraz DNA

W oparciu o analize sekwencji aminokwasowych oraz filogeneze polimerazy
DNA zostaly podzielone na 7 réznych rodzin: A, B, C, D, X, Y i RT. Reprezentantéw
bakteryjnych polimeraz DNA przypisano do rodzin A, B, C, X, Y; polimerazy DNA
z archeondéw do rodzin B, D, X i Y; a polimerazy DNA eukariotyczne do rodzin A, B, X, Y
i RT. Polimerazy wirusowe natomiast naleza do rodzin A, B oraz X (3).

Rodzina A to najlepiej poznana do tej pory grupa polimeraz DNA.
Podstawowym zadaniem polimeraz DNA z tej grupy jest replikacja i naprawa DNA,
dlatego tez wiekszo$¢ polimeraz DNA rodziny A posiada aktywno$é¢ 3'-5" i 5'-3’
egzonukleazy. Do rodziny tej naleza dobrze zbadane polimerazy DNA takie jak:
polimeraza DNA I E. coli, polimeraza DNA 1 Bacillus subtilis, polimeraza DNA 1 Thermus
aquaticus, polimeraza DNA | Bacillus stearothermophilus czy polimeraza DNA faga T7
(5) (6).

Do rodziny B naleza polimerazy DNA zaréwno eukariotyczne, bakteryjne jak
réwniez te obecne u bakteriofagdéw i archeonéw. Grupa ta jest najbardziej
zréznicowana pod wzgledem budowy, a jej charakterystyczna cecha jest budowa
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subdomeny palcéw, na ktdra sktadaja sie tylko dwie dtugie o-helis, a takze odmienne
utozenie domeny egzonukleolitycznej 3’5" w poréwnaniu do pozostatych rodzin, co
przedstawiono na rysunku 2. To nietypowe utozenie sprawia, ze aktywno$¢ tej domeny
jest bardzo wysoka, 1000-krotnie przewyzsza domene korektorska fragmentu
Klenowa. Polimerazy DNA wiekszos$ci Eukariota sg catkowicie pozbawione wtasciwosci
korektorskich, ich podstawowym zadaniem jest synteza nici DNA wiodacej jak
i opdznionej, przy czym zachowuja one wysoka wiernos¢ podczas replikacji (7) (8).

A

Subdomena

Subdomena
kciuka

palcow

Subdomena

$rodrecza
4
RN é P @ Subdomena

kciuka _ > 5 4%,  Subdomena

Domena exo

Rysunek 2. Poréwnanie budowy polimerazy DNA faga RB69 (9) (A) oraz polimerazy DNA KOD1 z archeona
Thermococcus kodakarensis (B) (10)

Polimeraza DNA III E. coli i polimeraza DNA III Bacillus subtilis to
przedstawiciele rodziny C. Wiekszo$¢ polimeraz DNA tej rodziny wystepuje jako
holoenzymy, ktére oddziatujg z innymi biatkami i tworzg kompleksy o co najmniej 10
podjednostkach. Badania wykazuja, iz polimerazy DNA tej rodziny sg gléwnymi
enzymami odpowiedzialnymi za replikacje (11).

Rodzina D polimeraz DNA wystepuje tylko u Euryarchaeota, a jej
reprezentantem jest polimeraza DNA II Pyrococcus furiosus (Pfu). Polimeraza DNA Pfu
w swojej budowie posiada dwie charakterystyczne podjednostki, mata DP1 i duza DP2.
Podjednostka DP2 posiada funkcje polimeryzacyjng, natomiast podjednostka DP1 petni
gtéwnie role pomocnicza oraz wykazuje aktywno$¢ 3'—5’ egzonukleazy (3).

Do rodziny X nalezg zaréwno polimerazy DNA bakteryjne, pochodzace
zarcheonéw jak i eukariotyczne: f,A, u, ktéorych podstawowa funkcjga jest
katalizowanie replikacji, udzial w rekombinacji i naprawie DNA. Polimerazy DNA tej
rodziny to zazwyczaj mate, monomeryczne czasteczki, ktérych zdolno$¢ naprawy DNA
opiera sie gtéwnie na wypetnianiu luk i faczeniu peknietych nici DNA (12). Ciekawym
przedstawicielem tej rodziny sa eukariotyczne polimerazy f3, ktdre uczestnicza
w naprawie uszkodzonego DNA w wyniku deaminacji, utleniania czy alkilacji. Naprawa
DNA odbywa sie poprzez wycinanie pojedynczych zasad przez system BER (ang. base
excision repair) (12) (13). Rodzine X charakteryzuje silne zakonserwowanie w obrebie
subdomeny S$rodrecza, ktore dotycza przede wszystkim trzech zakonserwowanych
reszt kwasu asparaginowego w centrum aktywnym enzymu (14). Ponadto struktura
subdomeny $rédrecza tej polimerazy DNA wykazuje pewien stopien zredukowania
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w poréwnaniu do subdomeny $rodrecza polimeraz DNA z rodziny A, B i C, a wchodzace
w jej sktad B-kartki wykazuja odwrotna orientacje (13).

Charakterystyczna budowa polimeraz DNA z rodziny Y, pozwala na ich
wykorzystanie w amplifikacji uszkodzonego DNA. Polimerazy DNA z tej rodziny nie
wykazuja aktywno$ci egzonuklolitycznej 3’-5’, co wiaze sie z ich wieksza sktonnoscia do
popetniania btedéw w obrebie nieuszkodzonej matrycy DNA, posiadaja jednak
dodatkowa domene matego palca, ktéra oddziatuje z matrycowym DNA i umozliwia
omijanie uszkodzen nici (15) (16).

Ostatnig rodzine polimeraz DNA stanowig polimerazy RT, a nalezg do niej
zarOwno enzymy uczestniczace w odwrotnej transkrypcji u retrowiruséw, jak
i eukariotyczne telomerazy. Polimerazy RT syntezuja ni¢ DNA na matrycy
jednoniciowego RNA. Proces odwrotnej transkrypcji wykorzystywany jest réwniez
przez telomeraze w procesie wydtuzania telomeréw (17) (18).

Nie nalezgca do tej rodziny, ale réwniez posiadajaca zdolno$¢ odwrotnej
transkrypcji jest polimeraza DNA Tth, wyizolowana z eubakterii Thermus thermophilus.
Wykazuje ona duze podobienstwo do polimerazy DNA Taq w obrebie sekwencji, jak
i struktury przestrzennej biatka. Co ciekawe, polimeraza DNA Tth w zalezno$ci od
rodzaju uzytego kofaktora wykazuje inne aktywnosci. W obecnosci jonéw magnezu
polimeraza Tth wykazuje zdolno$¢ do amplifikacji DNA w reakcji PCR, natomiast
w obecnosci jondw manganu wykazuje aktywno$¢ odwrotnej transkryptazy syntezujac
ni¢ cDNA na matrycy RNA (19)(20).

1.4 Mechanizm dziatania polimeraz DNA

Podstawowa  funkcja = polimerazy @~ DNA  jest synteza  tancucha
polinukleotydowego poprzez dodawanie kolejnych nukleotydéw do konca 3’OH.
Polimerazy DNA, w przeciwienstwie do polimeraz RNA, nie sa w stanie syntezowaé
de novo, zainicjowanie reakcji jest mozliwe tylko wtedy, gdy polimeraza DNA ma dostep
do startera zhybrydyzowanego z matryca DNA i posiadajacego wolng grupe
hydroksylowa 3’'0H. W mechanizmie syntezy DNA wyrdznia sie kilka istotnych etapow.
Pierwszy z nich polega na przylaczeniu enzymu do matrycy DNA zwigzanej ze
starterem, nastepnie powstaly kompleks asocjuje odpowiednie dNTP (trifosforany
deoksyrybonukleotydéw) w wyniku ataku nukleofilowego konca 3’OH startera na atom
fosforu nukleotydu, a ostatni etap prowadzi do powstania wigzania fosfodiestrowego
i uwolnieniu pirofosforanu (PPi) (21).

Pierwszy etap, czyli przylaczenie polimerazy DNA do matrycy DNA
zhybrydyzowanej ze starterem, wymusza i aktywuje zmiane konformacji subdomeny
kciuka i Sciste dopasowanie sie do czasteczki DNA. Subdomena kciuka obraca sie
wzgledem subdomeny $rddrecza, a zakonserwowane reszty aminokwasowe na szczycie
kciuka wykonuja przeciwlegty skret. W ten spos6b polimeraza DNA oddziatuje z matym
rowkiem DNA, co odbywa sie za posrednictwem odpowiednio wygietej subdomeny
kciuka. Wszystko to sprawia, ze trzy zasady w obrebie startera ulegaja wygieciu
iczasteczka DNA znajduje sie wystarczajgco blisko centrum aktywnego enzymu.
Wzmocnienie wygiecia nici DNA mozliwe jest dzieki kolejnym interakcjom z polimeraza
DNA. Tym razem subdomena $rddrecza determinuje rotacje dwoch pierwszych zasad
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matrycy DNA o odpowiednio 90° i 180°, obracajac w ten sposéb zasady na zewnatrz
helisy i tworzac konformacje w ksztalcie litery S. Ta konformacja jest indukowana
przez oddzialywanie DNA z subdomena kciuka, $rddrecza oraz interakcjg matrycy DNA
z centrum aktywnym enzymu (21).

Istotna w mechanizmie dziatania polimerazy DNA jest réwniez kolejna zmiana
konformacyjna, zachodzgca wewngtrz enzymu na etapie wigzania dNTP. Polega ona na
tworzeniu konformacji ,zamknietej” (rysunek 3), co dokonuje sie w wyniku obrotu
strukturalnych elementéw wewngtrz subdomeny palcéw w kierunku konca 3. Wtedy
tez zasady matrycy DNA ulegaja ponownej rotacji do wnetrza helisy i w ten sposdb
formuja sie pary zasad na matrycy DNA. Analiza kinetyczna powyzszej reakcji
z uzyciem polimerazy DNA wskazuje, Ze najszybszym etapem jest powstawanie
kompleksu enzym-matryca DNA, natomiast za etap opdzniajacy i determinujacy
szybko$¢ dziatania polimerazy DNA w reakcji syntezy nici uznawana jest zmiana
konformacji kompleksu w celu przytaczenia nukleotydu (21).

Rysunek 3. (a) Konformacja zamknieta oraz (b) otwarta kompleksu TaqStoffel z matryca DNA. DNA
matrycowe zostato oznaczone kolorem niebieskim, starterowe czerwonym (22)

Niebagatelny w uzyskaniu aktywno$ci katalitycznej przez polimeraze DNA jest
udzial w $rodowisku reakcji dwuwarto$ciowych jonéw metali. Najpowszechniej
stosowane s3 jony magnezu. Wieloletnie badania pozwolity na wskazanie
uniwersalnego mechanizmu dziatania zaréwno polimerazy DNA, polimerazy RNA, jak
iinnych egzonukleaz (23). Zaproponowany przez Toma Steitza mechanizm zwany jest
mechanizmem zaleznym od dwdch jonéw metalu (ang. two-metal ions mechanism), co
obrazuje rysunek 4 (24).

Opiera sie on na nukleofilowym ataku grupy 3’ hydroksylowej nukleotydu
odcinka starterowego DNA na grupe a-fosforanowa dNTP i w konsekwencji uwolnieniu
pirofosforanu (PPi). Na przyktadzie fragmentu Klenowa polimerazy DNA I E. coli Steitz
wskazuje, ze oba jony Mg?+ sg oktaedrycznie skoordynowane przez grupy fosforanowe
przytaczanego nukleotydu oraz tancuchy boczne reszt aminokwasowych znajdujacych
sie w centrum aktywnym enzymu. Rysunek 3 wskazuje, ze jon metalu A oddziatuje
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z atomami tlenu nalezgcymi do grup karboksylowych reszt kwasu asparaginowego
D882 i D705, grupy hydroksylowej startera DNA, dwdch czasteczek wody oraz grupy o-
fosforanowej. Jon magnezu B stabilizowany jest przez sze$¢ atomdéw tlenu nalezacych
do grupy a-, B- i y-fosforanowej i trzy grupy pochodzace z reszt aminokwasowych: dwie
grupy karboksylowe z kwasu asparaginowego i grupa karbonylowa z reszty tyrozyny
(25).

Q
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Rysunek 4. Mechanizm reakgji katalizowanej przez polimeraze DNA [ E. coli. Mechanizm zalezny od dwé6ch
jonéw metalu z uwzglednieniem reszt aminokwasowych D882, D705 wystepujacych w centrum aktywnym
fragmentu Klenowa polimerazy DNA I E. coli (25). Opis w tek$cie

Atak nukleofilowy mozliwy jest dzieki zwiekszeniu tadunku dodatniego na
atomie fosforu (dzieki oddzialywaniu jonu magnezu A z grupa fosforanowa) oraz
obnizeniu pKa (statej dysocjacji kwasu) grupy 3'OH odcinka starterowego DNA (dzieki
oddzialywaniu jonu metalu A z atomem tlenu tej grupy), co prowadzi do
deprotonowania i wygenerowania centrum nukleofilowego 3’0-. Atak czasteczki
nukleofilowej na grupe fosforanowa o w dNTP umozliwia wbudowanie kolejnego
nukleotydu do tanicucha DNA, a oddysocjowanie grup - i y- fosforanowych jest
mozliwe dzieki aktywno$ci jonu magnezu B (25).
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2. Termostabilne polimerazy DNA

2.1 Charakterystyka termostabilnych polimeraz DNA

Organizmy termofilne oraz hipertermofilne stanowig potencjalne zrédto
enzyméw pozadanych w roéznych gateziach przemystu, dzieki swojej wysokiej
stabilnos$ci w wysokich temperaturach. Przyktadem biatek o szerokim zastosowaniu s3
termostabilne polimerazy DNA, ktérych optymalna aktywno$¢ osiggana jest
w temperaturze powyzej 70°C, a wiele z nich zachowuje swoja aktywno$¢ nawet
powyzej 100°C (26). Budowa termostabilnych polimeraz DNA rézni sie od ich
odpowiednikéw pochodzenia mezofilnego. Struktura ich jest sztywniejsza i bardziej
upakowana. Stabilno$¢ o-helis jest zapewniona m.in. przez zmniejszong zawarto$¢
takich reszt aminokwasowych jak izoleucyna czy walina, ktére w znacznym stopniu
przyczyniaja sie do wystepowania przestrzennych naprezen. W enzymach tych
zaobserwowano znaczne zwiekszenie oddzialywan, takich jak: oddzialywania jonowe,
van der Waalsa czy hydrofobowe, ktére réwniez maja istotny wptyw na wzrost
termostabilnosci biatek. W technikach biologii molekularnej czy inZzynierii genetycznej
najczesciej korzysta sie z termostabilnych polimeraz DNA pochodzenia bakteryjnego:
Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Thermotoga maritima, Bacillus
stearothermophilus lub z archeonéw tj.. Thermococcus litoralis, Pyrococcus furiosus,
Pyrococcus woesei. Gldwne zastosowanie tych polimeraz DNA to amplifikacja
fragmentéw DNA z udziatem techniki PCR oraz sekwencjonowanie DNA (27).

2.2 Przyktady termostabilnych polimeraz DNA

2.2.1 Bakteryjne polimerazy DNA

Najpowszechniej uzywang polimerazag DNA pochodzenia bakteryjnego jest
wyizolowana z Thermus aquaticus polimeraza Taq. Ten odkryty w 1976 roku enzym,
ktéry zrewolucjonizowatl oblicze biologii molekularnej, zbudowany jest z 832 reszt
aminokwasowych o masie molekularnej 94 kDa (28). Warto zauwazy¢, Ze jego
najwyzsza aktywno$¢ osiggana jest w temperaturze od 72°C do 80°C. Polimeryzacja
mozliwa jest dzieki przylaczeniu DNA do centrum aktywnego enzymu, w ktérym
najistotniejsze reszty aminokwasowe to Arg682, Lys785, Tyr766, Arg821, His811 (19).

Polimeraza DNA Taq posiada trzy domeny: egzonukleolityczng 5'-3°
nieaktywna egzonukleolityczng 3’—>5’ oraz polimeryzacyjng 5'—3’. Delecja domeny
egzonukleolitycznej np. u polimerazy DNA Taq, pozwala na uzyskanie funkcjonalnego
biatka, ale o cze$ciowo zmienionych cechach w stosunku do enzymu natywnego.
Pozbawiona aktywnosci 5'—3’ egzonukleazy polimeraza DNA TaqA289 (TaqStoffel,
KlenTaq) charakteryzuje sie zwiekszong termostabilnos$ciag, nieco zwiekszonym
zapotrzebowaniem na jony Mg?*, natomiast nowo zsyntetyzowana ni¢ DNA obdarzona
jest mniejszg liczba btedéw (21) (30).

Badania polegajace na otrzymaniu polimerazy DNA z delecjg kolejnych reszt
aminokwasowych z N-konica wykazaty, ze krytyczne dla zachowania optymalnej
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termostabilnosci i aktywnoSci reszty aminokwasowe znajduja sie w regionie od 303 do
335. Struktura krystalograficzna enzymu wykazuje, Ze reszty aminokwasowe z tego
obszaru formuja trzy B-kartki oddziatujace z pozostala czes$cig enzymu (29).

Najmniej termostabilnym enzymem sposrdd polimeraz DNA I jest polimeraza
wyizolowana z bakterii Bacillus stearothermophilus. Enzym ten osigga najwyzsza
aktywno$¢ w temperaturze 65°C, a maksimum temperaturowe wynosi 70°C, natomiast
inaktywacji ulega juz w 75°C w czasie 15 minut. Polimeraza ta nie posiada domeny
odpowiedzialnej za aktywno$¢ 3'—5’ egzonukleolitycznag. W celach komercyjnych
powstata rekombinantowa polimeraza DNA IsoTherm™, zawierajgca aktywnos$¢ 3’-5’
egzonukleolityczng (31).

Polimeraza DNA Thermus thermophilus wykazuje duze podobienstwa
strukturalne do polimerazy DNA Taq. Posiada ona zblizong mase molekularng,
wynoszaca ok. 94 kDa z nieco dluzsza sekwencja aminokwasowa (843 reszty
aminokwasowe) niz polimeraza DNA Taq. Ich sekwencje aminokwasowe wykazuja
niezwykle wysoki stopien podobiefistwa. Polimeraza DNA Tth posiada analogiczna
tr6jdomenowg budowe w stosunku do polimerazy DNA Taq, a mianowicie domeny:
5'—-3’ egzonukleolityczng, polimeryzacyjng oraz nieaktywna 3'—5’ egzonukleolityczna.
W przeciwienstwie do polimerazy DNA Taq posiada aktywno$¢ odwrotnej
transkryptazy i w odpowiednich warunkach potrafi syntezowaé cDNA (19) (32).

Najwieksza mase molekularng z powyzej wymienionych polimeraz DNA
posiada polimeraza pochodzaca zbakterii Thermotoga maritima (96 kDa). Jako
rekombinantowy enzym o masie 70 kDa z domeng 3’-5’ i 5'»3" egzonukleazy jest
komercyjnie dostepna pod nazwa Ultima (Perkin Elmer, USA). Polimeraza ta najwyzsza
aktywnos$¢ osigga w temperaturze 65°C - 75°C, charakteryzuje sie takze duzg
wrazliwoscig na obecno$¢ soli potasowych i sodowych, a takze niska odpornoscia na
inhibitory z prébek klinicznych (gtéwnie hem, laktoferyne, sole zétciowe, mocznik)
i Srodowiskowych (33).

2.2.2 Polimerazy DNA z archeonow

Jedna z najlepiej znanych polimeraz DNA, pochodzacych z Euryarcheota
i wykorzystywanych w biologii oraz diagnostyce molekularnej jest polimeraza DNA Pfu
z Pyrococcus furiosus. Jej struktura przypomina pierscien, na ktéry sktadajg sie domena
3'>5’ egzonukleazy oraz domena polimeryzacyjna zbudowana z subdomeny $rdédrecza,
palcow i kciuka (rysunek 5) (34).

Aktywno$¢ polimeryzacyjna oraz korektorska polimeraz DNA archeonéw jest
zwigzana z petla w domenie odpowiedzialnej za aktywnos$¢ egzonukleolityczna. Jest to
element silnie zakonserwowany i wystepujacy wylacznie u tej grupy
mikroorganizméw. Reszty aminokwasowe budujace petle oddziatuja z dodatnio
natadowang krawedzig subdomeny kciuka i umozliwiajg wigzanie konica 3’ ssDNA do
centrum aktywnego enzymu (34). Polimeraza DNA Pfu charakteryzuje sie wysoka
procesywnoscia i wiernos$ciag replikacji DNA, co zwigzane jest z obecno$cia domeny
korektorskiej 3'=5’ egzonukleazy. Jej termostabilno$¢ znacznie przewyzsza bakteryjna
polimeraze DNA Taq, gdyz czas jej péttrwania wynosi prawie 3 h w 100°C. Ponadto
wykazuje wieksza procesywno$¢ i rzadziej popetnia btedy w trakcie syntezy (35).
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Rysunek 5. Struktura czwartorzedowa polimerazy DNA Pfu sklada sie z domeny egzonukleazy (kolor
niebieski), domeny N-koncowej (kolor fioletowy) oraz trzech subdomen: $rédrecza (kolor pomaranczowy),
palcéw (kolor zielony), kciuka (kolor czerwony) (34)

Polimeraza DNA KOD1 wyizolowana zostata z hipertermofilnego archeona
Thermococcus kodakaraensis. Enzym ten jest polimeraza DNA z grupy B, posiadajaca
aktywnos$¢ egzonukleolityczng 3'—5’ (korektorska) i wykazuje 79% identycznos¢
w obrebie sekwencji aminokwasowej z polimeraza DNA Pfu. Polimeraza DNA KOD1
w stosunku do polimerazy DNA Pfu charakteryzuje sie 10-15-krotnie wyzsza
procesywnoscia i wyzsza wydajnoscia amplifikacji DNA w reakcji PCR. Czasteczka
polimerazy DNA KOD1 réwniez posiada ksztatt pierscienia, jednak podstawowa réznica
w strukturze trzeciorzedowej to unikalna obecnos$¢ dwoch jednostek budujgcych
subdomene kciuka (rysunek 6) (10).

Wysoce termostabilng polimeraza DNA jest rowniez polimeraza DNA,
pochodzaca z hipertermofilnego archeona Thermococcus gorgonarius (Tgo). Zakres
temperatur, w ktérych mozliwy jest wzrost tego mikroorganizmu wynosi od 55°C do
98°C. Przystosowanie enzymu do wysokich temperatur zwigzane jest przede
wszystkim z obecnos$cia zwiekszonej ilosci [-kartek potgczonych wigzaniami
wodorowymi. Co wiecej, w strukturze obecne sa dwa mostki disiarczkowe, stabilizujace
strukture oraz zwiekszona ilo§¢ natadowanych reszt aminokwasowych. Warto
zaznaczy¢, ze centrum aktywne (CA) polimerazy DNA Tgo wykazuje duze
zakonserwowanie wsréd polimeraz DNA rodziny B. CA zbudowane jest z 3-kartki oraz
dwoch a-helis, wsrod ktorych Scisle zakonserwowane kwasne reszty aminokwasowe
(E578, E580) nadaja jej unikalne wtasciwosci wigzania jonéw Mn2+ oraz Zn2+ (36).
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Subdomena
srodrecza

Rysunek 6. Struktura polimerazy DNA KOD1. Poszczegélne domeny i subdomeny oznaczono kolorami:
domena egzonukleolityczna (Exo - niebieski), koniec N-terminalny (N-ter - fioletowy), subdomena palcéw
(zielony), $rédrecza (pomaranczowy), kciuka (czerwony) z uwzglednieniem jednostki kciuk-1 oraz kciuk-2
(10

Poréwnanie polimeraz DNA termostabilnych KOD1, Pfu oraz Taq przedstawia
tabela 1.

Tabela 1. Wtasciwos$ci wybranych termostabilnych polimeraz DNA z archeonéw: Pyrococcus furiosus (Pfu),
Thermococcus kodakaraensis (KOD1) oraz bakteryjnej polimerazy DNA Thermus aquaticus (Taq) (35)

Wiasciwosci Polimerazy DNA
KOD1 Pfu Taq
Masa czasteczkowa [kDa] 90 90,1 93,9
Optymalna temperatura 75 75 75
aktywnosci enzymu [°C]
Optymalne pH aktywnoSci 6,5 6,5 8,0 -8,5
enzymu (w temp. 75°C)
Czas péttrwania 95°C, 12 h; 95°C, 6 h; 95°C, 1,6 h
100°C,3 h 100°C,2,9 h
Aktywnos¢ 3’-5’ + + -
egzonukleazy
Aktywnos¢ 5’-3’ - - +
egzonukleazy
Aktywnos$¢ terminalnej - - +
transferazy
Procesywnos$¢ [zasady] >300 <20 b.d.
Stopien elongacji [nt/s] 106-138 25 61
Czestos$¢ popelnianych 0,47 1,27 791
btedéw [%]

Interesujagcym przedstawicielem polimeraz DNA z rodziny B pochodzacym
z archeonéw jest polimeraza DNA z Nanoarchaeum equitans (Neq). Posiada ona

23


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wstep teoretyczny

domene korektorska 3’-5’ egzonukleazy co umozliwia amplifikacje DNA z ok. 2-krotnie
mniejszg iloScig popetnianych btedéw niz polimeraza DNA Taq oraz charakteryzuje sie
wyzszg wydajnoscia w amplifikacji dtugich produktéw PCR (37). Polimeraza DNA Neq
jest jedynym przedstawicielem tej grupy, ktoéra katalizuje reakcje PCR w obecnosci
dUTP i dITP. Analiza sekwencji domeny N-terminalnej polimerazy DNA Neq wykazata,
Ze nie tworzy ona struktury kieszeni wigzacej uracyl (ang. uracil-binding pocket), ktéra
odpowiada za wigzanie deaminowanych zasad. Ponadto, badania genomu N. equitans
wskazujg na obecno$¢ pelnego zestawu enzyméw naprawczych DNA, w tym UDG
(glikozylazy DNA uracylu) i dUTPazy, mimo Ze jest to jeden z najmniejszych genomdéw
liczacy zaledwie 490885 pz (38). Brak kieszeni wigzacej uracyl w polimerazie DNA Neq
ttumaczy sie wiec tym, ze wierno$¢, a tym samym integralno$¢ genomu zachowana jest
dzieki obecnos$ci stosunkowo duzej ilo$ci enzymédw naprawczych w poréwnaniu do
innych archeonéw. Niska wrazliwos¢ polimerazy DNA Neq na obecno$¢ uracylu czy
hipoksantyny moze mie¢ swoje zastosowanie przede wszystkim w diagnostyce, gdzie
mogtaby zastgpi¢ polimeraze DNA Tagq, ktéra rowniez jest niewrazliwa na uracyl, ale
ogranicza jg niska wierno$¢ syntezy (37).

3. Technika PCR

Bardzo szerokie zastosowanie w biologii molekularnej, inzynierii genetycznej
oraz diagnostyce molekularnej majg metody oparte o technike PCR. Opracowana
w 1983 roku przez K. Mullis taiicuchowa reakcja polimerazy DNA (ang. Polymerase
Chain Reaction) pozwala w warunkach in vitro na powielenie fragmentu DNA do
milionéw kopii w bardzo krétkim czasie. Niezbedne do przeprowadzenie amplifikacji
DNA s3: termostabilna polimeraza DNA wraz z kofaktorem (sole magnezu), matryca
DNA oraz startery komplementarne do niej, bufor zapewniajagcy odpowiednie warunki
pH oraz skiad jonéw i gtéwne substraty reakcji - trifosforany deoksynukleozydow
(dNTPs) (39). Poczatkowo w reakcji PCR stosowano polimeraze DNA z mezofilnej
bakterii E. coli, co byto niezwykle ucigzliwe dla eksperymentatora. Ze wzgledu na jej
niska termostabilno$¢ konieczne byto wielokrotne uzupeinianie mieszaniny reakcyjnej
o ten enzym w trakcie trwania reakcji. Odkrycie termostabilnych polimeraz DNA,
a przede wszystkim polimerazy DNA Thermus aquaticus zrewolucjonizowato podejscie
i zakres wykorzystania techniki PCR. Obecnie w stosowanych technikach amplifikacji
kwasow nukleinowych wykorzystuje sie termostabilne polimerazy DNA z dwdch rodzin
A i B. Ta pierwsza to polimerazy DNA pochodzenia bakteryjnego, w tym przede
wszystkim polimerazy DNA wyizolowane z Thermus i Thermotoga, z kolei typ B to
enzymy pochodzace z archeonéw Thermococcus i Pyrococcus. Wiele z tych polimeraz
DNA jest obecnie komercyjnie dostepnych jako rekombinantowe biatka produkowane
w systemach ekspresji E. coli (40).

Reakcja PCR sktada sie z trzech podstawowych etapéw, ktére wystepuja po
sobie w sposéb cykliczny zapewniajac w ten sposéb wyktadniczy przyrost iloSci
amplifikowanych fragmentéw DNA. Dostepno$¢ matrycy DNA dla polimerazy DNA
mozliwa jest dzieki denaturacji dsDNA i uzyskaniu dwoch pojedynczych nici. In vivo
odpowiadajg za to helikazy, ktére wykorzystuja energie z hydrolizy ATP, w warunkach
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laboratoryjnych ostabienie wigzan wodorowych miedzy komplementarnymi zasadami
uzyskuje sie podgrzewajac mieszanine reakcyjng do temperatury 92-98°C. Nastepny
etap zwigzany jest z  przylaczeniem  syntetycznych  oligonukleotydéw
komplementarnych do matrycy DNA dzialajacych jako startery w reakcji PCR
W zwigzku z tym, ze polimerazy DNA (w przeciwienstwie do polimeraz RNA) nie moga
rozpocza¢ syntezy DNA de novo, sama dostepno$¢ do jednoniciowego kwasu
nukleinowego im nie wystarcza i niezbedna jest obecno$¢ wolnch grup
hydroksylowych na koncach 3’ starteréw. Temperatura przytaczania starteréw miesci
sie w przedziale od 50°C do 70°C i zalezna jest przede wszystkim od sekwencji
nukleotydowej (sktadu zasad A, T, G, C) oraz dtugosci starterow. Matryca DNA
zhybrydyzowana z komplementarnym starterem zostaje wydtuzona przez polimeraze
DNA w ostatnim etapie reakcji, ktéra prowadzona jest w temperaturze optymalnej dla
danej polimerazy DNA (zazwyczaj 72°C). Na wykresie zaleznos$ci przyrostu ilosci
produktéw DNA od czasu, w trakcie nastepujacych po sobie cyklach w reakcji PCR,
wyrézni¢ mozna cztery podstawowe fazy:

1) faza wstepna to hybrydyzacja matrycy DNA z komplementarnym
starterem oraz synteza pierwszych kopii fragmentéw DNA (pierwsze dwa
cykle to tzw. produkty I i Il rzedowe o nieokres$lonej dtugosci, wtasciwe
produkty PCR uzyskujemy dopiero w trzecim cyklu reakcji i dalszych);

2) faza wyktadnicza reakcji jest pozytywnie skorelowana z ilo$cia czasteczek
dostepnej matrycy DNA podczas amplifikacji;

3) faza logarytmicznego wzrostu nastepuje, gdy tempo przyrostu
powielanego DNA obniza sie;

4) faza stacjonarna (plateau), w ktorej przyrost ilosci amplifikowanego DNA
ulega catkowitemu zatrzymaniu (39).

4. Problemy zwigzane z amplifikacja DNA w reakcji PCR

Jednym z powazniejszych probleméw w diagnostyce molekularnej jest amplifikacja
DNA z prébek srodowiskowych i klinicznych. Takie prébki posiadajg liczne inhibitory,
ktére moga spowodowac brak powielania DNA lub znaczne zmniejszenie wydajnosci
samej reakcji PCR. Liczne problemy napotyka sie réwniez podczas amplifikacji dtugich
fragmentéw DNA, bogatych w pary GC lub tworzacych struktury drugorzedowe.
Komercyjnie dostepne, natywne polimerazy DNA nie zawsze sa w stanie poradzi¢ sobie
z tymi problemami, dlatego tez prowadzi sie badania w kierunku poszukiwania nowych
polimeraz DNA badz modyfikuje sie juz istniejace. Rysunek 7 przedstawia podstawowe
problemy z jakimi mozna spotkac sie podczas amplifikacji DNA.
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Bledy w sekwencji
zamplifikowanego
produktu PCR
Powstawanie
niespecyficznych
produktéw PCR Obecnos¢
inhibitorow
PROBLEMY W PCR
Amplifikacja Amplifi_kacja
matryc DNA dhlgICh’
bogatych w fragmentow
GC DNA

Rysunek 7. Schemat przedstawiajacy problemy, ktére mozna napotka¢ podczas przeprowadzania reakcji
PCR [opracowanie wtasne]

4.1 Problemy zwigzane z obecno$cig inhibitoréw w mieszaninie reakcyjne;j

W zalezno$ci od rodzaju prébki, inhibitory moga pochodzi¢ bezposrednio
z badanego materialu (np. z krwi), badZ s3 pozostatoscia po procesie izolacji lub
oczyszczania DNA. Inhibitory PCR to zaréwno organiczne, jak i nieorganiczne zwiazki,
ktére hamuja reakcje poprzez oddziatywanie z matryca DNA lub polimeraza DNA
wplywajac na nig bezposrednio (poprzez jej degradacje lub blokowanie centrum
aktywnego) badzZ posrednio (poprzez utrudnienie dostepu do kofaktora niezbednego
do pracy polimerazy DNA). Do badanych materiatéw, w ktérych problem inhibitoréow
jest najwiekszy, zalicza sie m.in. prébki kliniczne (np. hemoglobina, laktoferyna,
heparyna, immunoglobuliny G, mioglobina, kolagen, sole zdiciowe), prdbki
Srodowiskowe (np. gleba, kwas humusowy, polisacharydy), czy préobki zywnosci (jony
wapnia, laktoferyna) (41)(42).

4.2 Problemy zwigzane z amplifikacja dtugich fragmentéw DNA i matryc DNA
bogatych w pary GC

Problemem wigzacym sie z wydajnoscia i procesywnoscig polimerazy DNA jest
amplifikacja dtugich fragmentéw DNA oraz matryc DNA bogatych w pary zasad GC. Na
zdolno$¢ amplifikacji dtugich fragmentéw DNA ma wplyw przede wszystkim obecno$¢
domeny korektorskiej (3'—5’ egzonukleazy), ktéra odpowiedzialna jest za wiernos¢
syntezy. Takg domene posiadajg polimerazy DNA z hipertermostabilnych archeonéw
nalezacych do rodziny B, np. polimeraza DNA Pfu. Wydajne amplifikowanie tego typu
matryc DNA zwigzane jest rowniez z procesywnoscia polimeraz DNA i ich szybkoscia
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syntezy co jest pewnym ograniczeniem dla tej grupy polimeraz. Interesujagcym
rozwiazaniem tego problemu jest stosowanie mieszanek polimeraz DNA: pozbawionej
aktywnosci egzonukleolitycznej, ale charakteryzujacej sie wysoka procesywnoscig
polimerazy DNA z rodziny A (np. Taq lub TaqStoffel) i posiadajacej zdolnosci
korektorskie polimerazy DNA z rodziny B (np. Pfu). W przypadku wyzej wymienionej
mieszaniny enzymdow synteza DNA jest katalizowana za pomoca polimerazy DNA Taq
wystepujacej we wzglednie wysokim stezeniu w mieszaninie reakcyjnej, natomiast ni¢
DNA z nieprawidlowo witgczonymi przez nig nukleotydami, jest nastepnie naprawiana
i wydtuzana przez polimeraze DNA Pfu wystepujaca w mieszaninie w znacznie nizszym
stezeniu (43) (44). Problematycznymi matrycami DNA stosowanymi w reakcjach PCR
sg rowniez fragmenty DNA o duzej zawartos$ci par zasad GC. Matryce DNA zawierajace
fragmenty bogate w guanine i cytozyne stanowig problem podczas amplifikacji
z powodu niepelnej denaturacji DNA i wymagaja zastosowania wyzszych temperatur
na etapie denatauracji (do 98°C) lub specjalnych dodatkowych sktadnikéw (np. DMSO),
ktére obniza temperature topnienia matrycy. W takim przypadku niezbedne jest
zastosowanie wysoce termostabilnych polimeraz DNA (45).

4.3 Problemy zwigzane z powstawaniem niespecyficznych produktéw PCR

W czasie przeprowadzania reakcji PCR czesto napotyka sie na problem
niespecyficznych produktéw amplifikacji. Niektére polimerazy DNA wykazuja
aktywno$¢ polimeryzacyjng juz w temperaturze pokojowej, a nawet w 4°C. Podczas
przygotowywania mieszaniny reakcyjnej startery DNA moga przytaczal sie
niespecyficznie do matrycy DNA, nastepnie s3 wydtuzane przez polimeraze DNA, co
w konsekwencji prowadzi do powstawania niespecyficznych fragmentéw DNA. Aby
unikng¢ tego problemu stosuje sie rozwigzanie typu ,hot start”, w jednym z trzech
wariantéw. Pierwszy z nich polega na dodaniu jonéw Mg?+, gdy mieszanina reakcyjna w
termocyklerze osiaggnie temperature powyzej 70°C. Drugim rozwigzaniem jest
stosowanie fizycznego rozdziatu istotnych dla reakcji PCR sktadnikéw poprzez
zastosowanie kuleczek woskowych, w ktérych zatopiony jest np. magnez lub
polimeraza DNA. Kuleczki woskowe ulegaja stopieniu w temperaturze powyzej 75°C
i poszczeg6lne sktadniki uwalniane sg do mieszaniny reakcyjnej. Trzecim sposobem
jest zastosowanie termolabilnych przeciwcial lub chemicznych grup blokujacych
polimeraze DNA, ktére w temperaturze denaturacji wstepnej, podczas reakcji PCR,
ulegaja odpowiednio zniszczeniu lub odtgczeniu i enzym odzyskuje swojg aktywnosé
(46).

4.4 Problemy zwigzane z wiernoscia polimeraz DNA

Obecno$¢ mutacji w powstatym po amplifikacji produkcie PCR zwigzana jest
przede wszystkim z niska wierno$cia polimerazy DNA. Zdolno$ci naprawcze polimeraz
DNA zaleza w duzym stopniu od obecno$ci domeny egzonukleazy 3'—5’, ktéra
zwieksza wierno$¢ replikacji DNA i zmniejsza czestoS¢ pojawiajacych sie btednie
sparowanych zasad. Uzyskanie zamplifikowanego DNA pozbawionego mutacji jest
szczegOlnie istotne w przypadku klonowania molekularnego (47).
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Wymienione powyzej problemy z amplifikacja DNA w reakcji PCR moga
prowadzi¢ do uzyskania fatszywie negatywnych wynikéw, niewtasciwej oceny jakosci
badanej probki, a przede wszystkim znacznego obnizenia czutosci reakcji. W zwigzku
z tym, Ze natywne polimerazy DNA czesto nie s3 w stanie podota¢ tym problemom,
uzasadnione wydaje sie ciagte udoskonalanie znanych polimeraz DNA lub
poszukiwanie nowych. Mozliwe rozwigzania powyzszych probleméw przedstawiono
na rysunku 8.

Rozwigzania

Nowe Modyfikacje Mieszanki

polimerazy DNA polimeraz DNA

il ey

Optymalizacja
sktadu mieszaniny

Fuzyjne polimerazy
DNA

Chimeryczne
polimerazy DNA

Zmutowane
polimerazy DNA

reakcyjnej

Polimerazy fuzyjne
z biatkami
wigzacymi ssDNA

Polimerazy fuzyjne
z biatkami

wigzacymi dsDNA

Rysunek 8. Sposoby rozwigzywania probleméw w reakcji PCR ze szczegdlnym uwzglednieniem modyfikacji
dotyczacych polimeraz DNA [opracowanie wtasne]

5. Sposoby rozwigzywania probleméw z reakcjg PCR -
modyfikacje w sktadzie mieszaniny reakcyjnej ze szczegdélnym
uwzglednieniem polimeraz DNA

Aby sprosta¢ wymaganiom, jakie stawia nowoczesna diagnostyka, biologia
molekularna czy inzynieria genetyczna, konieczne jest stworzenie optymlanych
warunkéw dziatania dla polimeraz DNA. Dotychczas wprowadzane modyfikacje to
przede wszystkim stosowanie udoskonalonych buforéw (pod wzgledem sktadu
jonowego, pH), wzmacniaczy reakcji PCR oraz wprowadzanie mutacji w polimerazach
DNA. Dzieki enzymoéw o zwiekszonej
termostabilnosci i odporno$ci na inhibitory z prébek klinicznych czy srodowiskowych.
Coraz bardziej popularne staje sie modyfikowanie juz znanych polimeraz DNA poprzez
tworzenie fuzji tych enzymoéw z innymi biatkami, ktére moga wptywaé¢ na zwiekszenie

mutacjom mozliwe jest uzyskanie

ich procesywnosci czy wiernosci syntezy.
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5.1 Stosowanie wzmacniaczy, dodatkowych sktadnikéw do reakcji PCR
i udoskonalonych buforow

Podstawowym podej$ciem w poprawie dzialania enzymdéw jest opracowanie
optymalnych dla nich warunkéw s$rodowiska, ktére zapewnia polimerazie DNA
zachowanie pelnej aktywnosci. Optymalizacja warunkéw buforowych to przede
wszystkim odpowiednie pH reakcji, sktad jonéw i dodatkowych sktadnikéw zwanych
wzmacniaczami reakcji PCR. Sktadniki dodawane do mieszaniny mogg wptywaé na
reakcje PCR poprzez zwiekszenie jej czutosci, efektywnosci, specyficznosci reakcji,
atakze zmniejszy¢ inhibicje w probkach Kklinicznych czy $rodowiskowych.
Jednoznaczne okre$lenie mechanizmu dziatania wzmacniaczy nie jest tatwe - zaklada
sie, ze jest to suma efektow, ktore zachodza w poszczegélnych cyklach reakcji (wptyw
na denaturacje matrycy DNA, hybrydyzacje starteréw, aktywno$¢ stosowanej
polimerazy DNA). Najpowszechniej stosowane dodatki i wzmacniacze reakcji PCR
przedstawione zostaty w tabeli 2.

Tabela 2. Najbardziej znane dodatki/wzmacniacze stosowane w reakcji PCR

Wzmacniacze PCR

L Funkcja
(stosowane stezenia)

zmniejsza oddziatywania miedzyczasteczkowe, podczas
DMSO hybrydyzacji rozplecionych nici DNA, struktura II- rzedowa

(dimetylosulfotlenek) jest uformowana luzniej przez co dostep polimerazy DNA do
(2-10%) struktur trudnodostepnych (zwtaszcza w przypadku rejonow
bogatych w GC) jest zdecydowanie utatwiony (48) (49)
zwiazek organiczny o charakterze jonu obojnaczego, rola
Betaina podobna do DMSO, zapobiega formowaniu sie struktur II-
(0,5-2 M) rzedowych starterdw, stabilizuje powstawanie kompleksu
DNA-polimeraza (49) (50)
DTT korzystnie wptywa na stabilno$¢ polimeraz DNA stosowanych
(5-40 mM) w reakcji PCR (51)
wykorzystywana jest w reakcjach PCR dla prébek klinicznych,
Albumina $rodowiskowych, lizatéw komdrkowych, stosowana réwniez
(100 ng/50 pl) w przypadku trudnotopliwych matryc DNA dzieki zdolno$ci
utrzymywania nici DNA w formie zdenaturowanej (52)
Formamid zwi;lize.k wsp(?ma.gajqcy denz?turach DNA, fztosowany w
(max 2,5%) niskich stezeniach - hamuje powstawanie struktur

Detergenty niejonowe

II-rzedowych (53)
np.: Triton, NP40 czy Tween; stabilizujg polimeraze DNA oraz
matryce DNA, zmniejszajg podatno$¢ na inhibicje wywotang

0,1-1¢9 . . . . . .
( %) odczynnikami organicznymi obecnymi w prébcee (54)
Glikol etylenowy dziatanie zblizone do betainy, badania wskazuja na
(0,5-2 M) zdecydowanie wyzsza skuteczno$c¢ (55)
wptywaja korzystnie na redukcje tworzonych dimeréw
Biatka SSB starterdw, stabilizujg ssDNA zapobiegajac niespecyficznej

hybrydyzacji, zwiekszaja efektywno$¢ i wydajnos¢ amplifikacji
DNA (56)(57)(58)(59)(60)
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5.2 Wprowadzanie zmian w genach kodujacych polimerazy DNA

W celu nadania enyzmom nowych cech, niespotykanych w natywnych
odpowiednikach, ich geny poddaje sie zazwyczaj mutacjom w procesie spontanicznej
lub ukierunkowanej mutagenezy.

Mutageneza przypadkowa polega na ekspozycji danego mikroorganizmu na
dziatanie fizycznych lub chemicznych mutagenéw tj.. promieniowania UV,
promieniowania jonizujgcego czy zwiazkow alkilujacych. Przypadkowe mutacje
wprowadza¢ mozna réwniez z wykorzystaniem technik PCR. Najpopularniejszymi
metodami s3: tasowanie DNA (ang. DNA shuffling), wykorzystanie szczepéw
mutatorowych oraz technika PCR z zastosowaniem polimerazy DNA wprowadzajacej
btednie sparowane zasady. Pierwsza z metod polega na zastosowaniu enzymu DNAzy [
do pociecia nici DNA (kodujacej dane biatko, ktére ma zosta¢ poddane modyfikacji) na
fragmenty o dtugosci od 50 do 100 pz, a nastepnie przeprowadzeniu reakcji PCR bez
uzycia starterow. Uzyskane w wyniku ciecia fragmenty DNA 1acza sie na zasadzie
komplementarnosci, a polimeraza DNA uzupelnia brakujaca sekwencje pomiedzy nimi.
W wyniku tak przeprowadzonej reakcji powstajg przypadkowe mutacje, ktore po kilku
cyklach amplifikacji sa utrwalone. Zmutowany gen ponownie poddaje sie amplifikacji
technika PCR, tym razem ze starterami komplementarnymi do poczatku i konca genu
kodujacego zmodyfikowana polimeraze DNA oraz umozliwiajagcymi wklonowanie go do
wektora ekspresyjnego (61).

Kolejng technika uzyskania mutacji przypadkowej jest wspomniane juz
wykorzystanie szczepéw mutatorowych (ang. Mutator strains), ktére sa pozbawione
jednego lub kilku szlakéw naprawy DNA (mutanty mutS-, mutD- lub mutT-). Szczep ten
zostaje poddany transformacji plazmidem z wklonowanym genem polimerazy DNA,
ktéra chcemy zmodyfikowac. Brak systemu naprawczego w komoérce bakteryjnej
spowoduje pojawienie sie przypadkowych mutacji w materiale genetycznym, w tym
réwniez w genie na plazmidzie. Wada tej metody jest to, ze zmodyfikowany szczep
E. coli szybko traci zywotno$¢, poniewaz geny kodujace biatka odpowiedzialne za
podstawowe funkcje zyciowe réwniez ulegaja mutacjom, przez co mogg powstawac
niefunkcjonalne biatka (61a).

Trzecia metoda wykorzystuje rowniez technike PCR, ale stosowana w niej
polimeraza DNA cechuje sie obnizong wiernos$cig replikacji (ang. error prone PCR).
Dodatkowo, zastosowanie zmodyfikowanego, nieoptymalego dla polimerazy DNA
buforu reakcyjnego sprzyja wprowadzaniu przypadkowych mutacji do nowo
zsyntezowanej nici DNA. Kontrolowanie sktadu mieszaniny reakcyjnej pozwala na
regulowanie czesto$ci wprowadzanych btedéw (najczesciej okoto 1-3 zmiany na 1 kpz)
(62).

Mutacje ukierunkowane wykorzystuja rekacje PCR, dzieki ktérej zmiany
w sekwencji nukleotydowej mogg by¢ wprowadzane w sposéb kontrolowany. W takich
technikach stosuje sie zmodyfikowane startery, ktére posiadaja niekomplementarne do
matrycy DNA nukleotydy, wprowadzajac w ten spos6b pozadang mutacje (63)(64).

Mutagenezie najczesciej poddawana byta polimeraza DNA TagqS, ktéra nalezy
do najpowszechniej stosowanych polimeraz DNA w diagnostyce molekularnej
iinZzynierii genetycznej. Mutacje wprowadzano w obszarze silnie zakonserwowanym
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ewolucyjnie regionie O-helix. Jest to obszar skladajacy sie z dwunastu reszt
aminokwasowych od 659 do 671, ktory stanowi jednoczes$nie czes¢ szczeliny, wigzacej
enzym z DNA inukleotydami dobudowywanymi do nowej nici. Badania dowodza, ze
zmiany w czterech z dwunastu reszt aminokwasowych: Arg659, Lys663, Phe667
i Tyr671 prowadza do znacznego obnizenia wiernosci replikacji przez polimeraze DNA
Taq, przy czym zmiana Phe667 na Tyr powoduje czestsze wigczanie
dideoksyrybonukleotyddw do nowo syntetyzowanej nici DNA. Zjawisko to jest
pozadane w technikach sekwencjonowania metodg Sangera. Uzyskanie enzymoéw
o obnizonej wiernos$ci replikacji znajduje swoje zastosowanie takze w technikach
mutagenezy metoda ,error prone PCR” (65)(66).

Zmiany w sekwencji aminokwasowej enzymu w pozycjach Glu742 i Ala743
w subdomenie palcéw, okazujg sie by¢ bardzo istotne dla powinowactwa polimerazy
DNA do matrycy. Badania sugeruja, ze jest to miejsce krytyczne dla zdolnosci enzymu
do syntezy (elongacji) DNA. Rézne warianty wprowadzonych mutacji zwiekszaty
powinowactwo enzymu do DNA oraz wptywaly na szybkos¢ wydtuzania starterow
w poréwnaniu z polimerazg niezmodyfikowana. Mutacje w tej subdomenie mogg
stanowi¢ potencjat do otrzymywania polimeraz DNA o polepszonej procesywnosci,
wydajnosci i szybkosci reakcji (67).

Wraz ze wzrostem popularnosci techniki PCR pojawita sie potrzeba
korzystania z polimeraz DNA niewrazliwych na ewentualne inhibitory. Pierwsze
pozytywne rezultaty, ktore finalnie skutkowaly wdrozeniem nowego produktu
dotyczyly modyfikacji polimerazy DNA Taq. Przetestowano wiele mutantéw i wsrod
nich wyselekcjonowano te o najwyzszym potencjale aplikacyjnym. Odznaczaty sie one
zwiekszona odporno$cig na inhibitory zawarte w krwi wzgledem form natywnych
i umozliwiaty wydajne otrzymywanie amplikonéw nawet przy 20% stezeniu krwi
w mieszaninie reakcyjnej. Mutacji dokonywano w rejonie palcéw cynkowych w pozycji
7081 707. Mutacja w pozycji 708 gwarantowata odporno$¢ na inhibitory z krwi. Kwas
glutaminowy wystepujacy w tej pozycji w natywnej polimerazie DNA zostal
wymieniony na waline, lizyne, leucyne lub tryptofan (68).

Zmiany w obrebie reszt aminokwasowych 706, 707, 708 moga doprowadzi¢ do
powstania polimerazy DNA tzw. ,hot-start”. Wymiana tryptofanu w pozycji 706 na
arginine, izoleucyny 707 na leucyne oraz kwasu glutaminowego 708 na asparaginowy
prowadzg do spadku aktywnosci biatka w niskich temperaturach, co podwyzsza
specyficzno$¢ reakcji PCR (68).

5.3 Tworzenie chimerycznych polimeraz DNA

Chimeryczne polimerazy DNA to biatka, ktérych sekwencja aminokwasowa
ztozona jest zsekwencji pochodzacych z co najmniej dwdch odrebnych biatek.
Kowalencyjne potaczenie tych sekwencji na drodze zastosowania technik inzynierii
genetycznej prowadzi do ekspresji genu kodujacego funkcjonalne, chimeryczne biatko
(69). Przyktadem takiej modyfikacji jest chimeryczna, bakteryjna polimeraza DNA,
ktéra powstata w wyniku potaczenia sekwencji aminokwasowych, polimerazy DNA I
z T. thermophilus (Tth) i polimerazy DNA I z T. aquaticus (Taq). Uwzgledniajac unikalne
cechy polimerazy Tth i polimerazy Taq, postanowiono wyodrebni¢ z nich czesci
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o najbardziej pozadanych wtasciwosciach i potaczy¢ w taki sposéb, by uzyskaé
funkcjonalne, chimeryczne biatko. Sekwencja aminokwasowa chimerycznej
termostabilnej polimerazy DNA Tth-Taq sktada sie z czesci N-koncowej polimerazy
DNA Tth (4 - 600 reszty aminokwasowej) i C-konicowej pochodzacej z polimerazy DNA
Taq (556 - 834 reszty aminokwasowej)(69). Polimeraza DNA Tth-Taq charakteryzuje
sie pozadanymi cechami zaréwno polimerazy DNA Tth jak i polimerazy DNA Taq
i wykazuje wysoka wydajnos¢ amplifikacji diugich fragmentéw DNA. Wydajnos¢
amplifikacji chimerycznego enzymu jest co najmniej pieciokrotnie wyzsza niz
w przypadku polimerazy DNA Taq i poréwnywalna zpolimerazag DNA Tth,
réwnocze$nie wzrosta co najmniej sze$ciokrotnie wrazliwos¢ na niedopasowanie
nukleotydu na koricu 3' startera w poréwnaniu do polimerazy DNA Tth. Specyficzno$¢
reakcji amplifikacji DNA jest znacznie wieksza niz przy uzyciu polimerazy DNA Tth oraz
poréwnywalna z polimerazg DNA Taq (69).

Innymi przyktadami chimerycznych polimeraz DNA sa enzymy Kofu i Pod,
ktore zostaly otrzymane poprzez wymiane domen miedzy polimerazami DNA KOD1
(T. kodakarensis) i Pfu (P. furiosus). W przypadku polimerazy DNA Kofu domeny:
N-koncowa, egzonukleazy i C-koricowa subdomena kciuka pochodza z polimerazy DNA
KOD1, natomiast subdomeny $rédrecza i palcow z polimerazy DNA Pfu (rysunek 9).
Takie modyfikacje powoduja, Ze polimeraza DNA Kofu charakteryzuje sie podobna do
polimerazy DNA KOD1 szybko$cia syntezy DNA (106-138 nt/s), procesywnoscig
(~300nt) i termostabilno$cia, natomiast wierno$¢ replikacji jest zblizona do polimerazy
DNA Pfu (2,0 x 10). Polimeraza DNA Pod jest odwrotnym do wyzej opisanej
potaczeniem polimeraz DNA Pfu i KOD1 (cze$¢ N-koricowa, egzonukleazy i C-koficowa
subdomena kciuka pochodza z polimerazy DNA Pfu, natomiast subdomeny $rodrecza
ipalcow z polimerazy DNA KOD1). Ta polimeraza charakteryzuje sie szybkoscig
syntezy DNA (25 nt/s), procesywnoscia (>20 nt) i termostabilno$cia podobng do
polimerazy DNA Pfu, natomiast wierno$¢ replikacji jest podobna do polimerazy DNA
KOD1 (4,45 x 10-¢) (70).

+ N-domena: Exo . + domena palcow i dloni ' domena kciuka '

Pvull EchJRI

L

Pfu

I I ] oD

Pod

Kofu

Rysunek 9. Schematyczny rozktad domen w chimerycznych polimerazach DNA Pod oraz Kofu; opracowanie
wtasne na podstawie Faurholm i wspétpracownicy (70)
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Kolejnym przyktadem chimerycznej polimerazy DNA jest enzym, ktory powstat
w wyniku wymiany domen pomiedzy polimerazami DNA Taq i Tma. Biatko to posiada
takze cztery mutacje, ktére wptywaja na jego funkcje. Region N-konicowy tego enzymu
zbudowany jest z reszt aminokwasowych od 1 do 190, pochodzacych z polimerazy
DNA Taq. W obrebie tego regionu miesci sie domena egzonukleazy 5 —3’, ktorej
aktywnos¢ jest obnizona 1000-krotnie przez mutacje Gly46Asp. Region C-koncowy
ztozony jest z reszt aminokwasowych od 191 do 893 pochodzacych z polimerazy DNA
Tma i obejmuje on miedzy innymi domene egzonukleazy 3'—5’, ktora jest wyltaczona
poprzez wprowadzenie mutacji punktowych Asp323Ala i Glu325Ala. Oprécz
wymienionych powyzej modyfikacji, polimeraza DNA posiada tez mutacje Phe730Tyr,
ktéora powoduje, zZe enzym ten chetniej wilacza dideoksynukleotydy do nowo
syntetyzowanej nici DNA (71). Enzym taki jest bardzo dobrym narzedziem
w technikach sekwencjonowania DNA metodg Sangera (27). Taka chimeryczna
polimeraza DNA pozwala na uzyskanie ujednoliconej wysokosci pikéw
sekwencjonowania DNA co jest niezwykle istotne w reakcji sekwencjonowania
cyklicznego, obniza szybko$¢ pirofosforolizy znakowanych barwnikami ddNTPs oraz
poprawia wprowadzanie dITP (71).

5.4 Tworzenie fuzyjnych polimeraz DNA

Waznym etapem w dziataniu polimerazy DNA, majacym wplyw na koncowa
wydajno$c¢ reakcji syntezy jest proces inicjacji, zwigzany z przytaczeniem sie enzymu do
matrycy DNA. Dlatego tez uzasadnione jest modyfikowanie znanych polimeraz DNA
wcelu utatwienia im przylaczania sie do nici DNA poddawanej polimeryzacji.
Przyktadem takiej modyfikacji moze by¢ tworzenie fuzyjnych polimeraz DNA
z biatkami, ktére posiadaja naturalng zdolno$¢ wigzania jedno- lub dwuniciwego DNA.
W literaturze spotka¢ mozna zaledwie kilka przyktadéw takich fuzyjnych polimeraz
DNA (3).

5.4.1 Fuzja z biatkiem wigzgcym dwuniciowe DNA

Jedynym biatkiem wigzacym dwuniciowe DNA wykorzystanym w tworzeniu
fuzyjnych polimeraz DNA jest biatko Sso7d. Jest to biatko pochodzace
z hipertermofilnego archeona Sulfolobus solfataricus, posiada ono niewielka mase
czasteczkowy (okoto 7 kDa), a w roztworze wystepuje jako monomer (72). Wang wraz
z wspotpracownikami (73) przeprowadzit fuzje tego biatka z polimeraza DNA Tagq,
TaqStoffel oraz polimeraza DNA Pfu iporéwnat procesywnos$¢ zmodyfikowanych
polimeraz DNA z polimerazami natywnymi. W przypadku fuzji z polimerazami DNA
Taq oraz TaqStoffel biatko Sso7d dotaczono bezposrednio do N-konica polimerazy DNA
natomiast w polimerazie DNA Pfu biatko Sso7d dotaczono do C-konica enzymu za
pomoca linkera sktgdajgcego sie z trzech aminokwaséw: Gly - Thr - His. Badane
warianty przedstawiono na rysunku 10. Wstepne badania wskazaty, ze natywna
polimeraza DNA Taq charakteryzuje sie wieksza procesywnos$cig niz polimeraza DNA
z delecja domeny egzonukleolitycznej 5—3’ (TaqStoffel). Zastgpienie domeny
egzonukleolitycznej 5'—3’ biatkiem Sso7d doprowadzito do wzrostu procesywnosci
w stosunku do polimerazy DNA bez fuzji. Ponadto zauwazono, Ze polimeraza DNA Taq
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natywna z dodatkowym biatkiem fuzyjnym (S-Taq) przewyzsza procesywnos$cia
fuzyjna polimeraze DNA z delecja domeny egzonukleolitycznej 5'—3’ (S-Taq(A289)).
W przypadku polimerazy DNA Pfu réwniez obserwowano zwiekszenie procesywnosci
biatka fuzyjnego w poréwnaniu z natywnym. Ogélny wzrost procesywnosci we
wszystkich przeprowadzonych fuzjach wyniést od 5 do 17 razy w odniesieniu do
odpowiednich polimeraz DNA natywnych, przy czym warto zwrdéci¢c uwage, ze
polimeraza DNA Pfu, pochodzaca z archeona, jest przedstawicielem zupeinie innej
rodziny niz bakteryjna polimeraza DNA Taq. W przypadku obu fuzji obserwujemy
wzrost procesywnosci co moze wskazywac na uniwersalnos$¢ stosowanej modyfikacji
bez wzgledu na typ uzytej polimerazy DNA (73). Potwierdzeniem tego faktu mogg by¢
poZniejsze badania, prowadzace do otrzymania fuzji polimerazy DNA Tpa, pochodzacej
z bakterii Thermococcus pacificus z tym samym biatkiem Sso7d, gdzie réwniez
zauwazono znaczny wzrost procesywnosci i wydajno$ci polimerazy DNA bez
negatywnego wptywu na dziatanie katalityczne czy zmiane stabilno$ci enzymu (74).
Z biatkiem Sso7d potgczona zostata rowniez polimeraza DNA KOD1. Fuzja polimerazy
DNA z biatkiem wiazacym dwuniciowe DNA prowadzi do zwiekszenia wydajnosci
i procesywnosci polimerazy DNA w stosunku do natywnej polimerazy DNA KOD1 bez
znacznego wptywu na termostabilno$¢ otrzymanej polimerazy DNA (75).

Taq pal |

S-Tag(A289) [ ssora | pol |

- = |

|

Pfu-5 pol | ssord |

Rysunek 10. Schemat lokalizacji domen w polimerazie DNA Taq oraz fuzyjnych polimerazach DNA
z biatkiem Sso7d (73)

5.4.2 Fuzja z biatkiem wiqZgcym jednoniciowe DNA

W literaturze odnaleZ¢ mozna réwniez przyktad fuzji polimerazy DNA z biatkiem
wigzacym jednoniciowe DNA. Polepszenie cech enzymu przedstawione jest na
przyktadzie polimerazy DNA bakteriofaga RB69 w potgczeniu z jego rodzimym
biatkiem SSB. RB69SSB to niewielkie, monomeryczne biatko, ktére odgrywa istotng
role w prawidtowej replikacji DNA tego bakteriofaga. W tym przypadku biatko
dotaczono do C-konca polimerazy DNA za posrednictwem sze$cioaminokwasowego
linkera: Gly - Thr - Gly - Ser - Gly - Thr (rysunek 11) (76).

34


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wstep teoretyczny

polimeraza RB69 |Iinker_

Rysunek 11. Schematyczna budowa fuzyjnej polimerazy DNA RB69 z jej rodzimym biatkiem RB69SSB

[opracowanie wtasne]

Obecnos¢ linkera w przeciwienstwie do sztywnego, bezposredniego aczenia,
zapewnia biatku fuzyjnemu pewng elastyczno$c¢ i stosunkowo swobodne utozenie sie
wzgledem polimerazy DNA. Pomaga to unikng¢ ewentualnej zawady sterycznej, co
moze by¢ istotne w procesie przytaczania DNA i jego amplifikacji. Uzyskana fuzyjna
polimeraza DNA wykazywata korzystniejsze cechy z punktu widzenia zastosowania jej
w diagnostyce medycznej czy biologii molekularnej. Nowa polimeraza DNA
wykazywatla 6-krotnie wyzsze powinowactwo do matrycy DNA oraz 7-krotnie lepsza
procesywnos$¢ przy zachowaniu dotychczasowej wiernosci. Co wiecej, zwiekszyta sie
jej zdolno$¢ do amplifikacji dtuzszych fragmentéw DNA (76).

W  europejskim patencie (77), zawarty zostal opis polimerazy DNA,
pochodzacej z Thermococcus zilligi w fuzji z biatkiem SSB Sulfolobus solfataricus.
Podobnie jak w poprzednich przypadkach, jest to niewielkie biatko (18 kDa) wiazace
jednoniciowe DNA, ktére wykazuje aktywno$¢ jako monomer, ale posiada takze
zdolno$¢ multimeryzacji w roztworze (78). Fuzja z tym biatkiem zostata
przeprowadzona w nieco odmienny sposéb niz w przypadku wcze$niej opisanym
(rysunek 12).

_Iinkerl polimeraza Tzi

Rysunek 12. Schematyczna budowa fuzyjnej polimerazy DNA Tzi z biatkiem SsoSSB [opracowanie wtasne]

Biatko SSB znajduje sie na N-koncu polimerazy DNA, a uzyty linker posiada
odmienng sekwencje aminokwasowg: Gly - Ser - Gly - Gly - Val - Asp. Badania
przeprowadzone na zmodyfikowanej polimerazie DNA wskazujg na znaczne
zwiekszenie jej wydajno$ci, wiernosSci oraz procesywnosci w stosunku do natywnej
polimerazy DNA Tzi (77).

Badania, jakie do tej pory przeprowadzono wskazuja, Ze przytaczenie do
polimerazy DNA dodatkowego, niewielkiego biatka moze w znaczny sposéb poprawic
jej wlasciwosci uzytkowe, nie wptywajac negatywnie na jej stabilno$¢ czy aktywnosé.
Fuzyjne polimerazy DNA mogg znalez¢ zastosowanie jako narzedzia w diagnostyce,
biologii molekularnej czy inZynierii genetyczne;j.

6. Zastosowanie natywnych i zmodyfikowanych polimeraz DNA

Polimerazy DNA dzieki r6znicom w wykazywanych wta$ciwosciach (szybko$ci
przeprowadzenia reakcji, procesywnos$ci, obecnosci lub braku domen zwlaszcza
egzonukleolitycznych) moga wykazywac¢ rézne zastosowania, a wybér odpowiedniej
polimerazy DNA determinowany jest jej specyficznymi cechami pozadanymi w danej
technice.
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Obecno$¢ domeny korektorskiej jest niezwykle wazna w przypadku
powstawania produktéw PCR przeznaczonych do klonowania czy detekcji mutacji
w danym genie. W takich przypadkach najlepiej sprawdza sie polimeraza DNA Pfu lub
fuzyjna polimeraza Phusion (Bio-Rad, ThermoScientific, NEB), co wynika z faktu, ze
czesto$¢ btedéw popetnianych podczas amplifikacji przez te polimerazy DNA jest co
najmniej 10-krotnie nizsza niz w przypadku polimerazy DNA Taq (79).

Do amplifikacji dtugich fragmentéw DNA rekomendowana jest polimeraza DNA
Tfu z T. fumicolans (produkty do 10 kpz). Podobnie polimeraza DNA KOD1 dobrze
sprawdza sie podczas amplifikacji dtugich fragmentéw DNA, poniewaz wykazuje 10-15
razy wyzszg procesywnos$¢ oraz lepsza zdolno$¢ elongacyjng niz polimeraza DNA Pfu
(35).

Jednym z nowszych rozwiazan jest stosowanie termostabilnych polimeraz DNA
z rodziny Y podczas amplifikacji probek archeologicznych lub z czeSciowo
zdegradowanym DNA (80). Polimerazy te pozbawione s3 aktywnosSci egzonukleazy
3'—5’ i posiadajg znaczng tolerancje w stosunku do uszkodzonego DNA. Sztandarowym
przedstawicielem tej rodziny jest polimeraza DNA 1V, pochodzaca z Sulfolobus
solfataricus oraz polimeraza DNA 1V z E. coli (16).

Stosunkowo dobrym rozwigzaniem jest réwniez stosowanie mieszaniny
polimeraz DNA o réznych witasciwosciach w odpowiednich proporcjach. Przyktadem
moze by¢ mieszanina polimeraz DNA Taq i Tpe (z Thermococcus peptonophilus)
w stosunku 31:1. Taka mieszanka polimeraz DNA pozwala na amplifikacje dtugich
fragmnetéw DNA nawet do 15 kpz. Réwniez mieszanka polimeraz DNA KOD1
z polimerazg KOD1 pozbawiong aktywnosci egzonukleolitycznej (exo-) zapewnia
wydajniejsza amplifikacje matryc DNA o wielkosci ok. 15 kpz (44). Inne badania
donosza, Ze zastosowanie mieszaniny polimeraz DNA Taq i Pfu w stosunku 16:1
pozwala na amplifikacje fragmentéw DNA do 30 kpz (81).

Istnieja polimerazy DNA, ktére wykazuja duza przydatno$¢ w diagnostyce
molekularnej do detekcji DNA mikroorganizméw w prébkach krwi, gleby lub Zywnosci
(sery, mieso, mleko) z wykorzystaniem reakcji PCR. Prébki te posiadaja duze ilosSci
inhibitoréw reakcji PCR, czesto trudnych do zidentyfikowania. Polimeraza DNA Tagq jest
hamowana juz przy niewielkich stezeniach tych sktadnikéw, jednak polimerazy DNA
tj. Tfl, Tli, Tth czy Pfu wykazuja wielokrotnie wieksza odporno$¢ na te inhibitory.
Podczas gdy amplifikacja z uzyciem polimerazy DNA Taq jest catkowicie hamowana
w obecnosci juz 0.004% (v/v) krwi, polimerazy DNA wymienione powyzej sa zdolne
(jak wskazuje literatura) syntetyzowa¢ ni¢ DNA w obecnosci 20% krwi w mieszaninie
reakcyjnej (19).

Komercyjne, fuzyjne polimerazy DNA wykazuja bardzo szerokie zastosowanie
jako narzedzia w diagnostyce, biologii molekularnej czy inzynierii genetycznej. Cechuja
sie one zaré6wno zwiekszong wiernoscig, procesywnoscia jak i zdolnosciag amplifikacji
trudnych matryc DNA.

W zwigzku z ogromnym rozpowszechnieniem reakcji PCR w roéznych
dziedzinach nauki, atakze w przemysle, problemy jakie napotyka sie podczas
amplifikacji DNA s3a réznorodne. Firmy biotechnologiczne wychodza naprzeciw
zapotrzebowaniom i caly czas poszukuja oraz konstruuja nowe, ulepszone wersje
polimeraz DNA. Drogi postepowania mogg by¢ rézne, w tabeli 3 ponizej, przedstawione
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zostaly najczestsze problemy, ich rozwigzania oraz rekomendowane polimerazy DNA.
Wydaje sie, ze modyfikacje juz znanych, a nie poszukiwanie nowych polimeraz DNA to
sposéb tatwiejszy, szybszy i dajacy wieksze mozliwosci w zaprojektowaniu enzymoéw

o pozadanych cechach.

Tabela 3. Najczestsze problemy w reakcjach PCR,

z rekomendowang polimerazg DNA [opracowanie wtasne]

ich przyczyny i mozliwe rozwigzania wraz

Problem

Przyczyna

Rozwiazanie

Polecana polimeraza DNA

natywna Zmodyfikowana
Akt $¢ Taq W706R
Niesr::l};lf;lczne polimgrv:;l;?)CN A UZyiie p(?'l}ilmter'izyt PNA i 3?7 07L
produkty w RT ypu hot-star 7708B
Probki krwi
robki krwi Obecnos¢ Uzycie polimerazy DNA T4, T,
lub e 2 .. Taq Z708V,K,L
, i inhibitoréw odpornej na inhibitory Tth, Pfu
Srodowiskowe
Phusi
Bledy w Polimeraza DNA z Uzycie polimerazy DNA uston .
" . . . Lo . Pfu SsoSSB-Tzi
sekwencji niska wiernoscia o polepszonej wiernosci Kofil
Mieszane
polimerazy Phusion
Dilugie Polimeraza DNA z DNA.Taq i Tpe RB69-
. _ X Mieszane RB69SSB
produkty, niska Uzycie polimerazy DNA )
niska rocesywnosci o lepszej procesywnosci polimerazy Sso7d-Taq
sl SRR e DNA KOD1 i Pfu-Sso7d
wydajnos¢ ich brak domeny z domeng korektorska .
amplifikacji korektorskiej KOD1 (exo) SSOSSB-Tzi
P ) ) Tfu (z $s07d-KOD1
Thermococcus Tth-Taq
fumicolans)
Obecnos¢ . .
Matryce DNA . Uzycie polimerazy DNA .
trudnotopliwych - Pfu Phusion
bogate w GC par GC wysokotermostabilnej

7. Charakterystyka biatek wigzacych DNA o potencjalnym
zastosowaniu w uktadach fuzyjnych z polimerazag DNA

W ponizszej pracy zaproponowano cztery fuzyjne polimerazy DNA oparte
DNA TaqStoffel, pomocg
szeScioaminokwasowego tgcznika, potaczona zostata z biatkami wiazacymi kwasy
RB69SSB  (pochodzacym z RB69), TtePriB
(z Thermoanaerobacter tengcongensis), NeqSSB (wyizolowanym z Nanoarchaeum
equitans) oraz domeng ligazy Pyrococcus furiosus — DBD. Obecno$¢ tacznika zapewnic
miata biatku fuzyjnemu pewna elastyczno$¢ i stosunkowo swobodne utozZenie
w stosunku do polimerazy DNA, co powinno zapobiec powstawaniu ewentualnej

o polimeraze ktéra na swoim N-koncu, za

nukleinowe: bakteriofaga

zawady sterycznej. Biatka uzyte w fuzji posiadaja naturalng zdolnos¢ wigzania jedno-
lub dwuniciowego DNA, co dato podstawy sadzi¢, ze wptyng pozytywnie na proces
amplifikacji DNA, a otrzymane fuzje charakteryzowac sie beda ulepszonymi cechami
uzytecznymi w biologii molekularnej, inzynierii genetycznej czy diagnostyce
molekularne;j.
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7.1. Biatko SSB pochodzace z faga RB69

Biatko RB69SSB nalezy do rodziny biatek SSB (ang. Single-Stranded DNA
Binding protein), ktére wykazuja réznorodnos¢ sekwencji aminokwasowych oraz
réznorodno$¢ struktury. Mimo to, wszystkie posiadaja charakterystyczna, silnie
zakonserwowang, ok. 100-aminokwasowa domene oligonukleotydowa OB (ang.
Oligonucleotide/Oligosaccharide Binding Fold Domain). Wystepuje ona powszechnie
u biatek posiadajacych zdolnoSci wigzania ssDNA, determinuje podstawowa i wspélng
dla wszystkich bialek SSB ceche - niespecyficzne wiazanie jednoniciowego DNA,
a takze, odkryte znacznie pézniej, wigzanie RNA. Biatka SSB odgrywaja zasadnicza role
w procesach $ciSle zwigzanych z ssDNA: odgrywaja istotng role w replikacji,
rekombinacji i naprawie DNA. Odpowiadaja za interakcje z jednoniciowym DNA,
zapobiegaja tworzeniu struktur drugorzedowych i chronig przed degradacyjnym
dziataniem nukleaz (60).

Odkrycie biatek SSB datuje sie na potowe lat 60. XX wieku, a pierwsze wykryte
biatka to biatko SSB faga T4 oraz biatko SSB E. coli. Juz w latach 70. ujawniono ich silne
wlasciwosci zwigzane z selektywnym oddzialywaniem z ssDNA (82). Zwrdcono
réwniez uwage na fakt wystepowania tego biatka u wszystkich organizméw zywych,
atakze u wiruséw. Wigzanie sie biatka SSB z ssDNA polega na upakowaniu
aromatycznych  reszt  aminokwasowych  miedzy zasady w  tancuchu
oligonukleotydowym, a dodatnio natadowane reszty aminokwasowe oddziatujg ze
szkieletem fosforanowym w czasteczce ssDNA (59) (82).

Biatko RB69SSB jest produkowane przez faga RB69, ktéry infekuje bakterie
zrodziny Enterobacteriaceae. Biatka SSB petnig u bakteriofagéw bardzo istotna role
w prawidtowym dziataniu ich rodzimych polimeraz DNA, a brak tego typu biatek
pomocniczych powoduje nie tylko znaczne zmniejszenie procesywnosci polimerazy
DNA, ale réwniez duzo czestsze pojawianie sie niekorzystnych, drugorzedowych
struktur na matrycowej nici DNA (59).

RB69SSB to niewielkie, monomeryczne biatko, zbudowane z 299 reszt
aminokwasowych. Struktura krystalograficzna tego biatka nie zostala do tej pory
opracowana, jednak przyjmuje sie, ze jego budowa jest zblizona do homologicznego
biatka SSB faga T4, ktérego struktura przedstawiona jest na rysunku 13.
Dotychczasowe badania sugeruja, ze w biatku RB69SSB wyrdézni¢ mozna trzy
podstawowe domeny. Pierwsza, N-terminalna (B-domena), obejmuje reszty
aminokwasowe od 1 do 21 i odpowiedzialna jest za wigzanie sie biatka do
jednoniciowego DNA. A-domena, o charakterze kwasnym, obejmujaca 45 C-koricowych
reszt aminokwasowych, umozliwia oddziatywanie z innymi biatkami, uczestniczacymi
w procesie replikacji, rekombinacji i naprawie DNA. Reszty aminokwasowe 22-254
wchodza w sktad domeny ,rdzenia”, ktéra wykazuje powinowactwo do ssDNA.
RB69SSB bedac biatkiem wigzacym sie niezaleznie od sekwencji z jednoniciowym DNA
pelni réwniez role autogenicznego represora translacji specyficznego dla mRNA (76)
(83).
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SUBDOMENA I

SUBDOMENA |

Rysunek 13. Struktura krystalograficzna biatka SSB bakteriofaga T4, zblizonego budowa do biatka RB69SSB
(AAP68674, www.ncbinlm.nih.gov). Subdomena I odpowiada za oddziatywanie z jonami Zn#*, subdomena II
tworzona jest przez 5 P-kartek , ktére wchodza w sktad szczeliny wigZzacej ssDNA. tacznik odpowiada za
potaczenie tych dwdch subdomen (84)

Biatko RB69SSB wydaje sie by¢ idealnym kandydatem do fuzji z polimeraza
DNA ze wzgledu na swoje unikalne wilasciwosci. Jest to mate biatko, selektywnie
przytaczajace sie do jednoniciowego DNA, ktére wykazuje aktywnos¢ jako monomer.
Pochodzi z termofilnego faga, co sugeruje, ze bedzie zachowywato stabilnos¢
w wysokich temperaturach. Jest to cecha niezwykle cenna w przypadku zastosowania
w reakcjach PCR, gdzie temperatura denaturacji DNA przekracza 90°C. Ponadto, biatka
SSB s3 obecnie stosowane jako wzmacniacze w reakcji PCR. Udowodniono, ze biatko
SSB bakteriofaga T4 o budowie zblizonej do biatka RB69SSB, podnosi wydajnosc
amplifikacji DNA (85). Co wiecej, potwierdzono pozytywny wptyw biatka RB69SSB na
dziatanie polimerazy DNA wyorzystujac je do stworzenia fuzyjnej polimerazy DNA
zjego rodzima polimeraza DNA (RB69Pol). Taka modyfikacja przyniosta znaczny
wzrost procesywnos$ci badanego enzymu (76).

7.2 Biatko SSB pochodzace z Nanoarchaeum equitans

Kolejnym przyktadem biatek SSB jest biatko NeqSSB, ktére mimo
przynaleznosci do rodziny biatek SSB, odbiega swoimi cechami od klasycznych biatek
SSB, stad okreSlane jest jako biatko NeqSSB-podobne. Biatko to pochodzi
z hipertermofilnego archeona Nanoarchaeum equitans, ktory jest pasozytem Ignicoccus
hospitalis  (Krolestwo  Crenarchaeota). Optymalne warunki wzrostu tego
mikroorganizmu wymagaja $ci$le beztlenowych warunkéw i temperatury 90°C.
Nanoarchaeum equitans posiada najmniejszy znany genom sktadajacy sie z 490885 par
zasad i w przeciwienistwie do wiekszo$ci znanych organizméw o matych genomach,
posiada peten zestaw enzymoéw, bioracych udziat w replikacji, naprawie i rekombinacji
DNA, w tym biatko SSB (86).
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Biatko NeqSSB, podobnie jak inne biatka z tej rodziny, posiada naturalng
zdolnos¢ wigzania DNA. Sktada sie z 243 reszt aminokwasowych, posiada jedna
domene OB, wykazuje aktywnos$¢ biologiczng réwniez jako monomer, podobnie jak
niektére wirusowe biatka SSB. Badania wskazujg na jego, nietypowe dla biatek SSB,
zdolnosci wigzania wszystkich form DNA (ssDNA, dsDNA) oraz RNA bez strukturalnych
preferencji. Bardzo istotng cechg, ktéra pozwolita wytypowac to biatko jako kandydata
do fuzji jest jego wysoka termostabilno$¢ - czas péttrwania przy zachowaniu
aktywnosci biologicznej wynosi 5 min w 100°C (86).

7.3 Biatko PriB pochodzace z Thermoanaerobacter tengcongensis

Biatko TtePriB, nalezgce do biatek PriB, wyizolowane zostato po raz pierwszy
w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii WCh PG 2z bakterii
Thermoanaerobacter tengcongensis. PriB to zazwyczaj niewielkie biatka, ktére
posiadajg zdolno$¢ wigzania jednoniciowego DNA, a co wiecej, pelnia funkcje
pomocniczg w replikacji DNA, co sktonito do poszukiwania analogii miedzy nimi
a poznanymi juz biatkami SSB. Mimo licznych podobienstw strukturalnych do biatek
SSB, wykazujg one dodatkowa zdolno$¢ oddziatywania z dwuniciowym DNA (87).

Wiekszo$¢  scharakteryzowanych  biatek  PriB  posiada  sekwencje
aminokwasowg o dtugos$ci ok. 110 reszt aminokwasowych, jedng domene OB i budowe
homodimeryczna. TtePriB odznacza sie nietypowymi cechami budowy, posiada az 220
reszt aminokwasowych i dwie domeny OB, a w roztworze tworzy struktury
monomeryczne. Opisane wyzej biatko jest wiec przedstawicielem nowej rodziny biatek
PriB, scharakteryzowanej w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii
Politechniki Gdanskiej, do ktérej naleza aktualnie tylko przedstawiciele rodzaju
Clostridium (88).

Glebsza analiza sekwencji aminokwasowej biatka TtePriB wskazuje, Ze jego N-
i C-koficowa domena, mimo duzego podobiefistwa, nie jest identyczna, nie wystepuje
tutaj petne dublowanie jednostek. Poré6wnanie N-konicowej sekwencji biatka z innymi
jednodomenowymi sekwencjami biatek PriB ujawnia zakonserwowanie w obrebie
B-beczki (rysunek 14)(88).

” n Ly m Ly
PriB_TteN magnflENNTVTLVGKVFTPLE NGEKFFNFILEVPRL SETRDYLPITISNRLFEG
PriB_TteC eevvknpneifldgfi 1greitdlliavnfip ynksd§ipviawgrnarf

1txyA_PriB_Ecoli MTNRLVLSGTV P R sp BGIPHCQFVI VQEEAG  FHRQANCEMPVIVSGHENQAT

4apvA_PriB_Kpneu MTNRLELSGIICRTPLRKVSP  SGIPHCQFVLEHRSVQEEAG FHRQAWCQMPVIISGHENQAT
3k8aA_PriB_Ngon MGFTNLVSLAALIEKAFPIRYTP  AGIPVLDIILKHESWQEENG QQCLVQLEIPARILGRQAEE
3en2A_PriB_Rsol AINRLQLVATLVEREVMRYTP  AGVPIVNCLLSYSGQAMEaq AARQVEFSIEALGAGKMASVL
3fhwA_PriB_Bpar MNTLELSARVLECGAMRHTP  AGLPALELLLVHESEVVEAG hpRRVELTISAVALGDLALLL
£ Lus ps
PriB_TteN MNLEVGTRVKIEGQLRSYNRksp  eegknfLILTVFARDISVVPE
PriB_TteC lgdevvtKvayevsitrmevvekelgkkte

1txyA_PriB_Ecoli

seklevgdrirlwgrvqsgieyqkk
THSITVGSRITVQGFISChRal

g18KMVLHAEQIEL Idsgd

4apvA_PriB_Kpneu  THSITVGSAVTVRGFISCHKAkn gLSKMVLHAEQIEL IDsgdlehhhhhh
3k8aA_PriB_Ngon WQYRQGDCATVEGF LAQKSRRS LMPMLRIQNIKEYKG

3en2A_PriB_Rsol DRIAPGTVLECVGFLARKHrss KALVFHISGLEHHhhhh
3fhwA_PriB_Bpar ADTPLGTEMQVQGF LAPARKDS VKVKLHLQQARRIAGSMGRdplvglehhhhhh

Rysunek 14. Poréwnanie sekwencji
jednodomenowych biatek EcoPriB, KpnPriB, NgoPriB, RsoPriB i BpaPriB. Najwyzsze zakonserwowanie

aminokwasowe;j

domeny N- i

C- koncowej
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oznaczone zostato kolorem szarym, obszar odpowiedzialny za wigzanie ssDNA oznaczono kolorem
fioletowym i z6ttym (88)

Biatko TtePriB posiada zdolnos$¢ dimeryzacji, a powierzchnie kontaktu
monomerdw tworza koniec B-beczki i petla L23, owijajaca sie wokdt drugiego
monomeru. Struktura homodimeru tworzona przez fragmenty biatka TtePriB
zobrazowana jest na rysunku 15 (88).

Rysunek 15. Model N-koncowej domeny biatka TtePriB (TtePriBN). Monomerom A i B odpowiadaja
odpowiednio kolor zielony i czerwony (88)

Dzieki swoim zdolnoSciom do wiazania, zaréwno jedno- jak i dwuniciowego
DNA oraz mozliwo$ciom tworzenia struktury monomerycznej w roztworze, biatko
TtePriB wydaje sie by¢ odpowiednim kandydatem do fuzji z polimeraza DNA.

7.4 Domena DBD z ligazy Pyrococcus furiosus

Ligazy, jako enzymy Kkatalizujace potaczenie dwoéch tancuchéw nici DNA
wwyniku wytworzenia wigzania fosfodiestrowego, odgrywaja nadrzedng role
w procesach replikacji, syntezy nici DNA oraz rekombinacji genetycznej. W zwigzku
z pelnieniem tak waznych funkcji ligazy DNA wystepuja zaré6wno w archeonach,
organizmach prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Ligazy DNA do przeprowadzenia
reakcji ligacji wymagaja odpowiedniego kofaktora - czasteczki ATP badz NAD*, z czym
zwigzany jest tez ich podstawowy podziat. R6znice pomiedzy dwoma rodzajami ligaz
DNA dotycza rdéwniez budowy i wielkoSci poszczegblnych enzymoéw. Masa
czasteczkowa ATP-zaleznych ligaz DNA jest bardzo zréznicowana i miesci sie
w przedziale 30 - 100 kDa. Enzymy zalezne od substratu NAD* wykazuja natomiast
duzy stopien homologii sekwencji aminokwasowej oraz zbliZony zakres masy
czasteczkowej wynoszacej 70 - 80 kDa. Podobienstwo poznanych ATP- i NAD+-
zaleznych ligaz DNA ogranicza sie przede wszystkim do zakonserwowanego motywu w
sekwencji aminokwasowej. Ligazy DNA pochodzenia eukariotycznego oraz wirusowego
do wtasciwego przebiegu reakcji replikacji czy naprawy DNA, wymagajg jako kofaktora
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czasteczek ATP, a tylko nieliczne bakterie zawieraja sekwencje kodujace ATP-zalezne
ligazy DNA, ktére u tej grupy organizmoéw petnig zazwyczaj funkcje pomocnicze.
Nadrzedna role w procesie syntezy i naprawy DNA odgrywaja NAD+*-zalezne ligazy DNA
- ich obecno$¢ stwierdzono u wszystkich bakterii (89).

Odkrycie ligaz w 1967 roku przez Martina Gellert'a oraz Boba Lehman’a
zmienito oblicze biotechnologii i pozwolito na dynamiczny rozwdj biologii
molekularnej oraz inzynierii genetycznej (89). Oprécz tego, Ze s3 niezastapione
w procesie klonowania podczas tgczenia DNA insertu z DNA wektora, bez ich udziatu
nie bylby mozliwy réwniez rozw6j wielu technik stosowanych w onkologii,
immunologii, diagnostyce molekularnej czy metodach sekwencjonowania DNA,
opartych np. na technologii stopniowej ligacji (SOLiD). Pomimo ich ogromnego
znaczenia w rozwoju inzynierii genetycznej i biotechnologii, tylko nieliczne ligazy DNA
zostaly dobrze poznane i wprowadzone na rynek. W powszechnym uzyciu stosuje sie
przede wszystkim ATP-zalezne ligazy DNA z: faga T4, T7, T3, Escherichia coli, czy
Thermus aquaticus (90).

Rdzen wszystkich ligaz DNA jest zbudowany z dwdch gtéwnych domen: NT
(nukleotydylotransferazy) oraz OB. Miejsce aktywne zlokalizowane jest w domenie NT
i sktada sie z silnie zakonserwowanego motywu (KxDG), w zwigzku z tym pelni ona
glowna role w procesie ligacji oraz oddziatuje z DNA w miejscu jego przerwania.
Domena OB umozliwia natomiast oddziatywanie z nieprzerwang nicia DNA w poblizu
jej naciecia (91). Ligazy DNA NAD+-zalezne posiadaja dodatkowg, unikalng domene
odpowiedzialng za wigzanie NAD+. Wiele ligaz DNA, w tym ligazy z Pyrococcus spp.,
posiadajg dodatkowa domene wiazgca DNA, domene DBD (DNA-binding domain), ktéra
oddziatuje z domeng OB i otacza substratowe DNA. Domena DBD zbudowana jest z 6 a-
helis, ktore tworza wiele powtarzajacych sie motywéw HhH (helix-hairpin-helix) (92).
Strukture ligazy DNA Pyrococcus furiosus przedstawia rysunek 16 (93).

Rysunek 16. Struktura krystalograficzna ligazy DNA Pryrococcus furiosus z zaznaczonymi gtéwnymi
domenami oraz z zaznaczong na filotewo C-koncowa helisa (93)

Domena DBD posiada zdolno$¢ wigzania jedno- jaki i dwuniciwego DNA.
Badania przeprowadzone na domenie DBD z Pyrrococccus abyssi wskazuja na jej
stosunkowo duza termostabilno$¢ (inaktywacja po inkubacji 15 min w 95°C). Dodanie
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jej do mieszaniny reakcyjnej prowadzi do poprawy zdolnosci amplifikacji DNA
w obecnos$ci jednego z inhibitoréw krwi - heparyny, oraz poprawy wydajnosci
amplifikacji dtugich fragmentéw DNA (94).
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1. Materiaty podstawowe

Kolby o pojemnos$ci 100 ml, 500 mli 2000 ml

Koncéwki do pipet automatycznych - MedLab, Polska

Minikolumny do izolacji plazmidowego i genomowego DNA - A&A
Biotechnology, Polska

Minikolumny do Gel-Out - A&A Biotechnology, Polska

Ptytki Petriego - MedLab, Polska

Probéwki typu Falkon 15 ml i 50 ml - BD Biosciences, USA

Probéwki typu Eppendorf 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml i 2 ml - MedLab, Polska
Worek dializacyjny VISKING dialisis tubing - SERVA, Niemcy

2. Aparatura i sprzet laboratoryjny

Aparat do elektroforezy agarozowej - DNA-Gdarnsk, Polska
Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej - DNA-Gdarnsk, Polska
Autoklaw - PrestigeMedical, UK

Apart FPLC AKTA Purifier - GE Healthcare, USA

Butle i kolby szklane - Simax, Czechy

Cieplarka laboratoryjna TB2 - Pozamer, Polska

Filtry wiréwkowe Amicon Ultra-15 - Milipore, USA

Kolumna chromatograficzna HisTrap™ - GE Healthcare, USA
Kolumna chromatograficzna HiLoad Superdex 250 Prep Grade - GE Healthcare,
USA

Kolumny do zageszczania Amincon Ultra-15 - Millipore, USA
Kuchenka mikrofalowa AMM 17 E 70 - Amica, Polska

Mieszadto magnetyczne - ATM, Polska

Mikrowiréwka Eppendorf Centrifuge 5415 D - Eppendorf, Niemcy
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Pehametr - Elmetron, Polska

Pipety automatyczne o pojemnoSci: 0,1-2 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl -
HTL, Polska

Pipeta automatyczna o pojemnosci 0,5-5 ml - Eppendorf, Niemcy
Sonifikator Soniprep 150 MSE - SANYO, USA

Spektrofotometr BioPhotometer D30 - Eppendorf, Niemcy
Spektrofotometr NanoDrop 2000 - ThermoFisherScientific, USA
Sterylizator - WAMED, Polska

Termoblok Red Hot 35 - DNA-Gdansk II s.c., Polska

Termocykler gradientowy Veriti 96-dotkowy - ThermoFisherScientific, USA
Termocykler MyGo Pro do real-time PCR - IT-IS International Ltd., UK
Transiluminator Foto/UV 21 - Fotodyne, USA

Waga laboratoryjna - Axis, Polska

Wirdwka Eppendorf Centrifuge 5415D - Eppendorf, Niemcy

Wiréowka Sorvall RC-58 - Du Pont, USA

Worteks - DHN, Polska

Wytrzgsarka 2002 - DNA-Gdansk II s.c,, Polska

VersaDoc do dokumentacji i densytometrycznej analizy Zeli - Bio-Rad, USA
Zasilacz pradu statego Thunder - DNA-Gdansk II s.c., Polska

3. Odczynniki chemiczne

Agar bakteriologiczny - Difco Laboratories, USA

Agaroza - Prona, Hiszpania

Akrylamid - Sigma, USA

Arabinoza - Sigma, USA

Barwnik Coomassie Brilliant Blue R - Fluka, USA

Barwnik fluorescencyjny EvaGreen - Jena Bioscience, Niemcy
-merkaptoetanol - Sigma, USA

Btekit bromofenolowy - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Benzonaza - Merck, USA

Bromek etydyny 1 mg/ml - Sigma, USA

Chlorek magnezu - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Chlorek sodu - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Chlorek wapnia - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Chlorek potasu - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Chlorek niklu - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Diwodorofosforan sodu - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
DTT - Sigma, USA

EDTA - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska

Ekstrakt drozdzowy - Difco Laboratories, USA

Etanol - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Hemoglobina - Sigma, USA
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e Heparyna - Sigma, USA

e Imidazol - Sigma, USA

e [PTG - Sigma, USA

e Krew ludzka - Gdanski Uniwersytet Medyczny, Polska

e Kwas octowy - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska

e Kwas chlorowodorowy - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
e Kwas fosforowy (V) - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska

e Laktoferyna - Sigma, USA

e Metanol - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska

e Nadsiarczan (VI) amonu - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
e N, N-metyleno-bis-akrylamid - Sigma, USA

e N, N-dimetyloformamid - Sigma, USA

e Oligo d(T)7s - Sigma, USA

e Pepton - Difco Laboratories, USA

e SDS-Sigma, USA

e TEMED - Sigma, USA

e Tris - Sigma, USA

e Triton X-100 - Fluka, USA

e Tween 20 - Sigma, USA

e Wodorofosforan (V) sodu - Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska

4. Pozywki i podtoza mikrobiologiczne

Tabela 4. Sktad podté6z mikrobiologicznych

LB LA
Sktadnik (Luria-Bertani) (Luria-Bertani Agar)
Ekstrakt drozdzowy 5g 5g
Pepton K 10g 10g
NaCl 10g 10g
Agar - 10g
Woda destylowana 1000 ml 1000 ml

W celu zapewnienia jatowos$ci podt6z poddawano je sterylizacji w autoklawie
(20 min, 121°C). Ich sktad modyfikowano w zalezno$¢ od potrzeb, poprzez dodatek
antybiotykéw lub IPTG o niezmiennych, podanych nizej stezeniach konncowych:

e Kanamycyna (50 pg/ml)
e Chloramfenikol (50 pg/ml)
e IPTG (1 mM)

5. Markery

Markery wielko$ci DNA:

46


http://mostwiedzy.pl

Materiaty

e  Marker GeneRuler™75-20000: 75, 200, 300, 400, 500, 750, 1000, 1500, 2000,
3000, 4000, 5000, 7000, 10000, 20000 pz - ThermoFisherScientific, USA

e  Marker GeneRuler ™ 250-10000: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pz - ThermoFisherScientific, USA

e  Marker 100-500: 100, 200, 300, 400, 500 - Blirt, Polska

e Marker 100-1000: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz - Blirt,
Polska

e  Marker HyperLadder II: 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1000, 1200,
1400, 1600, 1800, 2000 - Bioline, UK

Marker masy czasteczkowej biatek:

e Marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder 14,4-116 kDa: 14,4, 18,4, 25,
35,45, 66,2, 116 kDa - ThermoFisherScientific, USA

6. Odczynniki do reakcji PCR

e 10 x stezony bufor KL 8,8 - Blirt, Polska

e 2 x stezony bufor Marathon - A&A Biotechnology, Polska

e 5 x stezony bufor HF - ThermoFisherScientific, USA

e 10 x stezony bufor Shark - Blirt, Polska

e 10 x stezony bufor TagNova - Blirt, Polska

e 10 x stezony bufor Taq - ThermoFisherScientific, USA

e 50 mM chlorek magnezu - Blirt, Polska

e Trifosforany deoksynukleozydéw: 2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM dCTP, 2 mM
dTTP - Roche, Szwajcaria

e Polimeraza DNA Marathon - A&A Biotechnology, Polska

e Polimeraza DNA HyperNova - Blirt, Polska

e Polimeraza DNA Taq - ThermoFisherScientific, USA

e Wodajatowa

e Startery (10 pM roztwory w wodzie) - Sigma, USA

Tabela 5. Sktady komercyjnych buforéw do PCR uzytych w optymalizacji buforu reakcyjnego dla fuzyjnych
polimeraz DNA

Skiad pH (w 25°C)

5 mM MgCl;
100 mM Tris
Maraton 2 x 40 mM (NH4)2S04 9,0
10% DMSO
200 mM Tris-HCl
100 mM KCl
Shark 10 x 100 mM (NH4)2S04 8,3
1% Triton X-100

A\ MOST
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100 mM Tris-HCI
500 mM KClI

TagNova 10 x 0,8% (v/v) Nonidet P40 88
750 mM Tris-HCI
200 mM (NH4)2S04
Taq 10 x 0,1% (v/vg Twe):en 20 88
Stosowane startery:
Tabela 6. Startery do konstrukcji fuzyjnych polimeraz DNA
Lp. Nazwa Sekwencja Dtugos¢ Tm
[nt] [°C]
1 RB69SSB-F1 5’ AATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAC 16 56,2
ATATGTTTAAACGTAAAAGTACCGCAGAC
CTCG
2 RB69SSB-£-Taq- 5'TCCTCCAGGGCGTCGACCCCTCCGCTTCC 23 55,3
R1 TAGACCAGCTAACAGGTCATCGA
3 TaqStoffel-L- 5’TAGCTGGTCTAGGAAGCGGAGGGGTCGAC 16 56,2
RB69SSB-F2 GCCCTGGAGGAGGCCC
4 TaqStoffel-R2 5'GCAAGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGAT 19 57,6
(uniwersalny)  CCTTABGGIGGIGGIGGRGGIECTCCTTGGC
GGAGAGCCAG
5 TtePriB-F1 5’ ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA 32 58,0
TATGGCAGGTAATTTTTTAGAAAACAATACCG
TCAC
6 TtePriB-L-Taq-  5’TCCTCCAGGGCGTCGACCCCTCCGCTTCC 30 54,8
R1 TTCTGTTTTTTGCAATTCTTTTTCCACTAC
7 TaqStoffel-L- 5’AAAAAACAGAAGGAAGCGGAGGGGTCGAC 16 56,2
TtePriB-F2 GCCCTGGAGGAGGCCC
8 NeqSSB-F1 5’ ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA 39 58,2
TATGGATGAAGAGGAACTAATACAACTAATAA
TAGAAAAAACT
9 NeqSSB-L-Tag-  5’TCCTCCAGGGCGTCGACCCCTCCGCTTCC 26 54,8
R1 ATCGGCCTCTCCTTTAAAAGCTTTTA
10 TaqStoffel-L- 5’GAGAGGCCGATGGAAGCGGAGGGGTCGAC 16 56,2
NeqSSB-F2 GCCCTGGAGGAGGCCC
11 DBD-F1 5’ ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA 25 56,0
TATGCCATTGTGGGCTTTATCTTCAACCA
12 DBD-£-Tag-R1 5'TCCTCCAGGGCGTCGACCCCTCCGCTTCCGAA 25 54,0
AGCCAATAAAGCCAATGCTTGC
13 TaqStoffel-L- 5'TATTGGCTTTCGGAAGCGGAGGGGTCGACGC 16 56,2

DBD-F2

CCTGGAGGAGGCCC

Tm - temperatura topnienia starteréw obliczona przy pomocy programu Oligo Calc:

Oligonucleotide Properties Calculator [Met. 30] na podstawie algorytmu: Tm = 64.9 +41x(yG+zC-
16.4)/(wA+xT+yG+zC) gdzie w,x,y,z okreslaja odpowiednio ilo$¢ nukleotydéw A,T,G,C
Podkreslono sekwencje rozpoznania dla enzymoéw restrykcyjnych
Kolorem czerwonym oznaczono sekwencje komplementarne do genu
Na z6ttym tle oznaczono sekwencje linkera
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Na niebieskim tle oznaczono sekwencje plazmidu pET-30 Ek/LIC
Na rézowym tle oznaczono sekwencje domeny oligohistydynowej

Tabela 7. Startery do testow molekularnych fuzyjnych polimeraz DNA

Lp Nazwa Sekwencja Dtugos¢ Tm
' [nt] [°C]
1. pET_up 5’'GATGCGTCCGGCGTAGA 17 51,9
2. pET _ter 5'TGCTAGTTATTGCTCAGCGG 20 51,8
1. SpaO 5’AGAGCGTACCGAAGCGTCAC 20 55,9
2. 1KB 5'GGACAAGGTCGCTGAAGCCTTCG 23 60,6
3. 300/800 5'TCTCCAGCGTCCGGAGTTCT 20 55,9
4. 500/1000 5'GCTCCTGATACGTAACCTTGTCGCC 25 61,0
5. L1 5’'CAAGGCATCCACCGT 15 44,7
6. G1 5’'GAAGTCGTAACAAGG 15 39,2
7. P 5'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGC 24 62,5
8. pET_F 5’GATGCTGCTGGCTACCCTG 19 55,4
9. pET_R 5'TCAAGAACTCTGTAGCACCGC 21 54,4
10. Eco_F 5'GCACCATCAACAATAAAGGCGC 22 54,8
11. R5 5'TTCCGCTAATGCCATGGTGATAG 23 55,3
12. R8 5’AACGATGCGATATAGCCGACAC 22 54,8
13. R10 5'GCACCATCAACAATAAAGGCGC 22 54,8
14. Nucl 5’'GCGATTGATGGTGATACGGTT 21 52,4
15. Nuc2 5’AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 24 57,4
16. CCR5_F 5'CTTCATTACACCTGCAGCTCT 21 52,4
17. CCR5_R 5’'CACAGCCCTGTCCCTCTTCTTC 22 58,6
18. Myc_F 5’CCGCCGTTACCACCCTTACCACCGTT 26 64,3
19. Myc_R 5’GCACCGCACCCACCAGCGGC 20 64,1
Tabela 8. Startery wykorzystywane do utworzenia produktéw markerowych w oznaczeniu procesywnosci
© N
E Sekwencja S B
. £ =
T 5'TATCGGTCCATGAGACAAGCTTGCTTGCCAGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCC 54
P1 5’'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTG 25
P2 5’'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGG 26
P3 5'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGC 27
P4 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCA 28
P5 5'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAA 29
P6 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAG 30
P7 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGC 31
P8 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCA 32
P9 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAA 33
P10 5'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 34
P11 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGC 35
P12 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCT 36
P13 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTT 37
P14 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTG 38
P15 5'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGT 39
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P16 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTC 40
P17 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCT 41
P18 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTC 42
P19 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCA 43
P20 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCAT 44
P21 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCATG 45
P22 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCATGG 46
7. Enzymy restrykcyjne i ich bufory do reakcji trawienia
Tabela 9. Enzymy restrykcyjne stosowane w reakcjach trawienia
E T t
rest:;lilcr;ljny Sekwencja rozpoznania Bufor reakcyjny trzxir:eenriz F)rca]
BamHI 5'..GIGATCC ...3’ CutSmartBuffer 37
Ndel 5'...CATATG...3’ CutSmartBuffer 37
Xhol 5'..C'TCGAG...3’ CutSmartBuffer 37

Enzymy restrykcyjne oraz bufor do reakcji trawienia - New England BioLabs, USA

Bufor CutSmart:

20 mM Tris-octan pH 7,9
10 mM octan magnezu
50 mM octan potasu

100 pg/ml BSA

8. Odczynniki do reakcji Gibsona

OverLap Assembly mix - A&A Biotechnology, Polska:
Mix enzymo6w OverLap Assembly
5 x stezony bufor OverLap Assembly
dNTPs (10 mM)
Woda jatowa

9. Odczynniki do rozdziatu DNA za pomoca elektroforezy

agarozowej

Agaroza

Bromek etydyny 1 mg/ml

Bufor 50 x TAE

Bufor obcigzajacy do nanoszenia préobek
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Tabela 10. Sktad buforéw stosowanych w elektroforezie agarozowe;.

Bufor Objetos¢ konicowa Sktad
Nazwa llo$¢/stezenie
Tris 242 g
Bufor rozdzielajacy 0,5M EDTA 100 ml
50 x TAE 1000 ml Kwas octowy 57,1 ml
Woda destylowana Do 1000 ml
Ficoll 400 20%
Roztwdr do nanoszenia probek - EDTA 01M
Ksylen cyjanu 0,25%

10. Odczynniki do rozdziatu biatek za pomoca elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE)

Zel poliakrylamidowy, zageszczajgcy 5% (2 ml):

e Woda 1,4 ml
e 30% mieszanina akrylamidéw 0,33 ml
Akrylamid 29g
N, N’-metylenobisakrylamid lg
Woda destylowana 70 ml
e 1M Tris-HCIl pH 6,8 0,25 ml
e 10% SDS 0,02 ml
e 10% APS 0,02 ml
e TEMED 0,002 ml

Zel poliakrylamidowy, rozdzielajacy 10% (10 ml):

e Woda 4 ml

¢ 30% mieszanina akryloamidéw 3,3 ml
Akrylamid 29g
N, N’-metylenobisakrylamid 1lg
Woda destylowana 70 ml

e 1,5M Tris-HCl pH 8,8 2,5 ml

e 10% SDS 0,1 ml

e 10% APS 0,1 ml

e TEMED 0,008 ml

Roztwor barwiacy:

e (Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25¢g
e Metanol 10 ml
e Kwas octowy lodowaty 40 ml
e Woda destylowana 50 ml
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Roztwér 1 x Tris-Glicyna:

Roztwoér do nanoszenia probek na zel 5 x stezony:

11. Bufory do oczyszczania biatek

Glicyna

Tris-HCl

10% SDS

Woda destylowana

1 M Tris-HCl pH 6,8
Glicerol

10% SDS
-merkaptoetanol

1% btekit bromofenylowy
Woda destylowana

Bufor do zawieszania Ao:

50 mM Tris-HCI pH 9,0
500 mM KCl

0,1% Triton X-100

5 mM imidazol pH 9,0

Bufor do oczyszczania A:

50 mM Tris-HCl pH 9,0
500 mM KCI
5 mM imidazol pH 9,0

Bufor do oczyszczania B:

50 mM Tris-HCl pH 9,0
500 mM KCl
40 mM imidazol pH 9,0

Bufor do oczyszczania C:

50 mM Tris-HCl pH 9,0
500 mM KCl
300 mM imidazol pH 9,0

Bufor do dializy D:

188¢g
302¢g
10 ml
900 ml

0,6 ml
5ml
2 ml
0,5 ml
1 ml
0,9 ml
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100 mM Tris-HCl pH 8,0
100 mM KCI
0,2 mM EDTA

Bufor do przechowywania polimerazy DNA E:

50 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM KCl

1 mMDTT

0,1 mM EDTA

1% Tween 20

1% Nonidet X-100
50% glicerol

Bufor do regeneracji kolumny (2% SDS + 0,5 M EDTA)
Chlorek niklu
20% etanol

12. Odczynniki do filtracji zelowej

Bufor do chromatografii zelowej:

e 150 mM NacCl
e 100 mM Tris-HCl pH 8,0

13. Szczepy bakteryjne, DNA plazmidowe i genomowe

Szczep Escherichia coli BL RIL - Invitrogen, USA

Szczep Escherichia coli TOP10 - Invitrogen, USA

DNA Mycobacterium tuberculosis - kolekcja Katedry Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej
Szczep Thermus aquaticus DSM625 - DSMZ, Niemcy

Szczep Pyrococcus furiosus DSM3638 - DSMZ, Niemcy

Szczep Staphylococcus aureus MSSA - kolekcja Katedry Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej
Plazmid rekombinantowy pBAD/NeqSSB - kolekcja Katedry Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej
Plazmid rekombinantowy pBAD/RB69SSB - kolekcja Katedry Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej
Plazmid rekombinantowy pBAD/TtePriB - kolekcja Katedry Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej

53


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Materiaty

o  Wektor ekspresyjny pET-30 Ek/LIC- Novagen, USA
e Plazmid pET-30a(+) - Novagen, USA
e Plazmid pET-28a(+) - Novagen, USA

14. Odczynniki do izolacji genomowego DNA

e Bufor lizujgcy GL - Bioline, UK

e Bufor G1 - Bioline, UK

e Bufor G2 - Bioline, UK

e Proteinaza K - Bioline, UK

e Bufor do Proteinazy PR - Bioline, UK
e Bufor ptuczacy GW1 - Bioline, UK

e  Bufor ptuczacy GW2 - Bioline, UK

e Bufor do elucji G - Bioline, UK

15. Odczynniki do izolacji plazmidowego DNA

e Roztwo6r do zawieszania L1 - A&A Biotechnology, Polska
e Roztwor lizujacy L2 - A&A Biotechnology, Polska

e Roztwor neutralizujgcy GL3 - A&A Biotechnology, Polska
e Roztwor ptuczacy W - A&A Biotechnology, Polska

e Roztwor ptuczacy Al - A&A Biotechnology, Polska

e Roztwor do elucji (TE)- A&A Biotechnology, Polska

16. Odczynniki do oczyszczania DNA z Zelu agarozowego i po
reakcjach trawienia enzymatycznego

e Roztwo6r R7SI do rozpuszczania agarozy - A&A Biotechnology, Polska
e Roztwor ptuczacy Al - A&A Biotechnology, Polska

e Izopropanol - A&A Biotechnology, Polska

e 3 M octan sodu pH 5,5 - A&A Biotechnology, Polska

e Woda jatowa do elucji

17. Zestaw do oznaczania jednostkowos$ci polimeraz DNA

Zestaw EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay Kit firmy Biotium (USA)
posiadajacy w swoim sktadzie:

e 2 xstezony mix EvaEZ Polymerase Activity
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18. Pozostate bufory i roztwory

e Bufor TE pH 8,0 (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA)
e Bufor 10 mM Tris-HCI pH 8,5
e 0,1 M roztwér chlorku wapnia
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1. Izolacja genomowego DNA

Izolacje genomowego DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu ,Genomic
DNA Mini Kit” firmy Bioline postepujac zgodnie z protokotem zamieszczonym przez
producenta [Mat. 14].

2. 1zolacja plazmidowego DNA

Izolacje plazmidowego DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu ,Plasmid
Mini Kit” firmy A&A Biotechnology postepujac zgodnie z protokotem zamieszczonym
przez producenta [Mat. 15].

3. Elektroforetyczny rozdziat DNA w Zelu agarozowym

Rozdzial DNA przeprowadzano przy pomocy zelu agarozowego 1%, 1,5% lub
2% z dodatkiem bromku etydyny (o koficowym stezeniu 0,1 mg/ml) z uzyciem aparatu
do elektroforezy agarozowej wypetnionym buforem 1 x TAE [Mat. 9]. Do studzienek
nanoszono od 5 do 20 ul prébki DNA z dodatkiem 5 pl buforu obcigzajacego [Mat. 9].
Elektroforeze prowadzono w nastepujacych warunkach: 120 V, 30-45 min. Wynik
obserwowano pod lampg UV przy dtugosci fali 302 nm.
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4. Elektroforeza poliakrylamidowa biatek w warunkach
denaturujgcych SDS-PAGE

Elektroforeze SDS-PAGE poprzedzano denaturacja biatek, prowadzona poprzez
poddanie dziataniu czynnika denaturujgcego i wysokiej temperatury (10 min, 99°C).
Rozdziat prowadzono przez 70-90 min pod napieciem 160 V.

4.1. Przygotowanie zelu poliakrylamidowego

Przygotowanie zelu polegato na wylaniu 10% Zzelu rozdzielajacego, a nastepnie
5% zelu zageszczajgcego [Mat. 10] miedzy szklane szyby z grzebieniami pozwalajacymi
na uformowanie studzienek, uszczelnione specjalnymi gumkami i spiete klipsami. Po
zastygnieciu zel umieszczano w aparacie do elektroforezy z buforem 1 x Tris - Glicyna
[Mat. 10] i nanoszono na Zel uprzednio przygotowane prébki.

4.2. Przygotowanie prébek do elektroforezy biatkowej

Hodowle bakteryjne poddawano wirowaniu, a uzyskany osad zawieszano
w 100 pl buforu TE. Do 20 ul tak uzyskanego lizatu dodano 5 pl buforu do nanoszenia
[Mat. 10] i inkubowano przez 10 min w 99°C. Tak przygotowane prébki nanoszono do
studzienek z Zelem i rozdzielano.

4.3. Barwienie i odbarwianie zeli poliakrylamidowych

Zele poliakrylamidowe po zakohczonym rozdziale wyjmowano z pomiedzy
szyb i umieszczano w roztworze barwigcym [Mat. 10] na ok. 5 min. Nastepnie
odbarwiano poprzez kilkukrotne gotowanie w wodzie.

5. Izolacja DNA z zelu agarozowego

Izolacje DNA z Zelu agarozowego przeprowadzono przy uzyciu zestawu ,Gel-
Out Concentrator” firmy A&A Biotechnology postepujac zgodnie z protokotem
zamieszczonym przez producenta [Mat. 16]. Tak przygotowane DNA przechowywano
w temperaturze -20°C.

6. Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych przeprowadzono zestawem
,Gel-Out Concentrator” firmy A&A Biotechnology postepujac zgodnie z protokotem
zamieszczonym przez producenta [Mat. 16]. Tak przygotowane DNA przechowywano
w temperaturze -20°C.
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7. Amplifikacja gen6éw kodujacych fuzyjne polimerazy DNA

Otrzymanie DNA insertu przeznaczonego do klonowania polegato na
przeprowadzeniu dwéch niezaleznych reakcji PCR, ktére doprowadzity do otrzymania
konstruktu RB69SSB-TaqStoffel, NeqSSB-TaqStoffel, TtePriB-TaqStoffel lub DBD-Tags.
Pierwsza z reakcji amplifikacji (PCR 1) pozwolita na otrzymanie produktu PCR
o sekwencji nukleotydowej odpowiadajacej sekwencji genu kodujacego biatko wiagzace
DNA (NeqSSB, RB69SSB, TtePriB lub DBD) z dodatkowg sekwencjg lacznika oraz
komplementarng do 11 poczatkowych nukleotydéw genu kodujgcego polimeraze DNA.
Otrzymany w drugiej reakcji PCR (PCR 2) produkt zawierat sekwencje nukleotydowa
genu kodujacego polimeraze DNA z dodatkowymi nukleotydami tgcznika oraz 11
dodatkowymi  nukleotydami  komplementarnymi do  koncowej sekwencji
nukleotydowej genu kodujacego biatko wigzace DNA na N-koncu. Matryce DNA do
reakcji PCR stanowito wyizolowane genomowe DNA 1lub DNA plazmidu
rekombinantowego [Mat. 13]. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo-
czasowy reakcji PCR przedstawiajg tabele 11-14.

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR 1

Sktadnik Tlos¢ [ul]
Woda jatowa 15,5
Bufor KL 8,8 10 x stezony 2,5
MgClz [50 mM] 1
dNTPs [10 mM] 2,5
Starter X-F1 [10 uM] 1
Starter X-R1[10 uM ] 1
Polimeraza DNA HyperNova (Blirt) [1 U/ul] 0,5
Genomowe DNA/plazmidowe DNA [100 ng/pl] 1
Objetos¢ konicowa 25

Tabela 12. Profil temperaturowo-czasowy PCR 1

Etap Temperatura [°C] Czas [s] llos¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 300 1
Denaturacja 94 30
Przylaczanie starteréw 56 30 35
Elongacja 72 30
Wydtuzanie konicowe 72 300 1
Chtodzenie 4 ) 1

Tabela 13. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR 2

Sktadnik Nlo$¢ [ul]
Woda jatowa 15,5
Bufor KL 8,8 10 x stezony 2,5
MgClz [50 mM] 1
dNTPs [10 mM] 2,5
Starter X-F2 [10 uM] 1
Starter X-R2 [10 uM] 1
Polimeraza DNA HyperNova (Blirt) [1 U/pl] 0,5
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Genomowe DNA Thermus aquaticus [100 ng/pl] 1
Objetos¢ koncowa 25

Tabela 14. Profil temperaturowo-czasowy PCR 2

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Ilos¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 300 1
Denaturacja 94 30
Przylaczanie starteréw 56 30 35
Elongacja 72 90
Wydtuzanie koncowe 72 300 1
Chtodzenie 4 o 1

Produkty PCR tych dwdch reakcji amplifikacji postuzyty jako DNA insertéw w reakcji
Gibsona z  wykorzystaniem  zestawu OverLap Assembly mix (A&A
Biotechnology)[Mat. 8].

8. Reakcje trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi

Reakcje trawienia DNA wektora ekspresyjnego pET-30 Ek/LIC i DNA
plazmidéw rekombinantowych prowadzono przez 120 min w temperaturze 37°C.
Reakcje przeprowadzono =z uzyciem enzymdéw restrykcyjnych z dodatkiem
odpowiednich buforéw zalecanych przez producenta [Mat. 7].

Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej w przypadku trawienia DNA wektora ekspresyjnego

Sktad mieszaniny reakcyjnej [los¢ [ul]
DNA wektora pET-30 Ek/LIC [250 ng/ul] 25
Bufor CutSmart 10 x 3
Enzym BamHI [20 U] 1
Enzym Ndel [20 U] 1
Objetos¢ konicowa 30

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej w przypadku trawienia DNA plazmidéw rekombinantowych -
analiza restrykcyjna

Sktad mieszaniny reakcyjnej los¢ [pl]
DNA plazmidu rekombinantowego [250 ng/pl] 17
Bufor CutSmart 10 x 2
Enzym BamHI lub Xhol [20 U] 1
Objetos¢ koncowa 20

9. Reakcja Gibsona

Reakcja Gibsona z wykorzystaniem zestawu OverLap Assembly mix [Mat. 8]
prowadzono w termocyklerze [Mat. 2] w 50°C przez 60 min. Sktad mieszaniny
przedstawiono w tabeli 17.
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Tabela 17. Sktad mieszaniny reakcji Gibsona
Sktadnik [los¢ [pl]
Bufor 5 x OverLap Assembly (A&A Biotechnology)
dNTPs [10 pM]
Enzymy OverLap Assembly (A&A Biotechnology)
Woda jatowa
DNA insertu I [150 ng/ul]
DNA insertu Il [150 ng/ul]
DNA wektora [150 ng/pl]
Objetos¢ koncowa 20

W W W w NN S

DNA insertu I - gen kodujacy biatko wigzace DNA
DNA insertu II - gen kodujacy polimeraze DNA TaqStoffel
DNA wektora - plazmidowe DNA pET-30 Ek/LIC po trawieniu enzymem BamHI

Po reakgc;ji catg mieszanine (20 pl) dodano do 100 pl komérek kompetentnych E. coli
TOP10 [Met. 11].

10. Hodowle bakteryjne

10.1. Hodowle w pozywce ptynnej

Hodowle szczepéw bakteryjnych E. coli TOP10 [Mat. 13] prowadzono
w podtozu ptynnym LB bez dodatku antybiotyku, w wytrzasarce w temperaturze 37°C
przez ok. 16 h [Mat. 2]. Komérki E. coli TOP10 z DNA plazmidu rekombinantowego
hodowane byly w podtozu LB z dodatkiem kanamycyny (50 pg/ml). W celu uzyskania
ekspresji, komoérki E. coli BL RIL [Met. 11] transformowano plazmidem
rekombinantowym. Hodowla zaszczepiana byta eza z ptytki lub przez dodatek hodowli
ptynnej do LB z dodatkiem chloramfenikolu i kanamycyny [Mat. 4].

10.2. Hodowle na podtozu statym

Komorki E. coli TOP10 [Mat. 13] po transformacji wysiewane byty na podtoze
state LA z dodatkiem kanamycyny, natomiast komérki E. coli BL RIL [Mat. 13] na plytki
z dodatkiem kanamycyny i chloramfenikolu [Mat. 4]. Tak wysiane ptytki inkubowano
przez ok. 16 h w 37°C, a nastepnie przechowywano w 4°C.

11. Transformacja komdrek E. coli rekombinantowym DNA

11.1 Przygotowanie komdrek kompetentnych E. coli

Komoérki E. coli TOP10 lub E. coli BL RIL [Mat. 13] zaszczepiono w 2 ml LB [Mat.
4, Met. 10.1]. Hodowle prowadzono przez 16 h w 37°C i odmtodzono w 50 ml LB do
osiggniecia ODeoo = 0,2 - 0,3. Otrzymana hodowle zwirowano (10 min, 3000 obr/min,
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4°C), a osad zawieszono w 50 ml zimnego (4°C) 100 mM chlorku wapnia [Mat. 3]. Tak
przygotowang zawiesine inkubowano w lodzie przez 16 h i ponownie zwirowano (10
min, 3000 obr/min, 4°C), a otrzymany osad zawieszono w 1 ml 100 mM schtodzonego
chlorku wapnia [Mat. 3]. Tak przygotowane komorki kompetentne przechowywano
w lodzie.

11.2 Transformacja komoérek kompetentnych E. coli

Mieszanine po reakcji Gibsona [Met. 9] (lub wyizolowane DNA plazmidow
rekombinantowych [Met. 12]) dodano do 100 pl komdrek kompetentnych E. coli TOP10
(lub E. coli BL RIL [Mat. 13]) [Met. 11.1]. Otrzymang mieszanine inkubowano w lodzie
przez 40 min. Po tym czasie inkubacji przeprowadzono szok termiczny polegajacy na
umieszczeniu wyzej wymienionej mieszaniny na 60 s w termobloku o temperaturze
42°C, anastepnie inkubowano przez 2 min w lodzie. Po szoku termicznym do
mieszaniny dodano 600 ul LB [Mat. 4] i poddano inkubacji w temperaturze 37°C przez
60 min. Po tym czasie mieszanine zwirowano (10 min, 1800 obr/min), odrzucono 500
pl przesaczu, osad zawieszono w pozostatej ilosci supernatantu i wysiano na ptytki
z podtozem LA z dodatkiem kanamycyny lub kanamycyny i chloramfenikolu [Mat. 4].
Ptytki inkubowano przez ok. 16 h w 37°C.

12. Sprawdzenie obecno$ci DNA insertu

12.1 Sprawdzenie obecno$ci DNA insertu za pomocg analizy restrykcyjnej

Wstepna selekcje otrzymanych klonéw przeprowadzono stosujgc analize
wielkosci plazmidéw rekombinantowych w stosunku do DNA wektora (retardacja
w Zelu agarozowym) a nastepnie zastosowano analize restrykcyjna.

Wyizolowane plazmidowe rekombinantowe DNA [Met. 2] oraz DNA plazmidu
pET-30 Ek/LIC [Met. 13] poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w 1% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Mat. 9, Met. 3] w celu potwierdzenia
opdéznienia migracji plazmidéw rekombinantowych wzgledem DNA plazmidu
ekspresyjnego (pET-30 Ek/LIC). DNA opdZnionych plazmidéw rekombinantowych
poddano nastepnie analizie restrykcyjnej po zastosowaniu reakcji trawienia enzymem
BamHI [Mat. 7, Met. 8] przez 2 h w 37°C. Produkty reakgcji trawienia analizowano przy
pomocy rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym [Mat. 9, Met. 3].

12.2 Sprawdzenie obecno$ci DNA insertu za pomocg sekwencjonowania

W celu okreslenia poprawnos$ci klonowania oraz wykluczenia ewentualnych
mutacji punktowych w DNA insertu, otrzymane DNA plazmidéw rekombinantowych
poddano sekwencjonowaniu w firmie Genomed (Polska) przy uzyciu starteréw pET_up
i pET_ter [Mat. 6]. Otrzymane wyniki analizowano z wykorzystaniem programu
GeneDoc 2.7.0 oraz ClustalX2 [Met. 30].
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13. Ekspresja genow kodujacych biatka fuzyjne

13.1 Optymalizacja warunkéw ekspresji

Pozywke ptynng LB z dodatkiem kanamycyny oraz chloramfenikolu [Mat. 4]
zaszczepiono szeczep bakterii E. coli BL RIL, zawierajacym plazmid rekombinantowy
ihodowano je przez ok. 16 h w 37°C. Nastepnie hodowle odmtodzono w 20 ml LB
z dodatkiem kanamycyny oraz chloramfenikolu [Mat. 4]. Hodowle prowadzono w 30°C
do czasu osiaggniecia ODsoo = 0,3 - 0,4. Po tym czasie przeprowadzono indukcje IPTG
o koficowym stezeniu 1 mM [Mat. 4] i pobierano 1 ml prébki po 5 hi 16 h od indukciji.
Probki zwirowano (2 min, 5000 obr/min) izawieszano w 100 pl TE [Mat. 18],
a nastepnie przeprowadzono ich rozdziat w zelu poliakrylamidowym [Mat. 10, Met. 4].

13.2 Ekspresja gendw kodujacych fuzyjne polimerazy DNA w objetos$ci 1000 ml
pozywki

Szczepy bakteryjne E. coli BL RIL zawierajace plazmid rekombinantowy
zaszczepiono w pozywce plynnej LB z dodatkiem kanamycyny oraz chloramfenikolu
[Mat. 4] i hodowano w wytrzasarce [Mat. 2] przez ok. 16 h w 37°C. Hodowle
odmtodzono w 11 LB z dodatkiem kanamycyny oraz chloramfenikolu [Mat. 4]. Hodowle
prowadzono w 30°C do czasu osiggniecia ODeoo = 0,3 - 0,4. Po tym czasie
przeprowadzono indukcje z zastosowaniem IPTG o stezeniu koicowym 1 mM [Mat. 4].
Hodowle bakteryjng zwirowano (12 min, 5000 obr/min) po 5 h od indukgji. Otrzymany
osad gotowy do dalszego oczyszczania przechowywano w temperaturze -20°C.

14. Oczyszczanie fuzyjnych polimeraz DNA z uzyciem
chromatografii metalopowinowactwa

Pierwszy etap oczyszczania fuzyjnych polimeraz DNA zostat przeprowadzony
na kolumnie ze ztozem His-Trap (GE Healthcare) [Mat. 2]. Proces ten sktadat sie
z nastepujacych etapédw:

e Osad hodowli bakteryjnej zawieszono w 15 ml buforu Ao [Mat. 11] i poddano
sonikacji w lodzie (5 x 60 s, 23 kHz, amplituda 5 pm).

e Lizat komérkowy zwirowano (20 min, 14000 obr/min).

e Uzyskany przesacz zawierajacy biatka gospodarza poddano termicznej
denaturacji (15 min, 80°C) i zwirowano (20 min, 14000 obr/min).

o Kolumne zawierajaca ok. 5 ml ztoza His-Trap zréwnowazono 50 ml buforu A
[Mat. 11], a nastepnie naniesiono otrzymany po wirowaniu supernatant
zawierajacy preparat biatkowy.

e Zloze ptukano 200 ml buforu A [Mat. 11] w celu usuniecia zanieczyszczen
preparatu innymi biatkami.

e Biatka eluowano 30 ml buforu B (w przypadku fuzyjnych polimeraz DNA) lub
buforem C (w przypadku polimerazy DNA TaqStoffel) [Mat. 11].
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e Frakcje zebrano i poddano rozdziatowi w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE
[Mat. 10, Met. 4].

e Po zakonczeniu oczyszczania, zloze zregenerowano przeptukujac je 2% SDS
i50 mM EDTA oraz nanoszac roztwor chlorku niklu, ztoze przechowywano
w 20% roztworze etanolu [Mat. 11].

15. Usuwanie DNA z preparatéw biatkowych

W celu usuniecia $ladowych ilo$ci bakteryjnego DNA, preparaty biatkowe
uzyskane po oczyszczaniu z uzyciem metody chromatografii metalopowinowactwa
poddano dzialaniu benzonazy [Mat. 3], ktdra posiada zdolno$¢ trawienia wszystkich
rodzajéow kwasow nukleinowych. Dodano do niego 1 M MgCl: do konicowego stezenia
5mM oraz 5 U benzonazy [Mat. 3] i inkubowano przez 1 h w 37°C. Po tym czasie
dokonano dezaktywacji termicznej benzonazy poprzez inkubacje w 95°C przez 15 min.

16. Oczyszczanie fuzyjnych polimeraz DNA z uzyciem
chromatografii zelowej

W kolejnym etapie oczyszczania fuzyjnej polimerazy DNA oraz polimerazy
DNA TagqStoffel zastosowano chromatografie zelowa (saczenie molekularne), ktéra
umozliwita usuniecie benzonazy z preparatu biatkowego. Kolumne chromatograficzng
HiLoad 16/600 Superdex 75 Prep Grade (GE Healthcare) [Mat. 2] podiaczong do
systemu AKTA Purifier (GE Healthcare) [Mat. 2], przemyto jalowa wodg destylowang
(250 ml, 0,8 ml/min), a nastepnie zréwnowazono buforem do sgczenia molekularnego
[Mat. 12] (100 ml, 0,8 ml/min). Wykonano serie rozdziatéw chromatograficznych
2,5ml prébek zawierajacych kolejno: NeqSSB-TaqS, RB69SSB-TaqS, TtePriB-TaqgS,
DBD-TaqS oraz TaqStoffel. Kazdorazowo przez kolumne przepuszczano 40 ml buforu
do saczenia molekularnego [Mat. 12] przy statej predkosci przeptywu 0,8 ml/min. Po
przeprowadzeniu saczenia molekularnego wszystkich biatek, kolumne przemyto
150 ml jatowej wody destylowanej i 100 ml 20% etanolu [Mat. 3] przy statej predkosci
przeptywu 0,8 ml/min. 20 pl tak oczyszczonego preparatu rozdzielano w 1% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Mat. 9, Met. 3] w celu sprawdzenia
obecno$ci DNA w prébce.

17. Dializa oczyszczonych preparatow biatkowych

Preparaty biatkowe wolne od DNA poddano dializie w buforze D [Mat. 1, Mat.
11] w stosunku co najmniej 1:50. Proces prowadzono w 2 | kolbie [Mat. 1] przez 48 h
w 4°C, przy wykorzystaniu mieszadta magnetycznego [Mat. 2]. Po trzykrotnej dializie,
biatka zatezono przy pomocy kolumienek filtracyjnych (Millipore) o punkcie odciecia
10 kDa [Mat. 2]. Nastepnie do buforu dodano pozostate sktadniki stuzace stabilizacji
(bufor E) w celu przechowywania preparatu w temperaturze -20°C [Mat. 11].
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18. Badanie pozostatosci kwaséw nukleinoych w preparatach
biatkowych

Sprawdzenie pozostato$ci DNA E. coli w oczyszczonych preparatach fuzyjnych
polimeraz DNA zostato przeprowadzone trzema metodami: rozdziat elektorforetyczny
w zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3], pomiar spektrofotometryczny
przy pomocy aparatu NanoDrop 2000 (ThermoFisherScientific) [Mat. 2] oraz
amplifikacja fragmentu DNA polimorficznego regionu 16S-23S operonu rDNA E. coli.

18.1. Badanie obecnosci DNA w preparatach fuzyjnych polimeraz DNA metoda
elektroforetyczna

Metoda ta polegata na rozdziale elektroforetycznym oczyszczonych
preparatéw biatkowych (20 pl) w zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met.
3]. W przypadku stwierdzenia braku obecnosci DNA w badanych polimerazach DNA,
poddano je dodatkowym testom tzn. spektrofotometrycznym oraz z uzyciem reakcji
PCR opisanych ponize;j.

18.2. Badanie obecnosci DNA w preparatach fuzyjnych polimeraz DNA metoda
spektrofotometryczng

Badanie polegalo na pomiarze ilosci jedno- i dwuniciowego DNA
w preparatach biatkowych za pomoca spektrofotometru NanoDrop
(ThermoFisherScientific) [Mat. 2] nanoszac po 1 pl prébki. W przypadku braku
wykrytego DNA, polimerazy DNA poddano badaniu z uzyciem reakcji PCR.

18.3. Badanie obecnosci DNA w preparatach fuzyjnych polimeraz DNA
z uzyciem reakcji PCR

Metoda ta polegata na przeprowadzeniu reakcji amplifikacji fragmentu DNA
regionu 16S-23S rDNA Escherichia coli z zastosowaniem badanych polimeraz DNA
(tabela 18 i 19) i starteréow L1, G1 [Mat. 6]. Detekcje przeprowadzano przy pomocy
rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Mat.
9, Met. 3]. Rbwnocze$nie przeprowadzono reakcje PCR przy uzyciu 1 U komercyjnej
polimerazy DNA TaqNova (Blirt) oraz polimerazy Phusion (ThermoFisherScientific)
[Mat. 6]. Kontrolnie, dla kazdej z polimeraz DNA, przeprowadzono rekcje PCR
w warunkach przedstawionych w tabeli 18 i 19 z dodatkiem 10 ng genomowego DNA
E. coli (kontrola pozytywna).

Tabela 18. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] llos¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 15
Przytaczanie starterow 56 15 25
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Elongacja 72 15
Wydtuzanie koncowe 72 120 1
Chtodzenie 4 0 1
Tabela 19. Sktad mieszaniny reakcyjnej
Sktadnik [los¢ [ul]

Woda jatowa 11,9
Bufor Shark pH 8,3 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter L1 [10 uM] 0,8
Starter G1 [10 uM] 0,8
Fuzyjna polimeraza DNA 1
Genomowe DNA E. coli [100 ng/ul] -
Objetos¢ konicowa 20

19. Okres$lenie optymalnych warunkéw amplifikacji fuzyjnych
polimeraz DNA

19.1 Dob6r optymalnego buforu

Dobdr optymalnego buforu do amplifikacji DNA dla badanych polimeraz DNA
ustalono z uzyciem reakcji PCR stosujac dostepne komercyjnie bufory [Mat. 6]. Reakcje
prowadzono z uzyciem starteré6w SapO oraz 300/800 [Mat. 6] z wykorzystaniem jako
matrycy DNA plazmidu pET-30a(+) [Mat. 13] w seryjnych 2-krotnych rozcienczeniach
polimerazy DNA. Warunki reakcji przedstawiono w tabelach 20 i 21. Wyniki
amplifikacji DNA obserwowano za pomocg rozdziatu elektroforetycznego w zelu
agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

Tabela 20. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Ilos¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 15
Przylaczanie starteréw 55 15 25
Elongacja 72 15
Wydtuzanie konicowe 72 120 1
Chtodzenie 4 0 1

Tabela 21. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik [los¢ [ul]
Woda jatowa x
Bufor Shark pH 8,3 10 x 2
MgCl2 [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter SpaO [10 pM] 0,8
Starter 300/800 [10 uM] 0,8
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Fuzyjna polimeraza DNA 1/0,5/0,25/0,125
Plazmidowe DNA pET-30a(+) [120 ng/pl] 0,1
Objetos¢ koncowa 20

19.2. Dobér optymalnego stezenia chlorku magnezu

Okre$lenia wptywu jonéw Mg?* na amplifikacie DNA dokonano
z wykorzystaniem reakcji PCR [Mat. 6, Met. 19.1], ktérg prowadzono przy wzrastajacym
stezeniu soli MgClz (0-9 mM) w buforze reakcyjnym wybranym jako optymalny dla
badanych polimeraz DNA metodg opisang w pkt. 19.1 metod. Detekcji dokonano przy
pomocy rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat.
9, Met. 3].

19.3. Doboér optymalnego stezenia chlorku potasu lub siarczanu (VI) amonu

Zbadano wptyw stezenia soli KCl (10-90 mM) oraz (NH4)2S04 (10-90 mM) na
wydajno$c¢ reakcji PCR [Mat. 6, Met. 19.1] z wykorzystaniem badanych polimeraz DNA
w odpowiednim buforze reakcyjnym, wybranym jako optymalny dla badanych
polimeraz DNA metodg opisang w pkt. 19.1 metod. Detekcji dokonano przy pomocy
rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

19.4. Dobér optymalnego pH buforu reakcyjnego

Optymalne pH buforu reakcyjnego okreslono stosujac zakres pH od 7,2 do 9,0
(z zachowaniem optymalnego sktadu buforu dla badanych polimeraz DNA) [Mat. 6, Met.
19.1]. Detekcji dokonano przy pomocy rozdziatu elektroforetycznego w 1,5% zelu
agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

20. Okreslenie jednostek aktywnosci fuzyjnych polimeraz DNA

Aktywno$¢ enzymatyczna (U/ul) badanych preparatow zostata okreslona za
pomoca komercyjnego zestawu EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay Kit
firmy Biotium [Mat. 17]. Zestaw ten wykorzystuje zalezno$¢ poziomu fluorescencji
barwnika EvaGreen od czasu prowadzenia amplifikacji DNA.

Wyznaczenie jednostek aktywnoS$ci badanych polimeraz bylo oparte na
okresleniu ilo$ci nukleotydéw wbudowanych w czasie 30 min dla izotermicznej reakc;ji
prowadzonej w temperaturze optymalnej dla polimerazy DNA (TaqPol 72°C). Reakcje
izotermiczne prowadzono w aparacie do real-time PCR [Mat. 2] wedlug ponizszej
procedury:

1. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej zgodnie z zaleceniami producenta
stosujac seryjne 2-krotne rozcieficzenia badanych polimeraz DNA (tabela 22).
Pomiaru fluorescencji dokonywano z wykorzystaniem aparatu do real-time
PCR zgodnie z profilem reakcji producenta zestawu przedstawionym
w tabeli 23.
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Tabela 22. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik [los¢ [ul]
Woda jatowa x
2 x stezony mix EvaEZ Polymerase Activity 5
Fuzyjna polimeraza DNA 1/0,5/0,25.../0,0075
Objetos$¢ koncowa 10

Tabela 23. Profil temperaturowo-czasowy izotermicznej reakcji wydtuzania startera

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Szybko$¢ grzania [°C/s] los¢ cykli
Elongacja 72 13 4 200

2. Sporzadzenie wykresu zaleznosci fluorescencji barwnika EvaGreen od czasu
prowadzenia amplifikacji i wyznaczenie krzywej, ktéra w jak najwiekszym
stopniu zblizona jest do linii proste;j.

3. Wyznaczenie nachylenia krzywej i r6znicy fluorescencji (AF) :

AF=tga x t
tga - nachylenie krzywej [RFU/min]
t - czas [min]

4. Wyznaczenie maksymalnej réznicy poziomu fluorescencji (AFmax), co

przedstawione zostato na rysunku 17.

120

SnM Taq
100 - AN
"1l /
E 60
E AF AF pax
0.31nM Taq
40
/ nachylenie
o
20 I N A4
0 nM Taq
0
0 10 20 30 40 50 60
czas [min]

Rysunek 17. Wykres zaleznosci fluorescencji barwnika EvaGreen od czasu prowadzenia
amplifikacji z zaznaczonym katem nachylenia krzywej (o), réznicg fluorescencji krzywej, ktora w
jak najwiekszym stopniu zblizona jest do linii prostej (AF) oraz maksymalnej réznicy
fluorescencji (AFmax) (rysunek producenta)

5. Wyznaczenie ilo$ci przytaczonych nukleotydéw podczas reakcji wedtug wzoru:
n = (AF/ AFmax) x 0,135 nmol
n - ilo$¢ przytaczonych nukleotydéw
0,135 nmol - ilo$¢ dostepnych nukleotydéw w mieszaninie reakcyjnej. Reakcje
prowadzono w 10 pl, a nie 20 pl jak proponuje producent, dlatego ilosé
nukleotyd6w zostata zmniejszona 2-krotnie.
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6. Okreslenie jednostkowos$ci zgodnie z definicja wskazujaca, ze 1 jednostka
polimerazy DNA (1 U) to ilos¢ polimerazy DNA, ktéra jest w stanie wbudowac
10 nmol dNTP w temperaturze 72°C w czasie 30 minut (35)
Stad:
1
u=nx-—
N
u - ilo$¢ jednostek aktywnosci polimerazy DNA [U]
N - ilo$¢ nukleotyd6éw wynoszaca 10 nmol

21. Okreslenie termostabilnosci fuzyjnych polimeraz DNA

W celu okreslenia termostabilnosci badanych polimeraz DNA postepowano
zgodnie z protokotem, opisanym przez Dabrowski i Kur (95), inkubujac polimerazy
DNA w temperaturze 95°C i 99°C w czasie od 0 do 60 min, a nastepnie przeprowadzajac
reakcje PCR. Reakcje prowadzono w optymalnym buforze reakcyjnym dla badanych
polimeraz DNA [Met. 19] z uzyciem starteréw SapO oraz 300/800 [Mat. 6]
z wykorzystaniem jako matrycy DNA plazmidu pET-30a(+) [Mat. 13]. Warunki reakcji
oraz sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabelach 20 i 24. Detekcji dokonano
przy pomocy rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym z bromkiem etydyny
[Mat. 9, Met. 3].

Tabela 24. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik Tlos¢ [ul]
Woda jatowa 11,8
Bufor pH 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM)] 2
Starter SpaO [10 pM] 0,8
Starter 300/800 [10 uM] 0,8
Polimeraza DNA [1 U/ul] 1
Plazmidowe DNA pET-30a(+) [120 ng/pl] 0,1
Objetos¢ koncowa 20

22. Wyznaczenie procesywnosci fuzyjnych polimeraz DNA

Procesywno$¢ badanych polimeraz DNA okre$lono z wykorzystaniem
izotermicznej reakcji z zastosowaniem aparatu do real-time PCR [Mat. 2]. Reakcje
przeprowadzono w termobloku wyposazonym w klape grzejng [Mat. 2] w oparciu
o procedure przedstawiong w publikacji Elshawadfy i wspo6tpracownikéw (96). Reakcje
przeprowadzono w optymalnej dla polimerazy DNA Taq temperaturze wydtuzania
72°C. Zastosowano definicje procesywno$ci rozumianej jako ilo$¢ nukleotydow
wbudowywanych podczas jednej reakcji katalitycznej (97).

W celu zapewnienia warunkéw jednokrotnego przylgczenia sie polimerazy
DNA do nici DNA reakcje prowadzono w obecnosci ,putapki” - heparyny, ktéra
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wykazuje wysokie powinowactwo do polimerazy DNA (98). Reakcje przeprowadzono
w termobloku wedtug ponizszej przedstawionych etapow:

1. Inkubacja mieszaniny reakcyjnej z polimeraza DNA w 50°C przez 5 min
o sktadzie przedstawionym w tabeli 25.

Tabela 25. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik [los¢ [ul]

Woda jatowa 43
Bufor pH 8,0 10 x 10
dNTPs [10 mM] 20
Starter P [10 uM] 4
Starter T [10 uM]

Barwnik EvaGreen 3
Polimeraza DNA 1 U/pl 1
Objetos¢ koncowa 85

2. Inicjacja reakcji przez dodanie 15 pul Mg2+ [50 mM] oraz 15 pl heparyny [0,6
mg/pl] i przeniesienie do termobloku o temperaturze 72°C.

3. Pobieranie po 10 pl probki w réznych odstepach czasu: 0,1, 2,51 10 min
i schtodzenie w lodzie.

4. Detekcja otrzymanych fragmentéw DNA.

Detekcje wuzyskanych fragmentéw DNA przeprowadzono przy uzyciu
termocyklera MyGo [Mat. 3]. Dla powstajacych produktéow DNA w réznym czasie
wyznaczano temperature topnienia. Reakcja byta prowadzona w warunkach
temperaturowo-czasowych przedstawionych w tabeli 26.

Tabela 26. Warunki temperaturowo-czasowe reakgcji

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Szybko$¢ grzania/chtodzenia [°C/s]
Denaturacja 95 10 5
Etap poczatkowy 60 60 4
Etap koncowy 97 1 0,201

Wyznaczenie procesywnos$ci badanych polimeraz DNA polegalo na
poréwnaniu temperatury topnienia produktéw powstajgcych w reakcji amplifikacji.
Wyzsza temperatura ich topnienia §wiadczyta o powstaniu dtuzszego fragmentu DNA,
a tym samym wiekszej procesywno$ci badanych polimeraz DNA. Precyzyjne okreslenie
procesywnosci polegato na poréwnaniu uzyskanych profili temperaturowych badanych
polimeraz DNA z wczes$niej otrzymanymi profilami fragmentéw DNA o Scisle okresSlonej
dtugosci stuzacych jako markery. Wyznaczenie ilo$ci wbudowanych nukleotydéw byto
mozliwe dzieki wyznaczeniu temperatury topnienia amplikonéw. W celu uzyskania
profili topnienia fragmentéw DNA markerowych przeprowadzono reakcje hybrydyzacji
(warunki przedstawiono w tabeli 27) matrycy DNA (oligomer T) [Mat. 6, tabela 7] ze
starterami (kolejno P1, P2.., P22) komplementarnymi do oligomeru T diluzszymi
wzgledem siebie kolejno o 1, 2, 3...,, 22 nukleotydy [Mat. 6, tabela 8], a tak uzyskane

69


http://mostwiedzy.pl

Metody

zhybrydyzowane fragmenty DNA poddano procesowi topnienia (tabela 26). Otrzymane
wyniki dla fragmentéow DNA markerowych i sekwencje uzytych starteréow, ktére
postuzyly otrzymaniu marker6w przedstawiono w tabeli 28.

Tabela 27. Warunki temperaturowo-czasowe procesu hybrydyzacji

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Szybko$¢ grzania/chtodzenia [°C/s]
Denaturacja 99 1 5
Hybrydyzacja 4 3] 1

Tabela 28. Temperatury topnienia fragmentéw DNA markerowych

Temperatura
[los¢ topnienia
dobudowanych zhybrydyzo- Sekwencja startera
dNTPs wanego DNA
[°C]
(Matryca DNA) : 3’CCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGACCGTTCGTTCGAACAGAGTACCTG
GCTAT

1nt 73,34 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTG

2nt 74,27 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGG

3nt 74,97 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGC

4 nt 75,84 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCA

5nt 75,96 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAA

6 nt 76,21 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAG

7 nt 76,39 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGC

8 nt 76,68 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCA

9 nt 77,31 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAA

10 nt 77,65 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG

11nt 77,89 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGC

12 nt 78,03 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCT

13 nt 78,22 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTT

14 nt 78,53 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTG

15nt 78,64 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGT

16 nt 78,75 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTC

17 nt 79,61 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCT

18 nt 79,94 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTC

19 nt 80,42 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCA
20 nt 80,72 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCAT
21nt 81,23 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCATG
22 nt 82,06 5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAGCTTGTCTCATGG
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23. Oznaczenie szybkos$ci syntezy DNA dla fuzyjnych polimeraz
DNA

Badanie szybkos$¢ syntezy DNA, rozumianej jako ilo$¢ nukleotydow
wbudowywanych przez 1 U polimerazy DNA w ciggu jednej sekundy (nt/s) (74),
przeprowadzono z wykorzystaniem reakcji PCR stosujgc rézne czasy wydtuzania od 5 s
do 60 s. Jako matrycy DNA uzyto plazmidowego DNA pET-30a(+) oraz starteréw
w nastepujacych konfiguracjach: startery SpaO i 300/800 (produkt DNA 300 pz),
startery Spa0O i 500/1000 (produkt DNA 500 pz), startery 1KB 500/1000 (produkt DNA
1000 pz), oczekujac produktéw o diugosci 300 pz, 500 pz i 1000 pz zgodnie
z warunkami podanymi w tabelach 29 i 30. Detekcji dokonano przy pomocy rozdziatu
elektroforetycznego w 1,5% Zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

Tabela 29. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] [los¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 15
Przytaczanie starteréw 55 15 25
Elongacja 72 5/10/15...60
Wydtuzanie konicowe 72 120 1
Chtodzenie 4 [ 1

Tabela 30. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik [los¢ [pl]
Woda jatowa 11,8
Bufor pH 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter SpaO lub 1KB [10 puM] 0,8
Starter 300/800 lub 500/1000 [10 puM] 0,8
Polimeraza DNA 1 U/pl 1
Plazmidowe DNA pET-30a(+) [120 ng/ul] 0,1
Objetos¢ konicowa 20

24. Badanie czutosci fuzyjnych polimeraz DNA

Badanie czutosci fuzyjnych polimeraz DNA prowadzono przy uzyciu reakcji
PCR w oparciu o protokét opisany przez Halley i Prezioso (99). Reakcje PCR
prowadzono w warunkach zoptymalizowanych dla polimerazy DNA [Met. 19],
z wykorzystaniem jako matrycy plazmidowego DNA pET-28a(+) oraz starteréw pET_F i
pET_R [Mat. 6].

Oczekiwana wielko$§¢ produktu PCR to 1264 pz. Reakcje prowadzono
z zastosowaniem 10-krotnych seryjnych rozcieniczen plazmidowego DNA pET-28a(+) w
zakresie od 10-krotnego do 10 000 000-krotnego rozcieficzenia, zgodnie z warunkami
przedstawionymi w tabelach 31 i 32. Otrzymane produkty PCR rozdzielano w 1,5%
zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].
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Tabela 31. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Ilo$¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 15
Przytaczanie starterow 55 15 25
Elongacja 72 60
Wydtuzanie konicowe 72 120 1
Chtodzenie 4 o0 1
Tabela 32. Sktad mieszaniny reakcyjnej
Sktadnik llos¢ [pl]
Woda jatowa X
Bufor pH 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM)] 2
Starter pET_F [10 mM] 0,8
Starter pET_R [10 mM] 0,8
Polimeraza DNA 1 U/pl 1
Plazmidowe DNA pET-28a(+) [300 ng/ul] 10-1-10-7
Objetos¢ konicowa 20

25. Okreslenie wydajnos$ci amplifikacji dtugich fragmentow

DNA przez fuzyjne polimerazy DNA

Wydajnos¢ amplifikacji dtugich fragmentéw DNA przez badane polimerazy

DNA zbadano w oparciu o metode zaproponowana przez Kwona i wspétpracownikow
(100). Do reakcji PCR wykorzystano jako matryce genomowe DNA E. coli [Mat. 13] oraz
startery pozwalajace na otrzymanie trzech réznej dtugosci produktéw: 5 kpz (startery
Eco_F iR5), 8 kpz (startery Eco_F i R8) oraz 10 kpz (startery Eco_F i R10) [Mat. 6].
Zastosowano ten sam profil temperaturowo-czasowy z uwzglednieniem jedynie

réznych czaséw elongacji (60s na 1kpz). Otrzymane produkty rozdzielano w 1% zelu
agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]. Profil reakcyjny i sktad mieszaniny

przedstawiajg tabele 33 i 34.

Tabela 33. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] los¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 30
Przytaczanie starteréw 56 30 30
Elongacja 72 60 s/kpz
Wydtuzanie koncowe 72 120 1
Chtodzenie 4 ) 1
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Tabela 34. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik [los¢ [ul]
Woda jatowa 11,8
Bufor pH 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter Eco_F [10 mM] 0,8
Starter R5 lub R8 lub R10 [10 mM] 0,8
Polimeraza DNA 1 U/pl 1
Genomowe DNA E. coli [100 ng] 0,1
Objetos¢ koncowa 20

26. Badanie zdolnoS$ci fuzyjnych polimeraz DNA do amplifikacji
DNA o duzej zawartos$ci par GC

Aby okresli¢ zdolno$¢ badanych polimeraz DNA do amplifikacji DNA bogatego
w pary GC wykorzystano jako matryce genomowe DNA wyizolowane z Mycobacterium
tuberculosis [Mat. 13, 14, Met. 1]. Do reakcji PCR uzyto startery Myc_F i Myc_R [Mat. 6],
ktére pozwolity na otrzymanie fragmentu DNA wielkos$ci 301 pz o zawartos$¢ 78% par
GC. Reakcje prowadzono w warunkach zoptymalizowanych dla badanych polimeraz
DNA ze wzrastajacg iloScig polimerazy DNA. Warunki temperaturowo-czasowe oraz
sktad mieszaniny podano w tabelach 35 i 36. Otrzymane produkty PCR rozdzielano
w 2% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

Tabela 35. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Ilos¢ cykli
Denaturacja wstepna 95 180 1
Denaturacja 95 15
Przylaczanie starteréw 64 15 35
Elongacja 72 15
Wydtuzanie konicowe 72 120 1
Chtodzenie 4 0 1

Tabela 36. Sktad mieszaniny reakcyjne;j

Sktadnik Tlos¢ [ul]

Woda jatowa x
Bufor pH 8,0 10 x

MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter Myc_F [10 mM] 0,8
Starter Myc_R [10 mM] 0,8
Polimeraza DNA 1 U/l 1-8
Genomowe DNA M. tuberculosis [50 ng/ul] 1
Objetos¢ koncowa 20

* dla polimerazy DNA referencyjnej TaqStoffel uzyto do reakcji PCR 1 - 8 U polimerazy,
dla fuzyjnych polimeraz DNA 1 - 3 U.
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27. Badanie odpornosci fuzyjnych polimeraz DNA na inhibitory

27.1 Badanie zdolnosci fuzyjnych polimeraz DNA do amplifikacji w obecnoSci
laktoferyny i heparyny jako inhibitoréw z krwi

Okres$lenie  wrazliwo$ci badanych polimeraz DNA na inhibitory
przeprowadzono za pomocg reakcji PCR z wykorzystaniem plazmidowego DNA pET-
30a(+) [Mat. 13], starteré6w SpaOi 300/800 [Mat. 6] oraz dodatku poszczegdlnych
inhibitorow - laktoferyny (w zakresie stezen 0,84 pg - 54 pg) i heparyny (w zakresie
stezen 4,7 ng - 600 ng) [Mat. 3]. Reakcje prowadzono w warunkach przedstawionych
w tabelach 37 138. Otrzymane produkty rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym
z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

Tabela 37. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Ilos¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 15
Przytaczanie starteréw 55 15 25
Elongacja 72 15
Wydtuzanie koncowe 72 300
Chtodzenie 4 o 1

Tabela 38. Sktad mieszaniny reakcyjne;j

Sktadnik [los¢ [pl]
Woda jatowa + inhibitor 11,8
Bufor 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter SpaO [10 pM] 0,8
Starter 300/800 [10 uM] 0,8
Polimeraza DNA 1U 1
Plazmidowe DNA pET-30a(+) [100 ng/pl] 0,1

27.2 Badanie zdolnosci fuzyjnych polimeraz DNA do amplifikacji w obecno$ci
krwi petnej

Odporno$¢ polimeraz DNA na hamujgce dziatanie krwi pelnej zostato
przeprowadzone z wykorzystaniem techniki PCR z zastosowaniem rdéznych zrédet
matrycowego DNA: plazmidowe DNA, genomowe DNA, DNA pochodzace bezposrednio
z hodowli bakteryjnej oraz z wykorzystaniem krwi jako Zrédta DNA (z limfocytow).

27.2.1 Wykorzystanie plazmidowego DNA jako matrycy DNA w reakcji PCR
w obecnosci krwi

Eksperyment przeprowadzono analogicznie do badania odpornosci na
inhibitory z krwi [Met. 27.1] stosujac wzrastajace stezenie krwi [Mat. 3] od 0,2% (lub
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0,3%) do 10%. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy
przedstawiono w tabelach 37 i 38. Otrzymane produkty PCR rozdzielano w 1,5% zelu
agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

27.2.2 Wykorzystanie genomowego DNA jako matrycy DNA w reakcji PCR w
obecnosci krwi

Eksperyment odporno$ci na inhibitory z krwi przeprowadzono
z wykorzystaniem oczyszczonego genomowego DNA Staphylococcus aureus [Mat. 13]
analogicznie jak w badaniu z plazmidowym DNA [Met. 27.2.1]. Amplifikacji poddano
fragment genu nucA Staphylococcus aureus stosujac startery Nucl i Nuc2 [Mat. 6] (101)
i warunki amplifikacji przedstawione w tabelach 37 i 39. Otrzymane produkty
rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

Tabela 39. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik [los¢ [pl]
Woda jatowa + inhibitor 11,8
Bufor 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter Nucl [10 uM] 0,8
Starter Nuc2 [10 uM] 0,8
Polimeraza DNA 1 U 1
Genomowe DNA S. aureus [100 ng/pl] 0,1

27.2.3 Wykorzystanie DNA pochodzqcego z hodowli bakteryjnej jako matrycy
w reakcji PCR w obecnosci krwi

Eksperyment przeprowadzono analogicznie do badania odpornosci na
inhibitory z krwi wykorzystujac oczyszczone genomowe DNA [Met. 27.2.2] z t3 réznicg,
ze matrycowe DNA zostato zastgpione 5 ul hodowli bakteryjnej Staphylococcus aureus
(ODs60o = 0,50) [Mat. 13] uprzednio inkubowanej 5 min w temperaturze 99°C . Warunki
temperaturowo-czasowe oraz sklad mieszaniny przedstawiajg tabele 37 i 40.
Otrzymane produkty rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat.
9, Met. 3].

Tabela 40. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik Tlos¢ [ul]
Woda jatowa + inhibitor 6,9
Bufor 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter Nucl [10 uM] 0,8
Starter Nuc2 [10 uM] 0,8
Polimeraza DNA 1 U 1
Hodowla bakteryjna S. aureus [ODsoo = 0,50] 5
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27.2.4 Wykorzystanie DNA pochodzqcego z krwi jako matrycy w reakcji PCR

Eksperyment zostat przeprowadzony w oparciu o metode przedstawiong przez
Kermekchiev i wspétpracownikéw (68). Odporno$¢ na krew peing zostata zbadana
z uzyciem starterow CCR5_1 i CCR5_2 [Mat. 6] komplementarnych do sekwencji
ludzkiego genu CCR5 (102) bez dodatku matrycy DNA z zewnatrz (tabela 40). Matryca
w reakcji PCR byto DNA zawarte w limfocytach krwi. Reakcje prowadzono stosujac
seryjne dwukrotne rozciennczenia krwi w mieszaninie reakcyjnej. Badany zakres
stezenia krwi w mieszaninie wynosit od 0,15% do 10%. Warunki temperaturowo-
czasowe oraz sktad mieszaniny przedstawiajg tabele 37 i 41. Otrzymane produkty PCR
rozdzielano w 1,5% Zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]

Tabela 41. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik Tlos¢ [ul]
Woda jatowa + krew petna 11,9
Bufor 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter CCR5_1 [10 puM] 0,8
Starter CCR5_2 [10 uM] 0,8
Polimeraza DNA 1 U 1

28. Wptyw biatek fuzyjnych rekombinantowych polimeraz DNA
na amplifikacje w warunkach wysokich temperatur
hybrydyzacji starterow

Zbadano wplyw fuzji biatek wiazacych sie do DNA w rekombinantowych
polimerazach w warunkach wysokich temperatur hybrydyzacji starteréw stosowanych
w celu podniesienia specyficznosci reakcji. Jako matryce do amplifikacji zastosowano
fragment genu CCR5 kodujacego ludzki receptor dla [-chemokin. Materiatem
wyj$ciowym byto wyizolowane genomowe DNA ludzkie [Mat. 14. Met. 1].
Przeprowadzono serie reakcji PCR w warunkach zmiennej temperatury przytaczania
starteréw, podnoszac ja co 1°C poczawszy od temperatury optymalnej 55°C do
temperatury 72°C. Warunki temperaturowo-czasowe oraz sklad mieszaniny
przedstawiajg tabele 42 i 43. Otrzymane produkty PCR rozdzielono w 1,5% zZelu
agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3].

Tabela 42. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] los¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 60 1
Denaturacja 94 30
Przylaczanie starteréw 56 55,0/ 56,2,...72,0 25
Elongacja 72 15
Wydtuzanie konicowe 72 300 1
Chtodzenie 4 o) 1
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Tabela 43. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik [los¢ [ul]
Woda jatowa 11,8
Bufor pH 8,0 10 x 2
MgClz [50 mM] 1,5
dNTPs [10 mM] 2
Starter CCR5_1 [10 uM] 0,8
Starter CCR5_2 [10 puM] 0,8
Genomowe DNA ludzkie [120 ng/ul] 0,1
Polimeraza DNA1 U 1

29. Badanie oddziatywania fuzyjnych polimeraz DNA z ssDNA
i dsDNA

W celu wykazania zdolno$ci badanych polimeraz DNA do wigzania réznych
rodzajéow DNA oraz wskazania ich preferencji do wigzania jedno- lub dwuniciowego
DNA przeprowadzono test EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay). Test
przeprowadzono zgodnie z  protokolem opisanym przez Olszewskiego
i wspotpracownikéw (86). Badana polimeraze DNA inkubowano z dodatkiem 10 pmol
oligonuklotydéw d(T)7¢ [Mat. 3] znakowanych fluorescencyjnie na koncu 5’ i 2,5 pmol
produktu PCR o dtugosci 100 pz przez 10 min w temperaturze pokojowej. Zastosowano
nastepujace zakresy stezen dla polimeraz DNA: 3,3 - 211,2 pmol dla fuzyjnych
polimeraz DNA, 24,6 - 1574,4 pmol dla referencyjnej polimerazy DNA TaqS. Po
inkubacji cata mieszanine rozdzielono w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny [Mat. 9, Met. 3].

30. Uzywane programy komputerowe

e Vector NTI 6.0,

e Plasma DNA,

e Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator,
e NEBcutter 2.0,

e Expasy,

e (ClustalX2,

e GeneDoc 2.7.0,

e GelAnalyzer,

e MolBiol.
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Badania przedstawione w niniejszej pracy miaty na celu zbadanie wptywu fuzji
biatek wigzacych sie do DNA z polimerazag DNA Thermus aquaticus na jej wlasciwosci
istotne w amplifikacji technika PCR tj.: procesywnos¢, czuto$¢, wrazliwo$¢ na
inhibitory, termostabilno$¢, wydajno$¢ amplifikacji DNA w obecnosci tzw. Trudnych
matryc itp. Cechy te sa istotne dla reakcji PCR, ktéra znalazta szerokie zastosowanie
w diagnostyce molekularnej i inzynierii genetycznej.

Zaprojektowano 4 fuzyjne polimerazy DNA sktadajace sie z biatka NeqSSB,
RB69SSB, TtePriB i domeny wigzacej DNA (DBD), potaczonych za pomoca
sze$cioaminokwasowego linkera z N-konicem polimerazy DNA TaqStoffel, tym samym
zastepujac domene 5°—3’ egzonukleolityczng w natywnej polimerazie DNA Taq.
Pierwszy etap prac obejmowat optymalizacje otrzymywania i oczyszczania fuzyjnych
polimeraz DNA: NeqSSB-TaqgS, DBD-TaqS, RB69SSB-TaqS oraz TtePriB-TaqgS, a takze
referencyjnej polimerazy DNA TaqStoffel. W drugim etapie badan opracowano
metodyke niezbedng do charakterystyki fuzyjnych polimeraz DNA. Wyniki badan
poréwnywano z rezultatami uzyskanymi dla referencyjnej polimerazy TaqStoffel.
Nastepnie wskazano potencjalne zastosowania otrzymanych fuzyjnych polimeraz DNA
oraz wytoniono fuzyjna polimeraze DNA o najkorzystniejszych cechach pod wzgledem
jej uzytecznos$ci. Okreslono réwniez cechy jakimi powinno odznacza¢ sie biatko jako
kandydat do fuzji, co ma w przyszio$ci utatwi¢ racjonalne projektowanie innych
fuzyjnych polimeraz DNA.

L. Otrzymywanie fuzyjnych polimeraz DNA

Rozdziat ten przedstawia wyniki pracy zwigzanej z otrzymaniem czterech réznych
fuzyjnych polimeraz DNA TagqStoffel, ktére za pomoca szeScioaminokwasowego
tacznika o sekwencji Gly - Ser - Gly - Gly - Val - Asp (77) potaczono z jednym z biatek
(lub domeng) wiazacym kwasy nukleinowe: RB69SSB (pochodzacym z bakteriofaga
RB69), TtePriB (z Thermoanaerobacter tengcongensis), NeqSSB (wyizolowanym
z Nanoarchaeum equitans) oraz domeng DBD ligazy Pyrococcus furiosus. Otrzymywanie
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fuzyjnych polimeraz DNA bylto zwigzane z: klonowaniem metoda Gibsona, ekspresja
genow kodujacych fuzyjne polimerazy DNA oraz ich oczyszczaniem.

1. Klonowanie gen6w kodujacych biatka RB69SSB- TaqsS,
NeqSSB-TaqS, TtePriB-TaqS oraz DBD-TaqS

Klonowanie genéw kodujgcych fuzyjne polimerazy DNA miato na celu
otrzymanie plazmidéw ekspresyjnych pET-30-RB69SSB-TaqS, pET-30-NeqSSB-Tags,
pET-30-TtePriB-TaqS oraz pET-30-DBD-TaqS, a nastepnie transformacje komadrek
kompetentnych Escherichia coli TOP10.

1.1. Izolacja genomowego DNA

Wyizolowano genomowe DNA z mikroorganizméw Thermus aquaticus oraz
Pyrococcus furiosus [Mat. 14, Met. 1], ktére stanowity matryce DNA do reakcji PCR [Met.
7]. Otrzymano genomowe DNA o stezeniu ok. 100 ng/ul.

1.2 Amplifikacja genéw kodujacych fuzyjne polimerazy DNA

Przeprowadzono po dwie niezalezne reakcje PCR, ktére doprowadzity do
otrzymania petnych konstruktéw fuzyjnych polimeraz DNA: RB69SSB-TaqS, NeqSSB-
TaqS, TtePriB-TaqS oraz DBD-TaqS.

W pierwszej reakcji uzyskano produkt PCR o sekwencji nukleotydowej genu
kodujgcego biatko RB69SSB, NeqSSB, TtePriB lub DBD z dodatkowg sekwencja tgcznika
oraz sekwencjg komplementarng do 11 poczatkowych nukleotydéw genu kodujacego
N-koniec polimerazy DNA TaqStoffel. Produkty amplifikacji posiadaty odpowiednio
dtugos¢ 959, 790, 709 i 682 pz.

Drugi produkt PCR (o sumarycznej dtugosci 1703 pz) zawierat sekwencje
nukleotydowg genu kodujacego polimeraze DNA TaqStoffel poprzedzong dodatkowymi
nukleotydami tacznika oraz 11 dodatkowymi nukleotydami komplementarnymi do
sekwencji nukleotydowej genu kodujacego C-koniec biatka fuzyjnego.

W reakcjach tych uzyto par odpowiednio zaprojektowanych starteréw [Mat. 6,
Met. 7]. Otrzymane produkty reakcji PCR rozdzielono w 1,5% Zelu agarozowym
z bromkiem etydyny [Met. 3, Mat. 9] (Rysunek 18).

A B C D

1703 pz 13

1703 pz

&

s ot i
o

Rysunek 18. Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR w 1,5% zelu agarozowym.
M - marker wielko$ci DNA GeneRuler™ (75 - 20000 pz) [Mat. 5]
A: 1 - 3 - produkty amplifikacji genu rb69ssh
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4 - 6 - produkty amplifikacji genu tagstoffel

1 - 2 - produkty amplifikacji genu neqssh

4 - 6 - produkty amplifikacji genu tagstoffel
C: 1 - 2 - produkty amplifikacji genu tagstoffel

4 - 6 - produkty amplifikacji genu tteprib

1 - 2 - produkty amplifikacji genu tagstoffel

4 - 5 - produkty amplifikacji genu dbd

1.3 Klonowanie gen6w kodujacych fuzyjne polimerazy DNA do DNA wektora
ekspresyjnego pET-30 Ek/LIC

Konstrukcja rekombinantowych plazmidéw DNA zawierajacych geny kodujace
biatka RB69SSB-TaqS, NeqSSB-TaqS, TtePriB-TaqS oraz DBD-TaqS obejmowata
wyciecie produktéw PCR z zelu agarozowego i oczyszczenie DNA metoda Gel-Out [Met.
5], reakcje trawienia DNA plazmidu pET-30 Ek/LIC enzymami restrykcyjnymi BamHI
i Ndel [Met. 8] oraz reakcje fuzji gendéw z uzyciem DNA insertéw (kodujacych biatko
fuzyjne i polimeraze DNA TaqStofffel) i DNA plazmidu [Met. 9]. Schemat klonowania na
przyktadzie DNA plazmidu zawierajagcego gen kodujacy fuzyjna polimeraze DNA
NeqSSB-TaqS przedstawiono na rysunku 19. Komdrki kompetentne E. coli TOP10
transformowano tak otrzymanym plazmidem rekombinantowym [Met. 11], wysiewano
na podioze LA z dodatkiem kanamycyny [Mat. 4.] i hodowano ok. 16 h w 37°C.
Otrzymane na podtozu statym kolonie bakteryjne przenoszono na podtoze ptynne LB
z dodatkiem kanamycyny [Mat. 4] i prowadzono hodowle w wytrzasarce [Mat. 2]
w 37°C przez 16 godzin [Mat. 4, Met 10].

PET30EK/LIC I\nkeﬂneu'sg_gt‘-;:%
~—dh
linker = tag Stoffel PET3OEK/LIC
T Rz
“PCRl |IPCRZ
—
trawienieBamHIi ‘ | negssh | ‘ ‘ | tog Stoffel | | [ —
Ndel
= J LH J g: L —
fragment DNA pETS0 EK/LIC linker+ linker + fragment DNA pET30 egzonukleza s
N-koniec C-koniecnegssh EK/LIC H trawi korice 5’
Ysmﬁel fragmentéw DNA
| — Y
———y

5 —

PET30 EKLIC

taczenie

fuzja gendw (Overlap fragmentdw DNA
Kit) T

ER - E—
”kumplemanmme

polimeraza DNA
neﬂsib Jiriker [| wydtuia 3’ kofce
[

'”oo fragmentdw DNA
J}\Or : — 1
s L ]
ligaza DNA faczy

PET30/NeqSSE-Taqs ﬂ korice fragmentow
DNA

Rysunek 19. Schemat klonowania metoda Gibsona na przyktadzie DNA plazmidu rekombinantowego
zawierajacego gen kodujacy fuzyjna polimeraze DNA NeqSSB-TaqS [opracowanie wlasne]
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Hodowle bakteryjng zwirowano i wyizolowano z niej plazmidowe DNA [Met.
2]. W oparciu o rozdziat elektroforetyczny [Met. 3. Mat. 9] sprawdzono czy wykazuj3
one op6znienie wzgledem wyjSciowego DNA plazmidu pET-30 Ek/LIC (rysunek 20).

Rysunek 20. Rozdziat elektroforetyczny wyizolowanego DNA plazmidéw rekombinantowych w 1% Zelu
agarozowym z bromkiem etydyny [Met. 3, Mat. 9]. Na Zel agarozowy nanoszono po 5 pl DNA

1 - DNA plazmidu pET-30 Ek/LIC (o wielko$ci 5439 pz)

2 - wyizolowane DNA plazmidu rekombinantowego RB69SSB-TaqS (o wielko$ci 7837 pz)

3 - wyizolowane DNA plazmidu rekombinantowego NeqSSB-TaqgsS (o wielkos$ci 7669 pz)

4 - wyizolowane DNA plazmidu rekombinantowego TtePriB-TagsS (o wielkos$ci 7588 pz)

5 - wyizolowane DNA plazmidu rekombinantowego DBD-TaqS (o wielkosci 7561 pz)

W celu potwierdzenia czy DNA plazmidéw rekombinantowych wykazujacych
opdzniong migracje w zelu agarozowym zawiera wtasciwa wklonowang sekwencje,
poddano je analizie restrykcyjnej [Met. 12.1] z wykorzystaniem enzymow
restrykcyjnych  BamHI lub Xhol [Mat. 7]. W przypadku DNA plazmidéw
rekombinantowych miejsce rozpoznania dla wyzej wymienionych enzyméw znajduje
sie w co najmniej dwdch miejscach, podczas gdy w przypadku DNA plazmidu pET-30
Ek/LIC wystepuje tylko jedno miejsce. Mapy plazmidéw otrzymanych dzieki
wykorzystaniu programu NebCutter [Met. 30] przedstawia rysunek 21.
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Rysunek 21. Mapy plazmidéw rekombinantowych oraz plazmidu pET-30 Ek/LIC z zaznaczonymi miejscami
ciecia przez enzymy restrykcyjne [Met. 8]
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A - mapa plazmidu pET30-RB69SSB-Taq$ z miejscami ciecia dla enzymu Xhol
B - mapa plazmidu pET30-NeqSSB-TaqS z miejscami ciecia dla enzymu BamHI
C - mapa plazmidu pET30-TtePriB-TaqS z miejscami ciecia dla enzymu Xhol

D - mapa plazmidu pET30-DBD-TaqS z miejscami ciecia dla enzymu BamHI

E - mapa plazmidu pET-30 Ek/LIC z miejscem ciecia dla enzymu BamHI

F - mapa plazmidu pET-30 Ek/LIC z miejscem ciecia dla enzymu Xhol

Po reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi otrzymane fragmenty DNA

rozdzielono metodg elektroforetyczng w 1% zelu agarozowym z bromkiem etydyny
[Met. 3, Mat. 9]. Otrzymane fragmenty DNA byly zgodne z oczekiwanymi:

dla pET30-RB69SSB-TaqS: 6687 pz, 957pz oraz 196 pz
dla pET30-NeqSSB-TaqS: 6299 pz, 743 pz

dla pET30-TtePriB-TaqS: 6438 pz, 957 pz, 196 pz

dla pET30-DBD-TaqS: 6818 pz, 743 pz

Wynik rozdziatu elektroforetycznego fragmentéw DNA powstatych po reakcji

trawienia przedstawia rysunek 22.

\
6818 pz

6299 pz

743pz

Rysunek 22. Wynik rozdziatu elektroforetycznego fragmentéw DNA powstatych po trawieniu enzymem
restrykcyjnym (BamHI lub Xhol) w 1% zelu agarozowym

M - marker wielkos$ci DNA GeneRuler™ (75 - 20000pz) [Mat. 5]

1 - fragmenty DNA po trawieniu DNA plazmidu DBD-TaqS enzymem BamH]I

2 - fragmenty DNA po trawieniu DNA plazmidu NeqSSB-TaqS enzymem BamH]I
3 - fragmenty DNA po trawieniu DNA plazmidu RB69SSB-TaqS enzymem Xhol
4 - fragmenty DNA po trawieniu DNA plazmidu TtePriB-TaqS enzymem Xhol

Wyniki analizy restrykcyjnej potwierdzity otrzymanie 4 plazmidéw

rekombinantowych: pET30-RB69SSB-TaqS, pET30-NeqSSB-Tagqs, pET30-TtePriB-Tagqs,
pET30-DBD-TaqS, ktore zostaly nastepnie poddane sekwencjonowaniu [Met. 12.2].
Poréwnanie sekwencji genu kodujacego fuzyjng polimeraze DNA NeqSSB-TaqS
przedstawia rysunek 23.
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sekwNegssB 114
NegSSB_Tag 114
sekwNegSSB 228
NeqSSB_Tag 228
sekwNegssB 342
NegSSB_Tag 342
sekwNegSSB 456
NeqSSB_Tag : (s G TACAT. 456
CCTGAARACACTGTAAT TATTGGG. CRARATTAATAAG TGGCAATTTAGAATTACATAL. AGTTAT. TTTT. GATTTAGAGAT.
sekwNegssB 570
NegSSB_Tag 570
sekwNegSSB €84
NeqSSB_Tag €84
* 700 * 720 * 740 * 760 * 780 * g
sekwNegssB 798
NegSSB_Tag 798
sekwNegSSB 512
NeqSSB_Tag 912
sekwNeqsSB 1026
NeqSSB_Tag 1026
sekwNegsSE 1140
INeqSSB_Taq 1140
sekwNegsSB 1254
NegSSB_Tag 1254
sekwNegsSB 1368
NeqSSB_Tag 1368
GAGGTGGCCGAGEAGATCGECOGCCTCGAGECCGAGET CTTCCECCTGECCEGCCACCCCTTCAACCTCARCTCCCGEGACCAGCTGEARAGEG TCCTCTTTGACGAGCTAGS!
* 1380 * 1400 * 1420 * 1440 * 1460 * 1450
sekwNegsSB 1482
NegSSB_Tag 1482
sekwNeqSSB 1596
NeqSSB_Tag : 8 2 AG? 2 d c cac ACCE 1596
CTCACCAAGCTEAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGEACCTCATCCACCCCAGEACGEGCCECCTCCACACCCGCTTCAACCAGACE
1600 1620 1640 1660 1680
sekwNegSSB 1710
NegSSB_Tag 1710
1720 * 1740 * 1760 * 1780 * 1800 * 1620
sekwNegSSB ] 2 2 1824
NeqSSB_Tag T GGTCTT G G GTTCG 1824
ATAGAGCTCAGGETGCTGECCCACCTCTCCGECGACGAGAACCTEATCCEGETCTTCCAGGAGGEECEGEACAT CCACACGEAGACCECCAGCTGEATGTTCEGCGTCCCCCEE
* 1840 * 1860 * 1530 * 1500 1520 19
sekwNegsSB T 1938
NegSSB_Tag 1938
sekwNegsSB 2052
NeqSSB_Tag 2052
CAGGCCTTCATTGAGCGOTACTTTCAGAGCT TCCOCAR GETGCGEGCCTGRATT) G GGTACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCGC
2060 * 2080 * 2100 * 2120 * 2140 * 2160
sekwNegSSB 2166
NegSSB_Tag 2166
sekwNeqSSB 2280
NeqSSB_Tag : (8 iy G G T GG G 2280
GTGAAGCTCTTCCCCAGECTGEAGGARATEGEEECCAGGATECTCCTTCAGETCCACEACCAGCTGETCCTCEAGECCCCARAAGAGAGEECEGAGECCETGECCCEECTEECC
* 2300 * 2320 * 2340 * 2360 * 2380 *
sekwNegsSE 2391
NegSSB_Tag : BB : 3 cC ol T. C 2 TZ 2391
RAGGAGGTCATGGAGGGGGTGTRATCCCCTGGCCGTGCCCCT T T T. TGGCTCTCCGCCRAGGAGTGACACCACCACCACCACCATTAA

Rysunek 23. Poréwnanie sekwencji genu kodujacego polimeraze DNA NeqSSB-TagS otrzymana po zlozeniu
gen6w z bazy NCBI (NeqSSB_Taq) z sekwencjg DNA insertu uzyskang w wyniku sekwencjonowania DNA
plazmidu rekombinantowego pET30-NeqSSB-TaqS (sekwNeqSSB)

Wynik sekwencjonowania wskazuje na 100% poprawno$¢ sekwencji DNA
insertu plazmidu rekombinantowego pET30-NeqSSB-TaqS. W analogiczny sposéb
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potwierdzono poprawno$¢ sekwencji DNA plazmidéw rekombinantowych: pET30-
RB69SSB-Tagqs, pET-30-TtePriB-TaqS oraz pET30- DBD-Taqgs.

2. Ekspresja genéw kodujacych fuzyjne polimerazy DNA
w komorkach bakteryjnych E. coli BL RIL

W celu uzyskania biatek fuzyjnych, komérki E. coli BL RIL [Mat. 13, Met. 11.1]
poddano transformacji z uzyciem DNA plazmidéw rekombinantowych pET30-
RB69SSB-TaqS, pET30-NeqSSB-TaqS, pET-30-TtePriB-TaqS oraz pET30-DBD-TaqS
[Met. 11.2] iprzeprowadzono produkcje pozadanych biatek fuzyjnych. Pierwszym
etapem byla pilotazowa produkcja biatek pozwalajaca zoptymalizowaé warunki
ekspresji genéw docelowych [Met. 13.1]. 2 ml pozywki LB z antybiotykami -
kanamycyng ichloramfenikolem [Mat. 4] zaszczepiono kolonig E. coli zawierajacg
plazmidy rekombinantowe. Hodowle prowadzono przez 16 h w 37°C, a nastepnie
przeniesiono do 100 ml LB zawierajacego wyzej wymienione antybiotyki [Mat. 4]. Po
osiggnieciu przez hodowle ODeoo = 0,3 - 0,5 dodawano IPTG do koncowego stezenia
1 mM [Mat. 4]. Po indukcji hodowle prowadzono jeszcze przez 5 h i 16 h, po czym
zwirowano (10 min, 5000 obr/min). Rezultaty produkcji biatek analizowano za pomoca
biatkowej elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE)
[Mat. 10, Met. 4] (rysunek 24). Masa molekularna biatek obliczona przy pomocy
programu komputerowego Expasy [Met. 30] wynosita: dla RB69SSB- TaqS - 93,8 kDa,
dla TtePriB- TaqS - 86,5 kDa, dla NeqSSB- TaqS - 89,9 kDa, dla DBD-TaqS - 86,1 kDa.

KDz N 1 2 3 4 5 § Dz M 7 g 9 10 11 12

1160
§6.2

430

250

Rysunek 24. Rozdziaty elektroforetyczne przedstawiajace wyniki produkeji fuzyjnych polimeraz DNA w 10%
zelu poliakrylamidowym [Mat. 10, Met. 4]
M - Biatkowy marker wielkosci (14,6 - 116 kDa) [Mat. 5]
1 - Lizat komdrkowy E. coli BL RIL/pET30-RB69SSB-TaqS przed indukcja
2 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-RB69SSB-Tags, 5 h po indukcji 1 mM IPTG
3 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-RB69SSB-Taqgs, 16 h po indukcji 1 mM IPTG
4 - Lizat komoérkowy E. coli BL RIL/pET30-TtePriB-TaqS przed indukcja
5 - Lizat komdrkowy E. coli BL RIL/pET30-TtePriB-Tags, 5 h po indukcji 1 mM IPTG
6 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-TtePriB-Taqs, 16 h po indukcji 1 mM IPTG
7 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-NeqSSB-TagqS przed indukcja
8 - Lizat komdrkowy E. coli BL RIL/pET30-NeqSSB-TagsS, 5 h po indukcji 1 mM IPTG
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9 - Lizat komdrkowy E. coli BL RIL/pET30-NeqSSB-Tags$, 16 h po indukcji 1 mM IPTG
10 - Lizat komdrkowy E. coli BL RIL/pET30-DBD-Taqgs przed indukcja

11 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-DBD-Tagqs, 5 h po indukcji 1 mM IPTG

12 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-DBF-Tagqs, 16 h po indukcji 1 mM IPTG

Z przeprowadzonego eksperymentu wynika, zZe najbardziej wydajna produkcje
biatek rekombinantowych uzyskano po 5 h hodowli od czasu indukcji. W tak
zoptymalizowanych warunkach przeprowadzono produkcje wszystkich fuzyjnych
polimeraz DNA na wiekszg skale (w 1000 ml LB) [Mat. 4, Met. 13.2].

3. Oczyszczanie rekombinantowych biatek RB69SSB-Taqs,
NeqSSB-TaqS, TtePriB-TaqS oraz DBD-TaqS za pomoca
chromatografii metalopowinowactwa

Po uzyskaniu ekspresji genéw kodujacych fuzyjne polimerazy DNA
w hodowlach o objetosci 1000 ml kazda, zwirowano je i lizaty komdérkowe poddano
dezintegracji komorek ultradZwiekami, termicznej denaturacji biatek gospodarza
i ponownemu odwirowaniu [Met. 14]. Tak otrzymane supernantanty naniesiono na
kolumny do chromatografii metalopowinowactwa ze ztozem His-Trap [Mat. 2, Met. 14].
Frakcje po elucji fuzyjnych polimeraz DNA zebrano, poddano analizie
elektroforetycznej w warunkach SDS-PAGE [Mat. 10, Met. 4], a nastepnie dializie
w buforze D [Mat. 11, Met. 17]. Wyniki rozdziatéw elektroforetycznych
przedstawiajacych stopienn oczyszczenia i stezenie biatek po kazdym etapie
oczyszczania przedstawia rysunek 25.

116,0
116.0

66.2
66.2

45,0
450

35,0
35.0

25,0
25,0

184

s 184

Rysunek 25. Rozdziat elektroforetyczny [Mat. 10, Met. 4] przedstawiajacy wyniki oczyszczania biatek: A -
RB69SSB-TaqsS, B - NeqSSB-Taqs, C -TtePriB-TaqS oraz D - DBD-Taq$ na kolumnie ze ztozem His-Trap.

M - Biatkowy marker wielkosci (14,4 - 116 kDa) [Mat. 5]

1 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-X-TaqgS po sonikacji

2 - Lizat komdrkowy E. coli BL RIL/pET30-X-TaqS po denaturacji biatek gospodarza

3 - Lizat komdrkowy po przejsciu przez kolumne

4 - Frakcja po ptukaniu buforem A (200 ml)

5 - Frakecja po elucji buforem B (30 ml)

X - RB69SSB, NeqSSB, TtePriB lub DBD-TaqS

W analogiczny sposéb jak wyzej wymienione fuzyjne polimerazy DNA (co
opisano w rozdziale wyniki pkt. 1-3) otrzymano biatko referencyjne, ktérym jest
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polimeraza DNA TaqStoffel. Frakcje otrzymane podczas oczyszczania [Met. 14]
polimerazy DNA TaqStoffel przedstawia rysunek 26.

Rysunek 26. Rozdziat elektroforetyczny [Mat. 10, Met. 4] przedstawiajacy wyniki oczyszczania polimerazy
DNA Tag$ na kolumnie ze ztozem His-Trap

M - Biatkowy marker wielkosci (14,4 - 116 kDa) [Mat. 5]

1 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-TaqS po sonikacji

2 - Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-TaqS po denaturacji biatek gospodarza

3 - Frakcja po ptukaniu buforem B (200 ml)

4 - Frakcja po elucji buforem C (30 ml)

4. Usuwanie genomowego DNA E. coli z preparatéw biatkowych

Fuzyjne polimerazy DNA posiadajagce nowa domene wykazujaca naturalng
zdolno$¢ do wigzania DNA, dlatego otrzymane preparaty s3 dodatkowo
zanieczyszczone pozostatoScia genomowego DNA E. coli Moze mie¢ to wplyw na
spadek wydajnosci amplifikacji w reakcji PCR oraz stanowi¢ problem kontaminacji przy
amplifikacji genéw zakonserwowanych ewolucyjnie dla wiekszosci bakterii np.
operonu rrn. Do okre$lenia stopnia zanieczyszczenia polimerazy DNA genomowym
DNA E. coli zastosowano rozdziat elektroforetyczny preparatu biatkowego w zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Met. 18.1] oraz pomiar spektro-
fotometryczny za pomoca urzadzenia NanoDrop [Met. 18.2].

M1 2 3 4 3 6

Rysunek 27. Wynik rozdziatu elektroforetycznego oczyszczonych metoda metalopowinowactwa prébek
fuzyjnych polimeraz DNA w 1,5% zZelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Met. 3, Mat. 9]
M -Marker GeneRuler™ 75 -20000 [Mat. 5]

1 - 20 pl preparatu polimerazy DNA NeqSSB-TagS bez trawienia benzonaza

2 - 20 pl preparatu polimerazy DNA RB69SSB-TaqS bez trawienia benzonaza
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3 - 20 pl preparatu polimerazy DNA NeqSSB-TaqgS po 1 godzinie trawienia benzonaza
4 - 20 pl preparatu polimerazy DNA RB69SSB-TaqS po 1 godzinie trawienia benzonaza
5 - 20 pl preparatu polimerazy DNA TtePriB-TaqS po 1 godzinie trawienia benzonaza
6 - 20 pl preparatu polimerazy DNA DBD-TaqgsS po 1 godzinie trawienia benzonaza

Wynik rozdziatu przedstawiony na rysunku 27 ($Sciezka 1 i 2) oraz wyniki
pomiaru spektrofotometrycznego wskazywaty na obecno$¢ DNA w preparatach
biatkowych. W celu pozbycia sie bakteryjnego DNA, preparaty biatkowe poddano
dziataniu benzonazy zgodnie z protokotem opisanym w metodach [Mat. 3, Met. 15]
i ponownie sprawdzono spektrofotometryczne oraz w zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny (rysunek 27, Sciezka 3, 4, 5, 6) [Mat. 9, Met. 3]. Przy uzyciu obu metod
nie wykryto tym razem pozostatosci bakteryjnego DNA.

Dodatkowo w celu weryfikacji uzyskanego wyniku zastosowano bardziej czuta
metode detekcji DNA w preparatach biatkowych oparta o reakcje PCR [Met. 18.3].
Polimerazy DNA produkowane w komoérkach bakteryjnych moga sta¢ sie
przypadkowymi ,dawcami” matrycy DNA. Jako cel molekularny wybrano fragment
DNA polimorficznego regionu 16S-23S operonu rDNA z E. coli o wielkosci ok. 500 pz.
Przeprowadzono réwniez reakcje dla komercyjnych polimeraz DNA TaqNova (Blirt)
oraz Phusion (ThermoFisherScientific) oraz kontrolnie reakcje PCR w tych samych
warunkach dla wszystkich badanych polimeraz DNA z dodatkiem wyizolowanej
matrycy DNA E. coli [Met. 18.3]. Wynik przedstawiono na rysunku 28.

M 1 2 3 4

o
(=)
~1

8 9 10 11 12 13 14

500 pz

Rysunek 28. Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR powstalych w wyniku amplifikacji
fragmentu DNA polimorficznego regionu 16S-23S operonu rDNA z E. coli w 1,5% zelu agarozowym [Met. 3,
Mat. 9] w celu wykrycia zanieczyszczenia badanych polimeraz DNA pozostatoécia bakteryjnego DNA. Sciezki
2,4,6, 8, 10,12, 14 traktowane sa jako kontrole negatywne na obecno$¢ matrycowego DNA

M- marker DNA 100-500 [Mat. 5]

1 -1 pL polimerazy DNA Phusion (ThermoFisherScientific) na 20 pL reakcji PCR z dodatkiem genomowego
DNA E. coli

2 - 1 pL polimerazy DNA Phusion na 20 pL reakcji PCR bez dodatku genomowego DNA E. coli

3 -1 pL polimerazy DNA NeqSSB-TaqS na 20 pL reakcji PCR z dodatkiem genomowego DNA E. coli

4 - 1 pL polimerazy DNA NeqSSB-TaqgS na 20 pL reakcji PCR bez dodatku genomowego DNA E. coli

5 -1 pL polimerazy DNA TtePriB-TaqS na 20 uL reakcji PCR z dodatkiem genomowego DNA E. coli

6 - 1 pL polimerazy DNA TtePriB-TaqS na 20 uL reakcji PCR bez dodatku genomowego DNA E. coli

7 - 1 uL polimerazy DNA RB69SSB-TaqS na 20 pL reakcji PCR z dodatkiem genomowego DNA E. coli

8 - 1 uL polimerazy DNA RB69SSB-TaqS na 20 pL reakcji PCR bez dodatku genomowego DNA E. coli

9 - 1 uL polimerazy DNA DBD-TaqS na 20 uL reakcji PCR z dodatkiem genomowego DNA E. coli

10 - 1 pL polimerazy DNA DBD-TaqS na 20 pL reakcji PCR bez dodatku genomowego DNA E. coli

11 - 1 pL polimerazy DNA TaqStoffel na 20 pL reakcji PCR z dodatkiem genomowego DNA E. coli

12 - 1 pL polimerazy DNA TaqStoffel na 20 pL reakcji PCR bez dodatku genomowego DNA E. coli

13 -1 pL polimerazy DNA Hypernova (Blirt)na 20 uL reakcji PCR z dodatkiem genomowego DNA E.coli
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14 - 1 pL polimerazy DNA Hypernova na 20 pL reakcji PCR bez dodatku genomowego DNA E. coli

Duza czuto$¢ metody pozwala wykry¢ $ladowe ilosci DNA w preparatch
biatkowych mimo negatywnego wyniku w testach wykorzystujacych rozdzial w zelu
agarozowym z bromkiem etydyny [Met. 18.1] oraz opartych na pomiarze
spektrofotometrycznym [Met. 18.2]. Fakt, Ze zanieczyszczenie preparatow DNA jest na
poréwnywalnym poziomie z preparatami komercyjnymi pozwla uznaé trawienie
benzonaza za efektywne. Niemniej, nalezy mie¢ na wzgledzie, ze do amplifikacji
bakteryjnych genow operonu rrn powinni$my uzywac polimeraz
nierekombinantowych, ktére zmniejszajg ryzyko kontaminacji.

5. Oczyszczanie fuzyjnych polimeraz DNA z uzyciem
chromatografii zelowej

Wedtug zalecen producenta benzonazy - firmy Merck, najlepszym sposobem
pozbycia sie nukleazy z preparatu jest oczyszczanie chromatograficzne. Obecno$¢
domeny oligohistydynowej na koncu DNazy nie pozwala na wykorzystanie
chromatografii metalopowinowactwa, dlatego przeprowadzone zostato saczenie
molekularne zgodnie z opisang wcze$niej procedurg [Met. 16]. Znaczne rdéznice
w masie molekularnej benzonazy (ok. 30 kDa) oraz fuzyjnej polimerazy DNA (ok.
90 kDa) pozwolity na efektywne rozdzielenie obu biatek w wyniku s3czenia
molekularnego z wykorzystaniem systemu AKTA Purifier [Mat. 2]. Zebrane frakcje po
oczyszczaniu na kolumnie HiLoad Superdex 200 Prep Grade [Mat. 2] poddano dializie
buforem D [Met. 17], zageszczono z wykorzystaniem kolumn wirowniczych Amicon
Ultra-15 [Mat. 2] i dodano pozostate sktadniki buforu E. Uzyskano preparaty biatkowe
o stopniu czystosci ok. 98%, a ich koncowa wydajnos¢ otrzymywania z 1 litra hodowli
bakteryjnej przedstawia tabela 44.

Tabela 44. Zestawienie wydajnos$ci otrzymywania polimeraz DNA

Polimeraza DNA [mg b:Zi,lf:/];l l(:(s)fiowli] [nmol gﬁﬁ}ﬁo}fﬁdomu
RB69SSB-Tags 5,0 53,2
NeqSSB-TaqS 3,5 38,9
TtePriB-TagS 3,0 34,88
DBD-TagsS 4,0 46,5
TaqS 6,0 98,4

I1. Charakterystyka fuzyjnych polimeraz DNA

W niniejszym rozdziale opisano molekularng charakterystyke fuzyjnych polimeraz
DNA oparta o poréwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami dla referencyjnej
polimerazy DNA Thermus aquaticus (TaqStoffel, TagS). Analizie badawczej poddano tak
istotne w technikach amplifikacji DNA cechy polimeraz DNA jak: termostabilnosé,
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procesywnos¢, szybkos¢ elongacji, czuto$¢, wydajnos$¢ amplifikacji dtugich fragmentow
DNA, zdolno$¢ amplifikacji matryc DNA bogatych w GC, odpornos$¢ na inhibitory
z probek Kklinicznych oraz tolerancje na stezenie réznych soli. Analiza ta zostata
poprzedzona doborem optymalnego buforu do reakcji amplifikacji DNA oraz
wyznaczeniem ilosci jednostek aktywnosci polimeraz DNA, co byto niezbedne dla
uzyskania miarodajnych wynikow.

6. Okres$lenie optymalnych warunkéw amplifikacji fuzyjnych
polimeraz DNA

6.1. Dobor optymalnego buforu

Zdolno$¢ fuzyjnych polimeraz DNA do amplifikacji oraz ich wydajnos¢
zbadano w roéznych, dostepnych komercyjnie buforach: Marathon pH 9,0 (A&A
Biotechnology), TagNova pH 8,8 (Blirt), Shark pH 8,3 (Blirt) oraz Taq (NH4)2SO4 pH 8,8
(ThermoScientific) [Mat. 6]. Zastosowano seryjne 2-krotne rozcienczenia badanych
polimeraz DNA. Reakcje prowadzono zgodnie z protokotem opisanym w pkt. 19.1
metod. Wynik rozdziatu elektroforetycznego otrzymanych produktéw PCR przedstawia
rysunek 29.

2 3 4 5 6 7T 8 9 10 1112 M 13 14 15 16 2 3 4 5§ 6 7T 8 9 10 11 12 M 1314 15 16

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 11 12 13 14 18 16

::sz

Rysunek 29. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9,
Met. 3] fragmentéw DNA powstatych w wyniku reakcji PCR z udziatem polimeraz DNA RB69SSB-TaqS (A),
NeqSSB-TaqS (B), TtePriB-TaqS (C), DBD-TaqS (D) przy uzyciu réznych buforéw: 1-4 Shark, 5-8 Taq
(NH4)2S04, 9-12 Marathon, 13-16 TaqNova

M - marker 100-500 [Mat. 5]

1,5,9,13 - 1 pl polimerazy DNA

2,6,10,14 - 0,5 pl polimerazy DNA

3,7,11,15- 0,25 pl polimerazy DNA

4,8,12,16 - 0,125 pl polimerazy DNA

Powyzsze wyniki dowodza, ze wszystkie fuzyjne polimerazy DNA wykazuja
najwyzsza aktywnos$¢ w buforze Shark o pH 8,3 [Mat. 6]. Podobny wynik uzyskano dla
referencyjnej polimerazy DNA TaqS. W =zwigzku z powyzszym w dalszej
charakterystyce polimeraz DNA wykorzystano bufor Shark.
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6.2. Dobor optymalnego stezenia chlorku magnezu, chlorku potasu
i siarczanu (VI) amonu oraz optymalnego pH buforu reakcyjnego

Na aktywnos$¢ i wydajnos$¢ amplifikacji DNA w reakcji PCR zasadniczy wplyw
ma sktad buforu reakcyjnego, a przede wszystkim odpowiednie pH, sktad soli oraz
jonéw magnezowych. W oparciu o dobrany w poprzednich do$wiadczeniach bufor
Shark [Mat. 6, Met. 19.1, Wyn. 6.1] okre$lono wptyw jonéw magnezu, pH buforu oraz
soli KCl i (NH4)2SO4 na dziatanie badanych polimeraz DNA [Met. 19.2, 19.3, 19.4].
Eksperymenty przeprowadzono w warunkach przedstawionych w pkt. 19 metod.
Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresach (rysunek 30).

NeqSSB-Taq$ DBD-Tag$ RB69SSB-Tags TtePriB-TaqS
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Rysunek 30. Wykresy przedstawiajgce wplyw stezenia jonéw magnezu (A), pH buforu (B), stezenia soli KCl
(C), stezenia soli (NH4)2SO4 (D) na wydajno$¢ amplifikacji DNA prowadzonej przy pomocy fuzyjnej
polimerazy DNA. Czarne znaczniki przedstawiaja wyniki dla fuzyjnej polimerazy DNA, czerwone dla
referencyjnej polimerazy DNA TaqStoffel. Stupki btedéw zakonczone odnosza sie do fuzyjnych polimeraz
DNA, a stupki btedéw niezakonczone do polimerazy DNA TagS. Aktywno$¢ okreslono przy pomocy programu
GelAnalyzer [Met. 30] na podstawie intensywnosci uzyskanych produktéw PCR w Zelu agarozowym
z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
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Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslono optymalne warunki dziatania
badanych polimeraz DNA oraz wyznaczono zakres stezen tolerowanych soli. Zbiorcze
wyniki przedstawia tabela 45.

Tabela 45. Zakres optymalnych warunkéw dziatania polimeraz DNA oraz ich tolerancji na stezenie soli
w buforze reakcyjnym

NeqSSB- DBD- RB69SSB- TtePriB- TaaS
TaqS TaqS TaqS TaqS 4

Optymalne 19mM  1-9mM 1-9 mM 1-9mM 2-9mM
stezenie MgCl2

Optymalne pH 8,0-8,3 8,0-8,3 8,0-8,3 8,0-8,3 8,0-8,3

Max. stezenie KCl 50 mM 10 mM 60 mM 20 mM 20 mM
Max. stezenie

20 mM 10 mM 20 mM 10 mM 10 mM

(NH4)2S04

A\ MOST

Przeprowadzone badania pozwolity zoptymalizowa¢ sktad buforu reakcyjnego
z okre$leniem stezen stosowanych soli magnezu dla badanych polimeraz DNA. Sktad
buforu uzywany we wszystkich dalszych eksperymentach w niniejszej pracy
przedstawiono w tabeli 46.

Tabela 46. Optymalny sktad buforu reakcyjnego dla fuzyjnych polimerazy DNA i referencyjnej polimerazy
DNA TaqS

Sktadnik Stezenie
Tris-HCl pH 8.0 20 mM
KCl 10 mM
(NH4)2S04 10 mM
Triton X-100 0,1%
MgClz 4 mM

7. Okres$lenie jednostek aktywnos$ci fuzyjnych polimeraz DNA

llo$¢ jednostek aktywnosci badanych polimeraz DNA zostata okre$lona przy
uzyciu komercyjnego testu do oznaczania aktywnos$ci EvaEZ Fluorometric Polymerase
Activity Assay Kit firmy Biotium [Mat. 3] zgodnie z protokolem przedstawionym
w metodach [Met. 20]. Reakcja prowadzona byta w warunkach izotermicznych
w optymalnej dla polimerazy DNA Taq temperaturze wydtuzania 72°C, a ilo$¢
jednostek aktywnosci wyznaczono zgodnie z ponizsza definicja.

1 jednostka aktywnosci [1 U] to ilo$¢ polimerazy DNA, ktéra jest w stanie
inkorporowac¢ 10 nmol nukleotydéw w czasie 30 min w jej optymalnej temperaturze
dziatania (103).

Aktywna polimeraza DNA dobudowujac kolejne nukleotydy syntetyzowata
DNA dajac dwuniciowy produkt PCR, ktéry oddziatujac z barwnikiem EvaGreen
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powodowal wzrost intensywnoSci fluorescencji. Literatura wskazuje, Ze poziom
fluorescencji barwnika jest skorelowany z aktywno$cia polimerazy DNA i iloscig
wbudowanych nukleotydéw (103) (104) (105). Wykresy zaleznosci fluorescencji
barwnika EvaGreen od czasu prowadzenia amplifikacji przedstawiono na rysunku 31.

NeqSSB-TaqS DBD-Taqg$ RB69SSB-TaqS
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Rysunek 31. Wykresy zaleznosci fluorescencji barwnika EvaGreen od czasu amplifikacji DNA dla polimeraz
DNA. Legenda przypisuje krzywym ilo$¢ uzytej do reakcji polimerazy DNA w pl

Z powstatego wykresu zalezno$ci fluorescencji od czasu wyznaczono
maksymalng réznice w poziomie fluorescencji (AFmax) dla maksymalnych stezen
polimerazy DNA w momencie wysycenia uktadu oraz nachylenie krzywej (tga), ktéra
w jak najwiekszym stopniu zblizona byta do linii prostej. Przyktadowe obliczenia dla
jednej z fuzyjnych polimeraz DNA przedstawiono ponizej.

NeqSSB-TaqS

B

5

a —(} (06
E 3 —(3,03

2 m—(),015

=0,0376x+0,1069
1 0,0075
0 K-
o 20 40 60 B0
czas [min]

RFU
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= = 1_0002 Uw 0,0075 ul li T DNA
= X = = 9 7
u n N ] ) wu, ut polimerazy

Stad ilos¢ jednostek aktywnosci polimerazy DNA NeqSSB — TaqS w 1 ul wynosi:
0,0029 U

—~——_ " -0,39
0,0075 ul ul

W analogiczny sposéb obliczono ilo$¢ jednostek aktywnosSci pozostatych
polimeraz DNA, co przedstawiono w tabeli 47.

Tabela 47. Por6wnanie ilo$ci jednostek aktywnosci (w przeliczeniu na 1 pl) fuzyjnych polimeraz DNA oraz
referencyjnej polimerazy DNA TaqStoffel

Polimeraza DNA Ilos¢ jednostek
aktywnosci
NeqSSB-Taq$S 0,39 U/ul
DBD-TaqS 0,18U/ul
RB69SSB-TaqS 0,08 U/l
TtePriB-TaqS 0,23 U/ul
TaqS 0,05U/pl

Okreslenie ilosci jednostek aktywnos$ci polimeraz DNA postuzyto okre$leniu
aktywnosci specyficznej otrzymanych preparatéw, przedstawionej w tabeli 48,
rozumianej jako ilos$¢ jednostek aktywnos$ci polimerazy DNA otrzymanej z 1 mg lub
1 nmol biatka (106). Badane polimerazy DNA doprowadzono do stezenia 1 U/ul w celu
przeprowadzenia ich dalszej charakterystki molekularnej.

Tabela 48. Poréwnanie aktywno$ci specyficznej otrzymanych polimeraz DNA

Polimeraza Aktywnos$¢ specyficzna
DNA [U/mg] [U/nmol]
RB69SSB-TaqS 2000 188
NeqSSB-Taq$S 2200 198
TtePriB-TaqS 1700 147
DBD-TaqS 1600 138
TaqS 2000 122

8. Okres$lenie termostabilnosci fuzyjnych polimeraz DNA

Termostabilno$¢ otrzymanych polimeraz DNA zbadano w oparciu o metodyke
przedstawiona przez Dabrowskiego i Kur (95) opisang w pkt. 21 metod. Badane
polimerazy DNA inkubowano w temperaturze 95°C i 99°C w czasie od 0 do 60 min
i przeprowadzano reakcje PCR [Met. 21], a otrzymane fragmenty DNA rozdzielono
w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Mat. 9, Met. 3]. Uzyskane
wyniki przedstawiono na wykresach ponizej (rysunek 32).

Przeprowadzone eksperymenty wskazuja na zwiekszenie termostabilnosci
w 95°C przez wszystkie fuzyjne polimerazy DNA oraz wydtuzenie czasu p6ttrwania w
temperaturze 99°C polimeraz NeqSSB-TaqS oraz DBD-TaqS w pordwnaniu do
referencyjnej polimerazy DNA TaqS. Otrzymane wykresy pozwolily ponadto na
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wyznaczenie czasu pottrwania otrzymanych polimeraz DNA, ktére przedstawiono

w tabeli 49.

NeqSSB-TaqgS

DBD-TaqS

RB69SSB-TaqS

100

80

60

a0

Aktywnosc[%]

20

0
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0

o
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100
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a0

20

o

TtePriB-TaqS
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Rysunek 32. Wykresy przedstawiajace zmiane aktywnosci fuzyjnych polimeraz DNA w czasie inkubacji w
temperaturze 95°C i 99°C w poréwnaniu z referencyjng polimeraza DNA TaqS. Okragte znaczniki
przedstawiaja wyniki dla fuzyjnej polimerazy DNA, tréjkatne dla referencyjnej polimerazy DNA TaqStoffel.
Znaczniki okraglte w kolorze szarym oraz tréjkatne w kolorze czerwonym odnosza sie do inkubacji
w temperaturze 95°C, znaczniki okragte w kolorze czarnym oraz tréjkatne w kolorze szarym odnosza sie do
inkubacji w temperaturze 99°C. Aktywnos$¢ okre$lono przy pomocy programu GelAnalyzer [Met. 30] na
podstawie intensywnosci uzyskanych produktéw PCR w Zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met.
3]

Tabela 49. Poréwnanie czasé6w péttrwania fuzyjnych polimeraz DNA oraz referencyjnej polimerazy DNA
TaqS w temperaturze 95°C i 99°C

NeqSSB- RB69SSB- TtePriB-
DBD-TaqS TaqS
TaqS 29 TaqS TaqS a9
Czas pottrwania w : : . . :
950C 35 min 40 min 30 min 30 min 20 min
Czas poéttrwania w ) ) . ) .
15 min 25 min 10 min 10 min 10 min

99°C

9. Wyznaczenie procesywnosci fuzyjnych polimeraz DNA

Procesywno$¢ polimeraz DNA wyznaczono w oparciu o metode opisang przez
Elshawadfy’a i wspo6tpracownikéw (96) [Met. 22] zgodnie z ponizsza definicja.

Procesywno$¢ to ilo$¢ nukleotydéw wbudowywanych podczas jednej reakc;ji
katalitycznej, przez jedng czasteczke polimerazy DNA (97).

W celu zapewnienia warunkéw opisanych w definicji (jednokrotnego
przytaczenia sie polimerazy DNA do nici DNA) reakcje prowadzono w obecnosci 10-
krotnie nizszego stezenia polimerazy DNA niz w poprzednio opisanych reakcjach PCR
oraz z dodatkiem wielokrotnego nadmiaru ,putapki” - heparyny, o zdecydowanie
wiekszym powinowactwie do polimerazy DNA niz polimeraza DNA do DNA (98).
Zgodnie z protokotem przedstawionym w pkt. 22 metod, startery, matryce DNA
i badang polimeraze DNA w odpowiednim buforze poddano pre-inkubacji, co miato
skutkowa¢ przytgczeniem sie polimerazy DNA do matrycy DNA. Reakcje zainicjowano

poprzez jednoczesne dodanie jonéw magnezu i heparyny do mieszaniny oraz
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podniesienie temperatury do 72°C - optymalnej temperatury wydtuzania dla
polimerazy DNA Taq. Obecno$¢ kilkasetkrotnie wiekszego stezenia heparyny w
stosunku do polimerazy DNA zapewnilo oddysocjowanej polimerazie DNA (po
jednokrotnej reakcji polimeryzacji), efektywne ,wylapanie” przez heparyne
i uniemozliwienie jej kolejnego przytgczenie sie do DNA oraz zaj$cia kolejnej reakcji
katalitycznej. Probki pobierane w réznych odstepach czasu od momentu zainicjowania
reakcji poddano detekcji z wykorzystaniem aparatu do real-time PCR [Mat. 2]. Pomiar
temperatury topnienia (z doktadno$cia do dwoch miejsc po przecinku) powstatych
fragmentéw DNA i poréwnanie uzyskanych wynikéw z temperaturami topnienia
produktéw markerowych o znanej dtugosci [Met. 22, tabela 28] pozwolito na
wyznaczenie ilo$ci nukleotydéw wbudowanych przez polimeraze DNA w czasie jednej
reakcji katalitycznej. Sposob detekcji otrzymanych fragmentéow DNA odbiega od
literaturowej metody detekcji (96), gdzie korzystano z rozdziatu elektroforetycznego
w zelu poliakryloamidowym. W przypadku pomiaru temperatury topnienia z uzyciem
aparatu do real-time PCR otrzymywano wyzszy prog detekcji niz w przypadku
stosowania metody opartej na rozdziale elektroforetycznym w  zZelu
poliakrylamidowym, do okreslenia réznicy w diugosci produktéw na poziomie kilku
nukleotyd6éw. Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 33.

Okreslenie procesywnosci badanych polimeraz DNA polegato na poréwnaniu
temperatur topnienia produktéw reakcji amplifikacji oraz poréwnaniu uzyskanych
profili temperaturowych badanych polimeraz DNA z wcze$niej otrzymanymi profilami
fragmentéw DNA o $ci$le okreslonej dtugosci stuzacych jako markery [Met. 22, tabela
28]. Temperatura topnienia produktu powstatego w wyniku dziatania polimerazy DNA
NeqSSB-TagS to 80,49°C, DBD-TaqsS - 82,03°C, TtePriB-TaqgS - 77,10°C, RB69SSB-Tags -
77,03°C, a referencyjnej polimerazy DNA TagS - 77,06°C co wskazuje na procesywno$¢
réwng odpowiednio 19 nukleotydéw, 22 nt i po 9 nt dla TtePriB-TaqS, RB69SSB-TaqS
i TaqgS (tabela 50). Wzrost procesywnos$ci w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA
wykazaty dwie fuzyjne polimerazy DNA: DBD-TaqS oraz NeqSSB-TaqS. Fakt, Ze w miare
wydluzania czasu inkubacji nie powstaje kolejny fragment DNA o wyZszej
temperaturze topnienia pozwala wuznaé, ze heparyna zwigzalta wszystkie
oddysocjowane i niezwigzane z matrycg czasteczki polimerazy DNA, co trwale
zablokowato zaj$cie kolejnej reakcji polimeryzacji.

Tabela 50. Poréwnanie procesywno$ci badanych polimeraz DNA wyrazonej w temperaturze topnienia
powstatych fragmentéw DNA oraz ilo$ci dobudowanych nukleotydéw w jednej reakcji katalitycznej

NeqSSB- DBD- RB69SSB- TtePriB-
TaqStoffel
TaqS TaqS TaqS TaqS
Temperatura
topnienia 80,49°C 82,03°C 77,03°C 77,10°C 77,06°C
fragmentow DNA
Hos¢
dobudowywanych 19 nt 22 nt 9 nt 9 nt 9 nt
nukleotydow
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Rysunek 33. Wykres przedstawiajacy poréwnanie temperatur topnienia fragmentéw DNA powstatych po
izotermicznej reakcji wydtuzania przez fuzyjne polimerazy DNA z referencyjna polimeraza DNA TagS. U géry
zaznaczono ilo$ci nukleotydéw, o ktére wydtuzone zostato matrycowe DNA. Kolorem niebieskim zaznaczono
krzywa topnienia probki przed zainicjowaniem reakcji - 0 min (powstaty produkt to dimer starter-matryca
DNA), kolorem czerwonym krzywa po czasie 30 s od zainicjowania reakgcji, kolorem zielonym po 1 min,
kolorem fioletowym po 2 min i kolorem czarnym po 5 min inkubacji w 72°C

10. Oznaczenie szybkosSci syntezy DNA fuzyjnych polimeraz
DNA

Szybkos$¢ syntezy badanych polimeraz DNA oznaczono w oparciu o metode
przedstawiong przez Lee i wspo6tpracownikéw (74) zgodnie z definicja.

Szybkos¢ elongacji to ilo$¢ nukleotydéw wbudowywanych przez 1 U polimerazy DNA
w ciggu jednej sekundy [nt/s] (74)
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Badania prowadzono przy pomocy reakcji PCR, w ktérej zastosowano rézne
czasy wydtuzania (od 5 s do 60 s) i trzy rézne pary starteréw, ktére pozwolily na
otrzymanie fragmentéw DNA o dtugosci 300 pz, 500 pz i 1000 pz zgodnie z warunkami
podanymi w pkt. 23 metod. Otrzymany wynik dla kazdej z badanych polimeraz DNA
przedstawia rysunek 34.

A NegSS5B-TagS
M 3 s M 3 10 s MI1015 20 s

1000 pz
500 pz

M 15 20 = M 20 23 30 s

1000 pz
500 pz
C.RB69SSB-TagS

M 5 10 15 s M 13 20 35 30 s M 30 35 40 45 30 s

00 pz

B.DBD-Tag$
M 5 10 15

w

300 pz

el 1000 pz

W = 500 gz

D. TtePriB-TagS
M 3 10 15 s M 15 20 35 30 s M O30 33 40 43 30 35 s

00 pz 1000 pz

500 pz

E.Tags
M 5 10 15 20 s M 20 25 30 35 s M 40 45 0 55 60 s

1000 =

500
300 pe "

Rysunek 34. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% Zzelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
przedstawiajacy wyniki reakcji PCR o coraz dtuzszym czasie elongacji prowadzacym do otrzymania
fragmentéw DNA o dtugosci 300 pz, 500 pz i 1000 pz. Produkty PCR otrzymane przy uzyciu polimerazy DNA
NeqSSB-TaqS (A), produkty PCR otrzymane przy uzyciu polimerazy DNA DBD-TaqS (B), produkty PCR
otrzymane przy uzyciu polimerazy DNA RB69SSB-Taq$ (C), produkty PCR otrzymane przy uzyciu polimerazy
DNA TtePiB-TagS (D), produkty PCR otrzymane przy uzyciu referencyjnej polimerazy DNA TaqS (E). Nad
$ciezkami wskazano czasy elongacji zastosowane w reakcji PCR

Powyzsze wyniki wskazujg na wieksza szybkos$¢ syntezy DNA przez fuzyjne
polimerazy DNA w stosunku do polimerazy DNA TaqS. Najwiekszy wzrost szybkosci
wykazaty polimerazy DNA NeqSSB-TaqS oraz DBD-TaqS, dla ktérych synteza
produktéw o ditugosci 1000 pz wymagata czasu elongacji odpowiednio 20 s i 30 s.
Pozostate fuzyjne polimerazy DNA wykazywaly niewielkie réznice w szybkosci
elongacji w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA. Tabelaryczne poréwnanie
szybkosci syntezy DNA przez badane polimerazy DNA przedstawia tabela 51.
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Tabela 51. Zestawienie wynikéw szybkosci elongacji fuzyjnych polimeraz DNA oraz referencyjnej
polimerazy DNA TaqS

300 pz 500 pz 1000 pz  Szybkos¢ elongacji

NeqSSB-TaqS 5s 10s 20s 50 nt/s
DBD-TaqS 15s 20s 30s 33 nt/s
RB69SSB-TaqS 15s 30s 50s 20 nt/s
TtePriB-TaqS 15s 30s 55s 18 nt/s
TaqS 20s 35s 60 s 16 nt/s

11. Badanie czutosci fuzyjnych polimeraz DNA

OKkreslenie czutosci polimeraz DNA przeprowadzono w oparciu o metode
przedstawiong przez Halley’a i Prezioso (99), ktérzy definiujg ja jako:

Czuto$¢ polimerazy DNA to graniczna ilo$¢ matrycy DNA, ktéra moze by¢ wydajnie
amplifikowana w reakcji PCR przez 1 U polimerazy DNA (99).

W badaniu postuzono sie reakcja PCR, ktéra prowadzona byta zgodnie
z warunkami przedstawionymi w pkt. 24 metod stosujagc seryjne 10-krotne
rozcienczenia matrycy DNA. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 35.

NegSSB-TaqS DBD-TaqS RB69SSB-TagS

1264pz 1264 pz 1264pz

TtePriB-TaqS TaqS

1264pz

Rysunek 35. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
przedstawiajacy poréwnanie czutosci fuzyjnych polimeraz DNA z polimerazg DNA TagS. Produkty PCR
powstaty poprzez amplifikacje matrycy DNA w seryjnych 10-krotnych jej rozcieficzeniach

M - marker DNA HyperLadder II [Mat. 5]

1 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 300 ng matrycy DNA

2 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 30 ng matrycy DNA

3 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 3 ng matrycy DNA

4 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 0,3 ng matrycy DNA

5 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 0,03 ng matrycy DNA

6 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 3 pg matrycy DNA

7 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 0,3 pg matrycy DNA

8 - produkt PCR otrzymany przy zastosowaniu 0,03 pg matrycy DNA

Wyniki eksperymentu wskazujg na tysigckrotnie wyzsza czulo$¢ polimeraz
DNA NeqSSB-TaqS oraz dziesieciokrotnie wyzsza polimeraz DNA DBD-TaqS i RB69SSB-
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TaqgS w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA TagS. Jedynie fuzyjna polimeraza
DNA TtePriB-TaqS wykazywata czuto$¢ na poziomie polimerazy DNA TagS. Zestawienie
koncowych wynikéw przedstawia tabela 52.

Tabela 52. Zestawienie wynikéw przedstawiajacych czutos¢ polimeraz DNA jako ilo$¢ uzytej matrycy DNA
na 20 pl mieszaniny reakcyjnej z zastosowaniem 1 U polimerazy DNA

NeqSSB- DBD- RB69SSB- TtePriB-

TaqStoffel
TaqS TaqS TaqS TaqS ag-totie

Czulosc

polimerazy DNA 3pg 0,3ng 0,3 ng 3ng 3ng

12. Okreslenie wydajnos$ci amplifikacji dtugich fragmentéw
DNA przez fuzyjne polimerazy DNA

Wydajno$¢ badanych polimeraz DNA w amplifikacji dtugich produktéw zostata
zbadana w oparciu o metode przedstawiong przez Kwona i wspétpracownikéw (100).
Zgodnie z pkt. 25 metod przeprowadzono trzy reakcje PCR pozwalajace na otrzymanie
fragmentéw DNA o dtugosci 5 kpz, 8 kpz i 10 kpz. Reakcje prowadzono w tych samych
warunkach temperaturowo-czasowych z uwzglednieniem réznic w czasie elongacji (60
sekund na 1 kpz) [Met. 25]. Otrzymane produkty PCR rozdzielone w 1% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Mat. 9, Met. 3] przedstawiono na rysunku
36.

NeqSSB-Tagh DBD-Tag5 RB695S5B-TagS TtePriB-TagS Taq5

5 8 10 kpz M 10 kpz M 5 8 10 kpz 10 kpz M 5 8 10 kpz

Rysunek 36. Rozdziat elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny [Mat. 9,
Met. 3] przedstawiajgcy poréwnanie wydajnosci amplifikacji dtugich fragmentéw DNA przez polimerazy DNA
NeqSSB-TaqS, DBD-TaqS, RB69SSB-TaqS oraz TtePriB-TagS w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA
TaqS. WyzZej wymienione polimerazy DNA uzyto do amplifikacji produktéw PCR o wielkosci 5 kpz, 8 kpz i
10 kpz wykorzystujac jako matryce genomowe DNA E. coli. Nad $ciezkami wskazano dtugosci oczekiwanych
produktéw PCR

M - marker DNA GeneRuler ™ 250-10000 [Mat. 5]

5 - oczekiwany produkt PCR 5 kpz

8 - oczekiwany produkt PCR 8 kpz

10 - oczekiwany produkt PCR 10 kpz

Wyniki elektroforezy otrzymanych fragmentéw DNA wykazaty, Ze jedynie
w przypadku fuzyjnej polimerazy DNA DBD-TaqS powstawat produkt PCR o wielkosci
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10 kpz. Pozostate fuzyjne polimerazy DNA, podobnie jak referencyjna TaqS
zamplifikowaly fragmenty DNA o maksymalnej dtugosci do 8 kpz.

13. Badanie zdolnos$ci amplifikacji DNA o duzej zawarto$ci par
GC przez fuzyjne polimerazy DNA

Zdolnos¢ fuzyjnych polimeraz DNA do amplifikacji sekwencji bogatych w pary
GC sprawdzono z wykorzystaniem reakcji PCR na matrycy DNA wyizolowanej
z Mycobacterium tuberculosis [Mat. 13, Met. 26]. Otrzymane produkty o dtugosci 301 pz
i zawartoSci 78% par GC rozdzielano w 2% Zelu agarozwym z bromkiem etydyny [Mat.
9, Met. 3]. Wynik do$widczenia przedstawiono na rysunku 37.

NeqSSB-TagS DBD-TaqS RB69SSB-TagS TtePriB-TagS TaqS

M 1 05 U M 05 1 2 19) M 05 1 2 3 U M 05 1 2 U M 05 1 2 4 6 8
-301 DZ -301 DZ -301 DZ-:m ) -

Rysunek 37. Rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
przedstawiajacy poréwnanie zdolnosci amplifikacji DNA bogatego w pary GC przez fuzyjne polimerazy DNA
NeqSSB-TaqS, DBD-TaqS, RB69SSB-TaqS oraz TtePriB-TaqS oraz referencyjna polimeraze DNA TaqS. Nad
$ciezkami wskazano ilo$¢ jednostek aktywnosci polimeraz DNA uzytych w reakcji PCR

M - marker DNA 100-500 [Mat. 5]

0,5 - produkt PCR powstaty w wyniku amplifikacji DNA z uzyciem 0,5 U polimerazy DNA

1 - produkt PCR powstaty w wyniku amplifikacji DNA z uzyciem 1 U polimerazy DNA

2- produkt PCR powstaty w wyniku amplifikacji DNA z uzyciem 2 U polimerazy DNA

3 - produkt PCR powstaty w wyniku amplifikacji DNA z uzyciem 3 U polimerazy DNA

4 - produkt PCR powstaty w wyniku amplifikacji DNA z uzyciem 4 U polimerazy DNA

6 - produkt PCR powstaly w wyniku amplifikacji z DNA z uzyciem 6 U polimerazy DNA

8 - produkt PCR powstaly w wyniku amplifikacji z DNA z uzyciem 8 U polimerazy DNA

u

Powyzsze badania wskazujg na przewage polimeraz fuzyjnych w amplifikacji
matryc bogatych w pary GC. Przy zachowaniu warunkéw przedstawionych w pkt. 26
metody wystarczy zastosowa¢ odpowiednio 1 U, 2 U lub 3 U polimerazy DNA NeqSSB-
TaqS, DBD-TaqS/TtePriB-TaqS lub RB69SSB-TaqS, aby zamplifikowaé¢ fragment DNA
o zawartosci 78% par GC. W tych samych warunkach polimeraza DNA TaqS nie jest
zdolna przeprowadzi¢ efektywnej amplifikacji nawet przy uzyciu 8 U referencyjnej
polimerazy DNA.

14. Badanie odpornosci fuzyjnych polimeraz DNA na inhibitory

14.1 Badanie zdolnoSci fuzyjnych polimeraz DNA do amplifikacji DNA
w obecnosci inhibitoréw z krwi i krwi petnej

Badajac odporno$¢ fuzyjnych polimeraz DNA na inhibitory z krwi
przeprowadzono reakcje PCR w obecnos$ci dwéch inhibitoréw: laktoferyny (w zakresie
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stezenn 0,84 pg - 54 pg) i heparyny (w zakresie stezen 4,7 ng - 600 ng) zgodnie
z protokotem przedstawionym w pkt. 27.1 metod. Podobny test przeprowadzono dla
krwi pelnej badajac zakres od 0,3% do 10% krwi w mieszaninie reakcyjnej [Met.
27.2.1]. Otrzymane fragmenty DNA rozdzielono w 1,5% zelu agarozowym z bromkiem
etydyny [Mat. 9, Met. 3], a wyniki przedstawiono na rysunku 38.
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Rysunek 38. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
przedstawiajacy poréwnanie odpornosci polimeraz DNA na inhibitory: laktoferyna (A), heparyna (B), krew
petna (C). Nad S$ciezkami wskazano ilo$¢ dodawanego do reakcji PCR inhibitora. M - marker DNA
HyperLadder II [Mat. 5]

Powyzsze eksperymenty wskazuja wyzsza odporno$¢ fuzyjnych polimeraz
DNA na inhibitory (heparyna, laktoferyna, krew petna) w stosunku do referencyjnej
polimerazy DNA TaqgS. Najwyzsza odporno$¢ w stosunku do laktoferyny i heparyny
wykazaty kolejno polimerazy DNA NeqSSB-TaqS, DBD-TaqS oraz RB69SSB-TagS.
Fuzyjna polimeraza DNA TtePriB-TaqS wykazala poprawe odpornosci tylko
w przypadku heparyny, a jedyng polimerazg DNA odporng na krew petng byta NeqSSB-
TaqgS. Szczegbétowe wyniki maksymalnych tolerowanych stezen inhibitora
przedstawiono w tabeli 53.

Tabela 53. Zestawienie wynikow odpornosci polimeraz DNA na inhibitory przedstawione w postaci
maksymalnych tolerowanych przez badane polimerazy DNA stezen inhibitora w prébce reakcyjnej

NeqSSB-TaqS DBD-TaqS RB69SSB-TaqS TtePriB-TaqS  TaqStoffel

Laktoferyna 1,35 mg/ml 2,7 mg/ml 0,34 mg/ml <0,4 mg/ml 0,085 mg/ml
Heparyna 75 png/ml 75 pg/ml 3,75 ug/ml 3,75 pg/ml 0,47 pg/ml
Krew 1,3% <0,3% <0,3% <0,3% <0,3%

14.2 Badanie zdolnosci fuzyjnej polimerazy DNA NeqSSB-TaqS do amplifikacji
DNA w obecnosci krwi pelnej w réznych konfiguracjach matrycowego DNA

W oparciu o metodyke przedstawiong w pkt. 27.2 przeprowadzono reakcje
PCR z ré6znymi wariantami Zr6det matrycowego DNA w reakcji PCR: plazmidowe DNA,
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genomowe DNA, DNA pochodzace bezposrednio z hodowli bakteryjnej oraz
z wykorzystaniem krwi jako Zrédta DNA (z limfocytéw). Badaniu poddano jedynie
fuzyjna polimeraze DNA NeqSSB-TaqS (oraz referencyjng polimeraze DNA TaqS), gdyz
tylko ona wykazywata odporno$¢ na obecnos$¢ krwi w mieszaninie reakcyjnej [Wyn.
14.1]. Wyniki odniesiono do referencyjnej polimerazy DNA TaqS i przedstawiono na
rysunku 39.
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M 00306 13255 1020% Mo 0306 132535 10 20 %
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Rysunek 39. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% Zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
przedstawiajacy poréwnanie odpornosci fuzyjnej polimerazy DNA NeqSSB-TaqS w odniesieniu do
referencyjnej polimerazy DNA TaqgS. Wyniki przedstawiaja produkty PCR powstate w reakcji amplifikacji
DNA z dodatkiem wzrastajacego stezenia krwi peinej w mieszaninie reakcyjnej. (A) Wynik amplifikacji
fragmentu DNA z wykorzystaniem jako matrycy plazmidowego DNA [Met. 27.2.1], (B) wynik amplifikacji
genu nucA z wykorzystaniem genomowego DNA S. aureus [Met. 27.2.2], (C) wynik amplifikacji genu nucA
bezposrednio z hodowli bakteryjnej S. aureus [Met. 27.2.3], (D) wynik amplifikacji ludzkiego genu CCR5 bez
dodatku matrycy DNA z zewnatrz (krew peini funkcje inhibitora i jednocze$nie Zrédta matrycy DNA) [Met.
27.2.4]. Nad $ciezkami wskazano stezenie konicowe krwi petnej dodanej do mieszaniny reakcyjnej PCR. M -
marker DNA HyperLadder II [Mat. 5]

Otrzymane wyniki wskazujg na zdecydowang réznice w zdolnosci do
amplifikacji DNA w obecnosci krwi petnej przez fuzyjna polimeraze DNA NeqSSB-TaqS
w stosunku do referencyjnej polimerazy TaqS. We wszystkich przebadanych
wariantach polimeraza DNA NeqSSB-TaqS wykazata wieksza odpornos$¢ na obecnos¢
inhibitora w mieszaninie reakcyjnej, jednak w zaleZno$ci od stosowanego Zré6dta
matrycy DNA wyniki nieco sie réznily, na co miata wptyw przede wszystkim
dostepno$¢ matrycy DNA - jej stezenie i liczba kopii genu. Najwieksza inhibicje
zaobserwowano stosujac jako matryce genomowe DNA S. aureus (1,3% krwi peinej
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hamuje reakcje) oraz DNA plazmidowe (hamowanie reakcji PCR przy 2,5% krwi).
Najwieksza odpornos$¢ na obecno$¢ krwi w mieszaninie zanotowano w przypadku
zastosowania DNA pochodzacego bezposrednio z hodowli bakteryjnej (catkowite
hamowanie reakcji przy 10% krwi) oraz w sytuacji, gdy krew petnita role inhibitora
i zrodta matrycy DNA jednoczesnie (hamowanie przy 5% krwi w prébce). W ostatnim
wariancie na wydajnos¢ amplifikacji mialo wptyw nie tylko stezenie inhibitora, ale
i zmieniajace sie rownoczes$nie stezenie matrycy DNA w probce reakcyjnej.

III.  Oddziatywanie fuzyjnych polimeraz DNA z kwasami
nukleinowymi

W niniejszym rozdziale przedstawiono dwa rodzaje eksperymentéw, ktére miaty
na celu przedstawienie zdolnosci fuzyjnych polimeraz DNA do odzialywania z jedno-
i dwuniciowym DNA w pordwnaniu z polimerazg referencyjng oraz okreslenie wptywu
biatka wigzacego DNA na proces hybrydyzacji oligonukleotydéw do matrycy DNA.

15. Wplyw biatek fuzyjnych polimeraz DNA na amplifikacje
w warunkach wysokich temperatur hybrydyzacji starterow

Cechg wspdlng, charakterystyczng dla biatek wykorzystanych do fuzji
z polimerazg DNA jest ich zdolno$¢ do wigzania DNA i jego stabilizacji. Cechy te moga
mie¢ znaczenie w reakcji amplifikacji DNA na etapie hybrydyzacji startera do matrycy
DNA. W celu sprawdzenia wptywu fuzyjnych polimeraz DNA na proces hybrydyzacji
startera przeprowadzono test zgodnie z protokotem przedstawionym w pkt. 28 metod.

Eksperymenty oparte byty na reakcji PCR. W pracy wykorzystano genomowe
DNA ludzkie do amplifikacji fragmentu genu CCR5 (produkt amplifikacji o diugosci
220 pz). Przeprowadzono szereg eksperymentéw, w ktérych parametrem zmiennym
byta temperatura hybrydyzacji starteré6w w zakresie od 55°C do 72°C w cyklach reakcji
PCR. Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 40.

Wyniki wskazuja, Ze wszystkie fuzyjne polimerazy DNA s3 zdolne do
przeprowadzenia reakcji PCR nawet w temperaturze 72°C, podczas gdy optymalna
temperatura przylgczania starteréw wynosita 55°C. W przypadku referencyjnej
polimerazy DNA TaqS uzyskano produkt PCR przy maksymalnej temperaturze
przytaczania starter6w wynoszacej 65,5°C. Obecno$¢ w fuzyjnej polimerazie DNA
dodatkowego biatka o naturalnej zdolno$ci wigzania DNA najprawdopodobniej
stabilizuje jednoniciowg matryce DNA lub dwuniciowg strukture powstata w wyniku
hybrydyzacji matrycy DNA z oligonukleotydem dzieki czemu reakcja PCR moze
zachodzi¢ w wyzszej temperaturze.
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Rysunek 40. Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
produktéw PCR uzyskanych w wyniku amplifikacji genu CCR5 we wzrastajacej temperaturze przytaczania
starteréw od 55°C do 72°C. Wynik amplifikacji genu CCR5 z uzyciem 1 U polimerazy DNA NeqSSB-TaqS (A),
DBD-TaqS (B), RB69SSB-TaqgS (C), TtePriB-TaqS (D) oraz TaqS (E). Nad $ciezkami wskazano zastosowane
temperatury przytgczania starter6w w reakcji PCR. M - marker DNA HyperLadder I1

16. Badanie oddziatywania fuzyjnych polimeraz DNA z ssDNA
i dsDNA

Test EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay) mial na celu
sprawdzenie zdolno$ci badanych polimeraz DNA do wigzania kwaséw nukleinowych
oraz wykazania réznic w powinowactwie do jedno- i dwuniciowego DNA. Test
przeprowadzono w oparciu o metodyke opisang przez Olszewskiego
i wspétpracownikéw (86) [Met. 29]. Kolor rézowy przedstawia kompleksy powstate z
udziatem dwuniciowego DNA (produkt PCR o wielkosci 100 pz), natomiast zielony
jednoniciowego DNA (znakowany fluorescencyjnie oligonukleotyd d(T)7s [Mat. 3]).
Wyniki rozdziatu elektroforetycznego [Mat. 9, Met. 3] DNA poddanego
kompleksowaniu z badanymi polimerazami DNA zgodnie z metodyka opisang w pkt. 29
metod przedstawia rysunek 41.

104


http://mostwiedzy.pl

Wyniki

/\/\\ MOST WIEDZY Pobranoz mostwiedzy.pl

J—

A B ¢
NeqSSB-TaqS DBD-Taq$ RB69SSB-TaqS
t 98 B Be 7 BN B 9.8 % 5 5% 8.9 t 93 4 56 7 89

Rysunek 41. Rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym z bromkiem etydyny [Mat. 9, Met. 3]
przedstawiajacy wyniki testu op6znienia ruchliwosci elektroforetycznej DNA w obecnosci polimeraz DNA
NeqSSB-TaqS (A), DBD-TaqS (B), RB69SSB-TaqS (C), TtePriB-TaqS (D) oraz TaqS (E) z ssDNA oraz dsDNA.
Mieszanina reakcyjna zawierata 10 pmol (dT7e) oraz 2,5 pmol produktu PCR o dtugosci 100 pz
dla panelu A, B, C, D $ciezki oznaczaja:
1-d(T)7s
2-100 pz
3 - d(T)76+100 pz +3,3 pmol fuzyjnej polimerazy DNA
4 - d(T)76+100 pz +6,6 pmol fuzyjnej polimerazy DNA
5 -d(T)76+100 pz +13,2 pmol fuzyjnej polimerazy DNA
6 - d(T)76+100 pz +26,4 pmol fuzyjnej polimerazy DNA
7 - d(T)76+100 pz +52,8 pmol fuzyjnej polimerazy DNA
8 - d(T)76+100 pz +105,6 pmol fuzyjnej polimerazy DNA
9 - d(T)76+100 pz +211,2 pmol fuzyjnej polimerazy DNA
Dla panelu E $ciezki oznaczaja:
1-d(T)7e
2-100pz
3 -d(T)76+100 pz +24,6 pmol polimerazy DNA TaqS
4 - d(T)7+100 pz + 49,2 pmol polimerazy DNA TaqS
5 -d(T)76+100 pz + 98,4 pmol polimerazy DNA TaqS
6 - d(T)76+100 pz + 196,8 pmol polimerazy DNA TaqS
7 - d(T)76+100 pz + 393,6 pmol polimerazy DNA TaqS
8 - d(T)76+100 pz + 787,2 pmol polimerazy DNA TaqS
9 - d(T)76+100 pz + 1574,4 pmol polimerazy DNA TaqS

Wyniki testu EMSA wskazujg na zwiekszong zdolno$¢ wigzania ssDNA lub
dsDNA przez fuzyjne polimerazy DNA w stosunku do polimerazy DNA TagsS.

Polimerazy DNA NeqSSB-TaqS oraz DBD-TaqS wykazuja wyzZsze
powinowactwo do jedno- jak i dwuniciowego DNA w poréwnaniu do referencyjnej
polimerazy DNA TaqS. Cze$ciowe wigzanie ssDNA widoczne jest juz przy dodaniu 3,3
pmol polimerazy DNA NeqSSB-TaqgS ($ciezka 3) oraz 52,8 pmol polimerazy DNA DBD-
TagS ($ciezka 7), natomiast pelne wigzanie przy dodaniu 26,4 pmol polimerazy DNA
NeqSSB-TaqS (Sciezka 6). Wigzanie dwuniciowego DNA obserwuje sie przy 52,8 pmol
(Sciezka 7) fuzyjnej polimerazy DNA NeqSSB-TaqS oraz DBD-TaqS. W przypadku
fuzyjnej polimerazy DNA NeqSSB-TaqS wyraZnie zauwazalna jest wyzsza preferencja
do wigzania ssDNA niz do dsDNA, co jest zgodne z wlasciwo$ciami biatka NeqSSB
opisanymi przez Olszewskiego i wspétpracownikéw (86).
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Polimeraza DNA w fuzji z biatkiem RB69SSB w tym zakresie stezen wykazuje
zdolno$¢ wigzania jedynie ssDNA. Obserwacje te sg odzwierciedleniem wtasciwosci
biatka RB69SSB, ktére ma zdolno$¢ wiazania tylko jednego rodzaju DNA - ssDNA (83).
Wiazanie jednoniciowego DNA zauwazalne jest juz przy uzyciu 13,2 pmol polimerazy
DNA (Sciezka 5) i tworzy kompleksy charakterystyczne dla biatek SSB (86).

Polimeraza DNA w fuzji TtePriB, podobnie jak samo biatko TtePriB (88),
wykazuje zdolno$¢ wigzania zaréwno ssDNA jaki i dsDNA, z wieksza preferencja do
formy dwuniciowej. CzeSciowe wigzanie ssDNA wystepuje przy dodaniu 52,8 pmol
polimerazy DNA (Sciezka 7), a pelne wigzanie dwuniciowego DNA przy 105,6 pmol
polimerazy fuzyjnej TtePriB-TaqS (Sciezka 8). Wigzanie dwuniciowego DNA przez
polimeraze DNA rdzni sie od opisanych wyzej biatek, rysunek 43 wskazuje, ze
kompleks dsDNA-biatko mimo przeprowadzonego rozdziatu elektroforetycznego
pozostaje w studzience zelu. Jest to najprowdopodobniej efekt tego, Ze powstaty
kompleks jest bardzo duzy, wiele czasteczek enzymu przylacza sie do jednej nici DNA.
Taki sposdb wigzania zostat juz zaobserwowany i opisany dla niektérych biatke PriB
(gtéwnie w odniesieniu do ssDNA) (107), ale réwniez innych biatek wiazacych
dwuniciowe DNA (108)(109).

W przypadku polimerazy DNA TaqS oddzialywanie z DNA zauwazane jest
dopiero przy uzyciu polimerazy DNA o 7,5-krotnie wyZszym stezeniu niz fuzyjnej
polimerazy DNA o najwiekszym powinowactwie do DNA (NeqSSB-TaqS). Polimeraza
DNA TaqS dopiero przy 196,8 pmolach (Sciezka 6) wykazuje czeSciowa zdolno$¢
wigzania zaréwno jedno- jak i dwuniciowego DNA bez wyraznie wskazanej preferencji.
Co wiecej, wyniki wskazuja na zupetnie inny sposéb oddziatywania polimerazy DNA
TaqS z DNA. Polimerazy DNA w fuzji z biatkami SSB oraz domeng DBD tworza wyrazne
kompleksy charakterystyczne dla oddzialywania biatek SSB z DNA (86). W przypadku
polimerazy DNA TaqS nie dochodzi do powstawania takich kompleksow.

Powyzsze obserwacje $wiadcza o znacznie zwiekszonym powinowactwie
polimeraz fuzyjnych do DNA w stosunku do polimerazy referencyjnej Taq, dzieki
obecnosci dodatkowego biatka wigzacego DNA.
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ROZDZIAL

WNIOSKI I DYSKUSJA

Obecnie reakcje amplifikacji DNA, w tym zwlaszcza reakcja PCR wykazuja
bardzo szerokie zastosowanie w diagnostyce, biologii molekularnej oraz inzynierii
genetycznej. Efektywno$¢ tych reakcji, rozumiana jako wydajno$¢ i wiernos¢
przeprowadzonej amplifikacji, jest nieodtgcznie zwigzana ze stosowang polimeraza
DNA i warunkami w jakich ta reakcja zachodzi. Aby sprosta¢ wymaganiom stawianym
przez nowoczesne metody diagnostyczne oraz wspoéiczesng inzynierie genetyczna
konieczne jest poszukiwanie polimeraz DNA o coraz lepszych wtasciwosciach.
Dotychczas wprowadzane modyfikacje w reakcjach PCR to przede wszystkim
stosowanie udoskonalonych buforéw, wzmacniaczy reakcji PCR lub wprowadzanie
mutacji w polimerazach DNA. Modyfikacje sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej lub
samego enzymu pozwalajg na ulepszenie wtasciwosci polimeraz DNA np. zwiekszenie
termostabilnos$ci, zwiekszenie odpornosci na inhibitory z prébek klinicznych czy
Srodowiskowych. Ponadto w ostatnich latach badania nad fuzyjnymi polimerazami
DNA wykazatly, zZe przylgczenie do polimerazy DNA dodatkowego biatka wigzacego
DNA moze wplyna¢ na jej wtasciwosci tj. zwiekszenie termostabilno$ci, procesywnosci
czy wiernosci. Jest to stosunkowo nowe i obiecujace podejscie w modyfikacji enzymow,
ktére wymaga racjonalnego zaprojektowania ukladu fuzyjnego oraz przeprowadzenia
serii szczegétowych badan, aby uzyska¢ efektywnie dziatajaca fuzyjng polimeraze DNA
o ulepszonych wtasciwosciach.

Jak do tej pory w publikacjach opisanych zostato tylko szes¢ wariantéw
fuzyjnych polimeraz DNA z wykorzystaniem jedynie trzech réznych biatek wiazacych
jedno- lub dwuniciowe DNA. Wszystkie uzyskane fuzyjne polimerazy DNA wykazywaty
kilkakrotnie wyzsza procesywno$¢, wieksze powinowactwo do matrycy DNA, wyzsza
termostabilno$¢, a w niektérych przypadkach réwniez wierno$¢. Na rynku dostepna
jest tylko jedna fuzyjna polimeraza DNA Pfu w fuzji z biatkiem Sso7d wiazacym
dwuniciowe DNA. Jest ona najnowszym osiggnieciem w inZynierii genetycznej
w przypadku polimeraz DNA stosowanych w technikach amplifikacji kwaséw
nukleinowych. Jest to jedna z obecnie najpopularniejszych i jednocze$nie najdrozszych
polimeraz DNA, ktérg produkuja najwieksze firmy biotechnologiczne na $wiecie:
ThermoFisherScientific (USA), New England Biolabs (UK), Bio-Rad (USA) oraz Agilent
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Technologies (USA). Producenci wskazuja na jej unikalne wtasciwosci tj. kilkadziesiagt
razy wyzsza wierno$¢ w stosunku do polimerazy DNA Taq oraz kilkukrotnie w
stosunku do polimerazy DNA Pfu, zdolno$¢ wydajnej amplifikacji fragmentéw DNA do
20 kpz, bardzo wysoka procesywnosc¢ i szybkos¢ syntezy DNA siegajaca 4 kpz/min oraz
zdolno$¢ amplifikacji matryc DNA o duzej zawarto$ci par GC. W zwigzku z tym, Ze jest
to jak dotad jedyna komercyjnie dostepna fuzyjna polimeraza DNA, nie ma na rynku
fuzyjnej polimerazy DNA Thermus aquaticus. W literaturze brakuje tez informacji na
temat uzyskania fuzji tej najczeSciej stosowanej w diagnostyce molekularnej
polimerazy DNA z biatkiem wigzacym jednoniciowe DNA. Dla Zadnej z polimeraz DNA
nie opisano tez fuzji z biatlkami majacymi zdolnos¢ wigzania zaréwno z jedno- jak
i dwuniciowym DNA. Poza tym, jak do tej pory nie otrzymano fuzyjnej polimerazy DNA
Taq potaczonej z innym biatkiem za pomoca linkera, ktéry umozliwia enzymowi pewna
elastycznos¢ i minimalizuje niebezpieczenstwo powstania ewentualnej zawady
sterycznej. Proponowane rozwigzanie moze mie¢ korzystniejszy wplyw na aktywnos$¢
fuzyjnych polimeraz DNA niz tgczenie ich bezposrednio z biatkiem wigzacym DNA.

Powaznym problemem w reakcji PCR jest ograniczenie aktywno$ci polimerazy
DNA z powodu niewtasciwie dobranego sktadu czy pH buforu do reakcji PCR. Jony
potasu (K*) wptywaja na wydajno$¢ hybrydyzacji, natomiast jony amonowe (NHs*)
podnosza specyficznosc reakcji. Niewtasciwy dobdr stezenia wolnych jonéw Mg2*+ moze
wplyna¢ na brak amplifikacji lub spadek czutosci reakcji. Nalezy rowniez pamieta¢, ze
w warunkach wysokiej temperatury spada pH buforu, dlatego wyjsciowe pH powinno
by¢ wyzsze niz optymalne. Dazy sie do tego, aby nowe polimerazy wykazywaty wysoka
tolerancje w stosunku do pH buforu. Inng przyczyna zmniejszenia badz utraty
aktywnosci przez polimerazy DNA sg inhibitory pochodzace z prébek klinicznych czy
Srodowiskowych. Ze wzgledu na czuto$¢ detekcji bardzo czesto zalecane jest
korzystanie z probek tylko cze$ciowo oczyszczonych lub wecale nie poddawanych
obrobce (nieoczyszczonych). Szczeg6lnie problematyczne sg prébki krwi (41), ktore
stuza jako materiat do wykrywania sepsy/bakteriemii oraz gleba w badaniach
$Srodowiskowych (110). Zapotrzebowanie na przeprowadzanie reakcji PCR na
materiale, w ktérych znajduje sie duzo réznych zwigzkéw bedacych inhibitorami
polimeraz DNA sprawilo, Ze zaczeto poszukiwaé nowych rozwigzan np. poprzez
poprawe skiadu buforéw (np. dodatek tzw. wzmacniaczy) lub niwelujacych sam efekt
inhibicji (111). Na rynku dostepna jest zmodyfikowana polimeraza DNA Taq (Hemo
KlenTaq, NEB, UK) charakteryzujaca sie zwiekszona odpornoscig na inhibitory zawarte
w krwi pelnej (68). Jej modyfikacja polega jedynie na wprowadzeniu mutacji
punktowych. Wciaz istnieje zapotrzebowanie na nowe rozwiazania, ktére zapewnia
wyprodukowanie polimerazy DNA nie tylko odpornej na zwigzki hamujgce synteze
DNA, ale takiej ktéra bedzie wyrézniala sie kompleksowo od innych dostepnych
komercyjnie polimeraz.

Biorgc pod uwage zapotrzebowanie na polimerazy DNA o wyzej wymienionych
ulepszonych cechach oraz ze wzgledu na otrzymanie przez naukowcéw niewielkiej
liczby wariantéw fuzyjnych polimeraz DNA oraz przeprowadzenie waskiego zakresu
badann z nimi zwiagzanych, postanowiono uzyska¢ wtasne unikalne konstrukty
polimerazy DNA TaqS w fuzji z biatkami (lub domeng) wiazacymi DNA z udzialem
linkera.
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Otrzymanie fuzyjnych polimeraz DNA miato na celu wykazanie pozytywnego
wptywu fuzji réznych biatek wigzacych sie z DNA na wilasciwosci najbardziej
popularnej polimerazy DNA Tags.

1. Konstrukty fuzyjnych polimeraz DNA

Dob6r odpowiednich biatek wigzacych kwasy nukleinowe wymagat
dogtebnego przegladu literaturowego w celu wytypowania kandydatéow, ktorych
unikalne cechy i odpowiednia budowa dalyby podstawe sadzi¢, ze wptyna one
pozytywnie na zdolnosci polimeryzacyjne polimeraz DNA. Ze wzgledu na to, zZe
polimeraza DNA Taq od ok. 30 lat jest wcigz najczesciej uzywang w technikach
amplifikacji DNA polimeraza, zwlaszcza w diagnostyce molekularnej, postanowiono
podda¢ ja modyfikacjom poprzez potgczenie z biatkiem wigzacym DNA za pomoca
linkera. Jako gléwny czton fuzyjnej polimerazy DNA wykorzystano polimeraze DNA
Taq, ktorej domene egzonukleolityczng 5'—3’ zastgpiono jednym z czterech
wytypowanych biatek wigzacych DNA.

W niniejszej pracy polimeraze DNA potaczono z biatkiem wiazacym DNA
(w czterech réznych wariantach) za posrednictwem 6-aminokwasowego linkera (Gly -
Ser - Gly - Gly - Val - Asp), identycznego jak tacznik zastosowany w fuzyjnej
polimerazie DNA skladajacej sie z polimerazy DNA T. ziligi i biatka SsoSSB
opatentowanej przez Lee i wspdtpracownikéw (77). Do sekwencji linkera autorzy
wyzej wymienionej fuzyjnej polimerazy DNA nie wniesli zastrzezen patentowych.
Zastosowanie linkera miato zapewni¢ biatku wigzacemu DNA pewng elastyczno$c
w stosunku do polimerazy DNA oraz zminimalizowa¢ niebezpieczenstwo powstania
ewentualnej zawady sterycznej, co mogtoby zaktéci¢ proces wigzania sie z DNA i jego
polimeryzacje.

W celu utworzenia fuzyjnych polimeraz DNA zastosowano nastepujace biatka:
biatko RB69SSB pochodzace z bakteriofaga RB69 wigzace jednoniciowe DNA; biatko
TtePriB majace zdolno$¢ wigzania zaréwno jedno- jak i dwuniciowego DNA
z preferencjag do dwuniciowego DNA pochodzace z bakterii Thermoanaerobacter
tengcongensis; domene DBD ligazy Pyrococcus furiosus o zdolno$ci wigzania
dwuniciowego DNA i w mniejszym stopniu jednoniciowego DNA oraz biatko NeqSSB
pochodzace z archeona Nanoarchaeum equitans charakteryzujace sie zdolnos$cia
wigzania wszystkich rodzajéw DNA i RNA. Zastosowane w fuzji biatka i domena DBD
wydaja sie by¢ idealnymi kandydatami ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci - sg
to stosunkowo mate biatka, zdolne do oddziatywania z DNA jako monomer. Ich
pochodzenie z termofilnych mikroorganizméw sugeruje, ze beda zachowywaty
stabilno§¢ w wysokich temperaturach, co jest niezwykle wazne w przypadku
zastosowania w reakcjach PCR, gdzie temperatura denaturacji DNA wynosi powyzej
90°C. Warto zauwazy¢, ze w literaturze przedstawiono pozytywny wplyw biatka
RB69SSB na amplifikacje DNA, jako niezaleznego czynnika wzmacniajgcego reakcje PCR
oraz zastosowanego w fuzji z jego rodzimg polimerazg DNA (76), podobnie jak domena
DBD, dodawana jako wzmacniacz w reakcji PCR (94). Biatka TtePriB oraz NeqSSB to
biomakromolekuty o niespotykanej budowie i interesujacych wtasciwosciach,
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otrzymane 1 scharakteryzowane w Katedrze Biotechnologii Molekularnej
i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej (86) (88). TtePriB jest
jedynym znanym biatkiem PriB termostabilnym o budowie monomerycznej. Natomiast
NeqSSB to unikalne biatko SSB-podobne majace zdolnos$¢ wigzania wszystkich form
kwaséw nukleinowych. Ich zdolnosci do wigzania ssDNA i dsDNA pozwality
przypuszczac, ze moga by¢ one uzyteczne w reakcji PCR.

2. Otrzymywanie fuzyjnych polimeraz DNA

Pierwszym etapem otrzymania fuzyjnych polimeraz DNA bylto klonowanie
metodg Gibsona, ktéra pozwala na jednoczesne klonowanie kilku fragmentéw DNA.
Warunkiem efektywnego klonowania ta metoda jest zastosowanie odpowiednich
starterow [Mat. 6], ktére pozwolg na otrzymanie DNA insertdow z dodatkowymi
sekwencjami DNA komplementarnymi do fragmentu DNA (np. plazmidu lub innego
insertu), z ktérym ma by¢ potgczone DNA insertu. Metoda ta pozwolita na otrzymanie
czterech konstruktéw rekombinantowych: pET30-RB69SSB-TaqS, pET30-NeqSSB-
TaqS, pET30-TtePriB-TaqS oraz pET30-DBD-TaqS. Ustalono, Ze najwydajniejsza
ekspresja genu zachodzi po 5 h od indukcji IPTG, natomiast po dtuzszym czasie hodowli
obserwowano nizszy poziom produkcji polimerazy DNA, co najprawdopodobniej
Swiadczy o degradacji docelowych biatek fuzyjnych. Rekombinantowe polimerazy DNA
oczyszczono dwuetapowo: w pierwszej kolejnosci stosujac termiczng denaturacje
biatek gospodarza E. coli a nastepnie chromatografie metalopowinowactwa.
Aktywno$¢ specyficzna oczyszczonych fuzyjnych polimeraz DNA waha sie od 1600
U/mg do 2200 U/mg, podczas gdy dla polimerazy DNA TaqS wynosi 1800 U/mg.
Wynik ten sugeruje, Ze fuzja z biatkiem wigzacym DNA nie wplywa negatywnie na
aktywno$¢ katalityczna polimerazy DNA. Uzyty bakteryjny system Tabora-Studiera
pozwolit na produkcje fuzyjnych polimeraz DNA na poziomie 3 - 5 mg biatka/l hodowli.
W tych samych warunkach otrzymano 6 mg polimerazy DNA TaqS z litra hodowli.
Dodatkowym etapem pozwalajgcym na otrzymanie w pelni czystego biatka
rekombinantowego byto usuniecie kwaséw nukleinowych, ktére mogtyby oddziatywaé
z polimeraza DNA, a przede wszystkim z biatkami wykorzystanymi do fuzji, ktére wigza
DNA/RNA. Co wiecej, wcze$niej uzyskane w Katedrze Biotechnologii Molekularnej
i Mikrobiologii WCh PG doswiadczenia z biatkami PriB oraz SSB wskazujg, Ze preparaty
nieoczyszczone z DNA, poddane testom wigzania DNA (EMSA) wigza DNA z duzo
mniejsza efektywnoscig niz te, ktére poddano trawieniu DNaz3. Zastosowanie nukleazy
(Benzonaza [Mat. 3]) wymagato jednak usuniecia jej po przeprowadzonym trawieniu
kwaséw nukleinowych. Termiczna dezaktywacja nukleazy okazata sie nieefektywna
ipo dtuzszym czasie przechowywania polimeraz DNA w -20°C ulegala reaktywacji,
uniemozliwiajgc amplifikacje DNA podczas reakcji PCR. Dlatego tez postanowiono
usung¢ nukleaze metoda chromatograficzng, przeprowadzajgc saczenie molekularne
preparatow biatkowych. Znaczne réznice w masach molekularnych obu biatek
(Viscolaza ok. 30 kDa, fuzyjna polimeraza DNA ok. 90 kDa) pozwolity na efektywne
pozbycie sie nukleazy z preparatu polimeraz DNA. Tak przygotowane fuzyjne
polimerazy DNA poddano badaniom molekularnym.
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3. Dobér optymalnych warunkéw amplifikacji DNA dla
fuzyjnych polimeraz DNA

Przeprowadzenie testow zwigzanych z badaniem wlasciwosci fuzyjnych
polimeraz DNA poprzedzono opracowaniem optymalnych warunkéw amplifikacji DNA
oraz okreslono aktywno$¢ dla kazdej polimerazy DNA. W doborze najkorzystniejszego
buforu wzorowano sie na dostepnych komercyjnych buforach do reakcji PCR
dedykowanych przede wszystkim polimerazie DNA Taq, ktéry nastepnie
zoptymalizowano pod wzgledem pH i stezenia soli magnezu. Optymalne warunki
buforowe fuzyjnych polimeraz DNA byly zblizone do referencyjnej polimerazy DNA
TaqS, za wyjatkiem tolerancji jonéw magnezu. Otrzymane fuzyjne polimerazy DNA
wykazatly sie mniejszym zapotrzebowaniem na jony magnezu niz referencyjna
polimeraza DNA TagS. Jednocze$nie zaobserwowano zwiekszony optymalny zakres ich
stezen jaki moze by¢ zastosowany w reakcji PCR. Jest to korzystne zjawisko ze
wzgledow praktycznych, gdyz skraca czas optymalizacji reakcji PCR o etap
optymalizacji jondw Mg2+. W podobny spos6b wykazano réwniez zwiekszong tolerancje
dwoch fuzyjnych polimeraz DNA na obecno$¢ soli KCl oraz (NH4)2S04 w mieszaninie
reakcyjnej. Obecno$¢ biatka fuzyjnego NeqSSB lub RB69SSB zwieksza tolerancje
polimerazy DNA TaqS na te sole 2 - 3-krotnie.

Bardzo istotne bylo rdwniez wyznaczenie ilo$ci jednostek aktywnosci
otrzymanych polimeraz DNA, co pozwolito na miarodajne poréwnywanie
rekombinantowych enzyméw z referencyjng polimerazg DNA. Postanowiono nie
postugiwac sie stezeniami molowymi polimeraz DNA, gdyz w przypadku badania
enzymoOw postugiwanie sie jednostkami aktywnosci wydaje sie bardziej adekwatne.
Poréwnanie ze sobg polimerazy DNA o tej samej ilosci jednostek aktywno$ci pozwala
na uzyskanie wiarygodnych wynikéw umozliwiajacych wykazanie wptywu
zastosowanych zmian w badanych polimerazach DNA w stosunku do referencyjnej
polimerazy DNA.

W celu wyznaczenia ilosci jednostek aktywnosci polimeraz DNA postuzono sie
dostepnym komercyjnie zestawem EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay Kit
firmy Biotium [Mat. 3]. Opiera sie on na pomiarze fluorescencji barwnika EvaGreen w
izotermicznej reakcji prowadzonej w aparacie do real-time PCR i wykorzystuje
zalezno$¢ poziomu fluorescencji barwnika od aktywnos$ci polimerazy DNA i iloSci
inkorporowanych nukleotydéw (103) (104) (105). Wyzej wymieniony sposob ustalenia
aktywnosci jest metoda nowa i jeszcze rzadko spotykang w literaturze dotyczacej
charakterystyki polimeraz DNA. Zaletg tej metody, w przeciwienstwie do najczesciej
spotykanej w literaturze jest to, Ze jest ona bardzo precyzyjng, a zarazem bezposrednia
metoda pomiaru aktywnosci.

4. Wtasciwosci fuzyjnych polimeraz DNA

Przedstawione w niniejszej pracy badania wskazuja, Ze obecnos$¢ dodatkowego
biatka lub domeny wigzacej DNA moze poprawi¢ podstawowe cechy polimerazy DNA tj.
termostabilno$¢, procesywnos¢ czy czutos¢ reakcji, ktore przektadajg sie na inne jej
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wilasciwosci, takie jak zwiekszona wydajnos¢ amplifikacji dtugich fragmentéw DNA,
matryc DNA o duzej zawartosci par GC lub wzrost odporno$¢ na inhibitory reakcji PCR.

Wydtuzenie czasu péttrwania wszystkich otrzymanych fuzyjnych polimeraz
DNA w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA TaqS (tabela 49, temperatura 95°C)
moze mieé¢ swoje przetozenie w zwiekszonej zdolno$¢ tych enzyméw do amplifikacji
produktéw o duzej zawartosci par GC (rysunek 37) . Zastosowanie kazdej z fuzyjnych
polimeraz DNA (w ilosci od 1 U do 3 U) pozwolito wydajnie amplifikowa¢ DNA
o zawartosci par GC 78%, podczas gdy w przypadku polimerazy DNA TaqS nie
uzyskano produktéw reakcji.

Fuzyjne polimerazy DNA, z domena DBD, badz z biatkiem NeqSSB conajmniej
2-krotnie przewyzszaja referencyjng polimeraze DNA w szybkoSci syntezy DNA.
Szybkos¢ elongacji wynosita dla nich odpowiednio 30 s/kpz, 20 s/kpz, a dla polimerazy
DNA TagS 60 s/kpz (tabela 51). W przypadku dwo6ch wymienionych powyzej fuzyjnych
polimeraz DNA zauwazalna jest rowniez poprawa procesywnosci. Tym razem
przeprowadzony test wskazat na najwiekszga, okoto 2,5-krotna, poprawe procesywnosci
polimerazy DNA w fuzji z domeng DBD (z 9 nt do 22 nt w jednej reakcji enzymatycznej)
(rysunek 33, tabela 50). Wydaje sie, ze to wtasnie poprawa procesywnosci miata
najwiekszy wptyw na zwiekszenie wydajnos$ci amplifikacji dlugich fragmentéw DNA.
Badania wykazaly, ze polimeraza DNA TaqStoffel jest w stanie amplifikowaé DNA
o wielkos$ci do 8 tysiecy par zasad, podczas gdy fuzyjna polimeraza DNA DBD-TaqS w
tych samych warunkach pozwala na uzyskanie produktéw PCR o wielkosci nawet do
10 tysiecy pz (rysunek 36).

Duzym problemem w diagnostyce i jednocze$nie ogromnym wyzwaniem dla
tworcéw nowoczesnych polimeraz DNA jest amplifikacja DNA prowadzona w obecnosci
inhibitoréw. Fuzyjne polimerazy DNA, za wyjatkiem polimerazy DNA w fuzji z biatkiem
TtePriB, ponownie okazaty sie wykazywaé¢ korzystniejsze cechy od referencyjnej
polimerazy DNA TaqS (tabela 53). Toleruja one nawet kilkunastokrotnie wyzsze
stezenie laktoferyny oraz kilkukrotnie wyzsze stezenie heparyny w mieszaninie
reakcyjnej, ktére sg jednymi z podstawowych inhibitoré6w w prébkach klinicznych
(41). Przyczyna takiej poprawy moze by¢ znaczaco wyzsza czuto$¢ fuzyjnych polimeraz
DNA, a tym samym wieksze powinowactwo do matrycy DNA (tabela 52). Wydaje sie, Ze
obecno$¢ domeny wigzacej kwasy nukleinowe sprawia, Ze matryca DNA jest
selektywnie ,wytapywana” z mieszaniny reakcyjnej i nawet w obecnosci inhibitoréw
reakcja PCR moze by¢ wydajniej prowadzona. Co wiecej, w przypadku zwigzkdw,
ktérych inhibicja polega na chelatowaniu jonéw magnezu z mieszaniny reakcyjnej,
zdolno$¢ wydajnej amplifikacji fuzyjnej polimerazy DNA w nieco niZszych stezeniach
kofaktora (rysunek 30, tabela 45) moze ttumaczy¢ ich zwiekszona odpornos$¢ na
inhibitory w mieszaninie reakcyjnej. W przypadku zagadnienia dotyczacego odpornosci
na inhibitory na szczeg6lng uwage zastuguje polimeraza DNA w fuzji z biatkiem
pochodzacym z archeona Nanoarchaeum equitans. Przeprowadzone badania wskazaty
na jej zdecydowana poprawe wydajnosci amplifikacji w obecnosci krwi pelnej. Zadna
inna z otrzymanych fuzyjnych polimeraz DNA nie wykazata poprawy odpornosci na
zawarto$¢ w mieszaninie reakcyjnej krwi peinej (tabela 53). Wstepne badania,
wykazujace odpornos$¢ polimerazy DNA NeqSSB-TaqgS na obecno$¢ 2,5% krwi petnej
w mieszaninie PCR, zasugerowaly przeprowadzenie dodatkowych testéw z réznymi
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wariantami Zrddet matrycowego DNA w reakcji PCR (rysunek 39). W zaleznos$ci od
podejscia wyniki nieco sie réznity. Wptyw na to miata przede wszystkim dostepnos$¢
matrycy DNA rozumiana jako stezenie DNA i liczba kopii amplifikowanego genu.
W przypadku reakcji PCR z zastosowaniem genomowego DNA S. aureus juz 1,3% krwi
peinej hamowato reakcje amplifikacji DNA, podczas gdy przy zastosowaniu jako
matrycy DNA plazmidowego DNA o tym samym stezeniu (ale réznej ilosci kopii) 2,5%
krwi pelnej prowadzito do petnego hamowania reakcji PCR. Najwieksza odpornosé na
obecno$¢ krwi w mieszaninie zaobserwowano w probce z hodowlg bakteryjng
(catkowite hamowanie reakcji przy 10% krwi), gdzie oznaczenie ilo$ci dostepnego
matrycowego DNA bylo bardzo trudne i najpewniej przewyzszato iloscig kopii
wczes$niej badane matryce DNA. Hamowanie reakcji na poziomie 5% krwi petnej
w mieszaninie reakcyjnej obserwowano w sytuacji, gdy krew petnita role inhibitora
i zrédta matrycy DNA. W tym przypadku na wydajnos$¢ amplifikacji wptyw mato nie
tylko rosnace stezenie inhibitora (wptyw negatywny), ale i zwiekszajace sie
réwnocze$nie stezenie matrycy DNA w prdébce (wplyw pozytywny). Te badania
réwniez potwierdzaja wysunieta wcze$niej teze, ze odpornos$¢ polimeraz DNA na
hamujace dziatanie krwi w mieszaninie reakcyjnej zalezy od zwiekszonej czutosci
polimerazy DNA i jej powinowactwa do matrycy DNA. Polimeraza DNA w fuzji
z biatkiem NeqSSB wykazuje najwieksza spos$réd pozostatych fuzyjnych polimeraz DNA
czuto$¢, tzn. 1000-krotnie wyzsza niz referencyjna polimeraza DNA TaqS.

Fuzyjne polimerazy DNA okazaly sie przewyzszac referencyjng polimeraze
DNA TaqgS swoimi cechami uzytkowymi. Ogélne wyniki przedstawiajace zmiane cech
fuzyjnych polimeraz DNA w pordwnaniu z polimeraza DNA referencyjna przedstawia
tabela 54.

Tabela 54. Poréwnanie cech fuzyjnych polimeraz DNA w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA TagS.
,+" 0znacza poprawe cech w stosunku do polimerazy DNA Tagqs, ,0” brak zmian w poréwnaniu do polimerazy
DNA Tagqs, ,-” pogorszenie cech w stosunku do polimerazy DNA TaqS. Odcieniami szaro$ci pogrupowano
wiasciwosci polimeraz DNA, ktére w stosunku do siebie mogg wykazywac pewne zaleznosci
NeqSSB-TaqS DBD-TaqS RB69SSB-TaqsS TtePriB-TaqS
++ ++ + + Termostabilnos¢
+ + + Matryce DNA bogate w GC

++

5. Oddziatywania fuzyjnych polimeraz DNA z kwasami
nukleinowymi

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wstepng analize sposobu
oddziatywania fuzyjnych polimeraz DNA z kwasami nukleinowymi, wykorzystujac
w tym celu dwa niezaleZne testy: badanie wptywu wzrostu temperatury przytaczania
starteré6w na proces ich hybrydyzacji z matryca DNA oraz badanie oddziatywania
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fuzyjnych polimeraz DNA z ssDNA i dsDNA (test EMSA). Uzyskane w powyzszych
testach wyniki pozwalajg stwierdzi¢, Ze polepszone cechy fuzyjnych polimeraz DNA
w poréwnaniu z polimerazg DNA TaqgS s najprawdopodobniej wynikiem réznic w ich
powinowactwie i sposobie wigzania z DNA. Wskazujg na to przede wszystkim wyniki
uzyskane w te$cie wigzania DNA. Obecno$¢ dodatkowej struktury o zdolnosci wigzania
zar6wno z ssDNA jak i dsDNA (NeqSSB, TtePriB, DBD) zwiekszyto powinowactwo
polimerazy DNA TaqS do obu typéw kwaséw nukleinowych. W przypadku fuzji
z biatkiem wigzgcym jednonciowe DNA (RB69SSB) zauwazano zwiekszone
powinowactwo witasnie do ssDNA, a nie do dsDNA, co jest tozsame z wiasciwos$ciami
tego biatka w formie natywnej (rysunek 41). Badania wskazujg, Ze powinowactwo
polimerazy DNA TaqS do dsDNA, a zwtaszcza ssDNA, jest zdecydowanie nizsze niz
polimerazy DNA TaqS w fuzji z dodatkowym biatkiem. Uzyskanie zauwazalnego, ale
bardzo ograniczonego oddzialywania polimerazy DNA TaqS z DNA wymagato uzycia
preparatu biatkowego o stezeniu, przy ktdrym fuzyjne polimerazy DNA, a zwtlaszcza ta
o najwiekszym powinowactwie do DNA (NeqSSB-TaqS), wigza juz catkowicie jedno- lub
dwuniciowego DNA. Potwierdzaja to réwniez badania literaturowe wigzania DNA przez
polimeraze DNA oraz inne biatka wigzace DNA tj. biatka SSB, ktére wskazuja na
wieksze powinowactwo biatek SSB do DNA niz w przypadku polimeraz DNA do DNA
(112)(113). Co wiecej, wigzanie DNA przez polimeraze DNA TaqS odbywa sie
w zupetnie inny sposdb niz wigzanie DNA przez fuzyjne polimerazy DNA. W fuzyjnej
polimerazie DNA to biatko SSB lub domena DBD odpowiada za tak specyficzne
i preferencyjne wigzanie DNA, co sugeruja powstate i widoczne w zelu kompleksy
biatko-DNA charakterystyczne dla biatek SSB (86). Kompleksy tego typu nie wystepuja
jednak w przypadku fuzyjnej polimerazy DNA TtePriB-TagS. Nieopublikowane badania
przeprowadzone w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii w zespole
doktora Marcina Olszewskiego wskazuja, Ze biatko TtePriB, jako przedstawiciel biatek
PriB, wigze DNA w zupelnie inny sposéb (114). Oddziatujac z dsDNA tworzy komplesy
biatko-DNA na tyle duze (wiele czasteczek biatka PriB przytacza sie do jednej nici DNA),
Ze pozostajg one w studzienkach Zelu (jak na rysunku 41). Mozliwe jest, ze taki sposob
wigzania DNA przez polimeraze DNA nie jest pozadany w reakcji PCR, stad brak
poprawy cech tej fuzyjnej polimerazy DNA w stosunku do polimerazy DNA bez fuzji
w wiekszosci z przeprowadzonych testéw. Przeprowadzone w ostatnim czasie
w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii WCh PG badania nad biatkiem
TtePriB pod katem jego aplikacji jako wzmacniacza reakcji PCR wskazuja, ze biatko to
nie wplywa pozytywnie na reakcje amplifikacji DNA, co wiecej, w pewnych stezeniach
ja nawet hamuje (114). Wydaje sie, Ze to wilasnie jego specyficzny sposéb wigzania
z DNA ogranicza jego mozliwo$ci jako idealnego kandydata do fuzji z polimeraza DNA.
PowyzZej opisane rezultaty testu EMSA utatwiaja interpretacje wynikéw
uzyskanych w tescie wptywu dodatkowego biatka na proces hybrydyzacji startera
(rysunek 40). Uzyskane wyniki mogg wskazywac¢ na zwiekszong zdolnos¢ fuzyjnych
polimeraz DNA do stabilizacji kompleksu matryca - starter w poréwnaniu z polimeraza
DNA TaqgS. Obecno$¢ dodatkowego biatka wigzgcego DNA moze stabilizowac
jednoniciowa matryce DNA lub dwuniciowy kompleks powstaly w wyniku
hybrydyzacji, a reakcja PCR moze zachodzi¢ przy wyzszej temperaturze przytaczania
startera niz z udziatem referencyjnej polimerazy DNA. Ta stabilizacja prawdopodobnie
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sprawia, ze reakcja PCR prowadzona z udzialem fuzyjnej polimerazy DNA moze
zachodzi¢ z wyzsza specyficznoScia.

6. Proponowane aplikacje dla fuzyjnych polimeraz DNA

Otrzymane fuzyjne polimerazy DNA okazaty sie przewyzsza¢ cechami
uzytkowymi referencyjna polimeraze DNA TaqS. Analiza otrzymanych wynikéw testéw
poréwnawczych wskazuje, ze fuzyjne polimerazy DNA moga z powodzeniem by¢
stosowane jako rozwigzania wielu probleméw napotykanych w reakcjach PCR.
Otrzymane fuzyjne enzymy to idealne narzedzie w przypadku amplifikacji trudnych
matryc DNA, mozna je bowiem stosowa¢ przy powielaniu sekwencji nukleotydowych
o duzej zawartosci par GC np. dla Mycobacterium tuberculosis (wszystkie otrzymane
biatka fuzyjne), dtugich fragmentéw DNA (biatko fuzyjne z domena DBD), ale takze
w przypadku badan diagnostycznych z wykorzystaniem prébek klinicznych (gtéwnie
biatko fuzyjne z NeqSSB, ale rowniez DBD i RB69SSB), gdzie inhibitory stanowia duze
wyzwanie.

Problemem w reakcjach PCR jest rowniez powstawanie niespecyficznych
produktéow PCR, ktére trudno jest wyeliminowaé. Dtugotrwaty proces optymalizacji
sktadu mieszaniny reakcyjnej czy poszukiwania odpowiednich sekwencji starteréw
mozna zastapi¢ czesto innym rozwigzaniem jakim jest podniesienie temperatury
przytaczania startera. Fuzyjne polimerazy DNA dzieki obecno$ci domeny wigzacej DNA,
stabilizujag w duzym stopniu matryce DNA lub dwuniciowy kompleks starter - matryca
DNA i pozwalaja na znaczne podniesienie temperatury hybrydyzacji bez spadku
wydajno$ci amplifikacji DNA. W konsekwencji umozliwiaja amplifikacje oczekiwanego
fragmentu DNA przy minimalnej optymalizacji warunkéw reakcji.

Fuzyjne polimerazy DNA, zwtaszcza w fuzji z biatkami NeqSSB oraz DBD, dzieki
swojej wysokiej procesywno$ci moga pozwoli¢ na szybsza diagnostyke molekularng
wielu choréb wywotanych przez mikroorganizmy. Jednym z gtéwnych trendéw
diagnostyki medycznej jest przyspieszenie procedury identyfikacji mikroorganizmoéow
w badanej prébce, a przez to szybsze postawienie poprawnej diagnozy i wiaczenie
poprawnego leczenia (antybiotykoterapii).

Zwiekszona procesywnos$¢, sita wigzania DNA oraz zdolnos$¢ amplifikacji
dtugich matryc pozwala przypuszcza¢, ze fuzyjne polimerazy DNA znajdg zastosowanie
do réznicowania szczepéw bakteryjnych lub grzybiczych z wykorzystaniem metod
typowania genetycznego typu “fingerprint” np. w reakcji RAPD (ang. Random
Amplification of Polymorphic DNA) czy MP PCR (ang. PCR Melting Profile). Polimerazy
te moga odpowiada¢ za wyzszy potencjat réznicujacy metody poprzez amplifikacje
szerszego zakresu fragmentéw DNA, w tym fragmentéw o dtugosciach wiekszych niz
1000 pz. Datoby to szanse na zastosowanie do detekcji Zeli agarozowych, znacznie
szybszych i wygodniejszych w przygotowaniu i uzyciu. Ponadto zwiekszone
powinowactwo polimeraz do DNA daje sznase na podniesienie specyficznosci reakcji
w uktadach tzw. multiplex PCR, ktérej duzym problemem jest pojawianie sie
produktéw niespecyficznych powstajacych pod nieobecno$¢ w badanej prébce
sekwencji docelowej, do ktoérej startery moglyby sie wigzac.
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Przedstawione rozwigzania to tylko przykladowe zastosowania fuzyjnych
polimeraz DNA. Jako enzymy o polepszonych cechach uzytkowych moga by¢
z powodzeniem stosowane we wszystkich dziedzinach inZzynierii genetycznej, biologii
oraz diagnostyki molekularne;j.

7. Istotne cechy polimeraz DNA i biatek uzytych jako sktadowe
fuzyjnych polimeraz DNA

Przedstawione w niniejszej pracy badania, a takze wyniki uzyskane przez
innych naukowcéw dowodza, ze =zastosowanie dodatkowego biatka w fuzji
z polimerazg DNA moze wptynac¢ pozytywnie na wiele cech tego enzymu. Chcac uzyskac
fuzyjna polimeraze DNA o porzadanych cechach warto zastanowi¢ sie nad doborem
zaréwno poddane;j fuzji polimerazy DNA jak i potaczonego z nig biatka. Polimerazy DNA
dzieki obecosci lub braku odpowiednich domen czy naturalnych zdolnos$ciach
amplifikacji w trudnych warunkach moga by¢ potencajnymi kandydatami do fuzji w
zalezno$ci od oczekiwanego finalnego zastosowania fuzyjnego enzymu. Dobér
odpowiedniego enzymu nalezy oprze¢ na analizie jego cech co przedstawiono juz we
wczesniejszych rozdziatach i zebrano w tabeli 3. Nieco bardziej problematyczny wydaje
sie wybdr odpowiedniego partnera fuzyjnego. Jak do tej pory (bioragc pod uwage
doniesienia literaturowe oraz przedstawione w tej pracy badania) przeprowadzono
fuzje z biatkami o zdolno$ci wigzania jednoniciowego DNA (RB69SSB oraz SsoSSB),
dwuniciowego DNA (Sso7d), jedno- i dwuniciowego DNA z preferencja do ssDNA
(domena DBD ligazy P. furiosus) lub dsDNA (TtePriB) oraz biatkiem o zdolnoSci
wigzania wszystkich rodzajéw DNA i RNA (NeqSSB). Kazde z wyzej wymienionych
biatek fuzyjnych charakteryzuje sie odmiennymi witasciwosciami przedstawionymi
w tabeli 55.

Wazng cecha bialek bedacych partnerami fuzyjnymi polimeraz DNA
pochodzacymi zaréwno z bakteriofaga, bakterii czy archeonéw jest zarazem
monomeryczna budowa, jak i wysoka termostabilno$¢ niezbedna w reakcji PCR.
Zastosowane w fuzji biatka, ze wzgledéw sterycznych, powinny by¢ stosunkowo
niewielkich rozmiaréw. Najwieksze zastosowane biatko miato 33 kDa (RB69SSB) i nie
wptywato negatywnie na stabilno$¢ oraz aktywno$¢ katalityczng powstatej fuzyjnej
polimerazy DNA.

Zdolno$¢ biatka do wigzania DNA jest gtéwna cecha determinujacg wybér
kandydata do fuzji, a tabela 55 sugeruje, Zze niezaleznie od rodzaju wigzanego biatka
obserwuje sie poprawe pewnych cech polimeraz DNA. Okazuje sie, Ze biatka o zdolnosci
wigzania dwuniciowego DNA oraz wszystkich rodzajow DNA wykazuja najwiecej
ulepszonych wlasciwosci. Jedynym biatkiem, ktére w najmniejszym stopniu
pozytywnie wptyneto na finalne wtasciwosci enzymu, byto biatko TtePriB. Badania
wskazuja, Zze zastosowanie samego biatka jako wzmacniacza reakcji PCR réwniez nie
wptywa pozytywnie na poprawe amplifikacji (114).
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Tabela 55. Poréwnanie cech fuzyjnych polimeraz DNA oraz charakterystyka biatek zastosowanych w fuzji.
,+’ 0znacza poprawe wtasciwosci w stosunku do polimerazy DNA bez fuzji, ,0” brak zmian w stosunku do
polimerazy DNA bez fuzji, ,b.d.” brak danych literaturowych na ten temat (73) (74) (75) (76) (77)

RB69SSB SsoSSB Sso7d TtePriB DBD NeqSSB
wi]ZZ:er?/]ch dsDNA, ssDNA ssDNA,
waséw ssDNA ssDNA dsDNA SSDNA dsDNA dsDNA,
. RNA
nukleinowych
Wielkos¢ [kDa] 33 16 7 25 23 28
T.
S. P.
Bakteriof: t N.
Pochodzenie axterlolag solfata- S. solfataricus engc?n furiosu X
RB69 5 -gensis equitans
ricus N
Fuzjaz RB69 TaqS Tzi TaqS TaqS TaqS
b bl | pol bor | T [ 5| e | e | kop |00 Pl pol
polimeraza o o o Pol Pol Pol Pol o o o
DNA Pol
Termostabil- b.d. + b.d. 0 0 0 b.d. 0 + + +
B nos¢
i Wierno$¢ 0 b.d. bd | bd. | bd 0 b.d. b.d. b.d. b.d.
§ Procesywno$¢ + 0 + + + 0
£ Wydajnos¢
'S | amplifikacji
3 dtugich b.d. 0 b.d. + + + + + 0 + 0
2 S produktéw
5 & PCR
£ | Czulosé + + + + + bd. | bd. 0
2 Matryce DNA b.d. + b.d. bd | bd b.d | bd b.d. + + +
<=
9 bogate w GC . .
E Odpornos$¢ na b.d. + b.d. bd | bd. | bd | bd. b.d. 0 + +
.g inhibitory
N Tolerancja na b.d. + b.d. + + + + b.d. 0 0 +
sole w buforze

Z danych literaturowych wynika, ze biatko RB69SSB czy domena DBD z powodzeniem
stosowane jako wzmacniacze reakcji PCR (85) (94), sprawdzily sie tez jako biatka
fuzyjne. Kolejng cechg biatka TtePriB, ktére moze ogranicza¢ je pod wzgledem
uzyteczno$ci w fuzji jest jego specyficzny sposéb wiazanie do dsDNA. Test wigzania
wykazuje, ze TtePriB jest w stanie wigza¢ dwuniciowe DNA poprzez tworzenie na tyle
duzego kompleksu biatko - DNA, Ze zostaje on w studzience zelu (rysunek 41). Mozna
podejrzewacd, ze taki sposdb wiagzania nie sprzyja wydajnej reakcji PCR, co $wiadczy
o tym, Ze czynnikiem determinujagcym wyboér kandydata do fuzji powinien byé rowniez
spos6b wiazania przez niego DNA.

Podsumowujac, idealny kandydat do fuzji z polimeraza DNA powinien charakteryzowaé

sie:

e zdolnoScia do wigzania DNA - gtéwnie dwuniciowego,

e odpowiednim sposobem wigzania DNA,

e niewielkimi rozmiarami,

e monomeryczng budows,

¢ wysoka termostabilnoscig,

e dziatac¢ jako wzmacniacz w reakcji PCR.

117



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Podsumowanie

ROZDZIAL

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania pozwolily na otrzymanie czterech fuzyjnych polimeraz
DNA TagqgStoffel z biatkami: NeqSSB, RB69SSB, TtePriB oraz domeng DBD. Analiza
poréwnawcza wilasciwosci wyzej wymienionych enzyméw z referencyjng polimeraza
DNA TagqStoffel wykazata, ze:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

obecnos¢ dodatkowego biatka lub domeny wigzacej DNA ma pozytywny
wplyw na cechy polimerazy DNA;

termostabilno$¢  wszystkich otrzymanych fuzyjnych polimeraz DNA
w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA TaqS zostata zwiekszona
w zakresie od 50% do 100% w temperaturze 95°C, co jest nizwykle istotne
w reakcji PCR;

fuzyjne polimerazy DNA wykazuja zdolno$¢ do amplifikacji fragmentéw DNA
bogatych w pary GC;

polimerazy DNA w fuzji z domeng DBD oraz NeqSSB wykazaty poprawe
procesywnosci - najwieksza, okoto 2,5-krotng zauwazono w przypadku fuzji
zdomeng DBD, co mogto mie¢ wpltyw na zwiekszenie jej wydajnosci
w amplifikacji duzych produktéw;

fuzyjne polimerazy DNA DBD-TaqS i NeqSSB-TaqS znacznie przewyzszaja
referencyjng polimeraze DNA pod wzgledem szybkosci syntezy DNA
odpowiednio 2- i 3-krotnie;

fuzyjne polimerazy DNA, za wyjatkiem TtePriB-TaqS, toleruja nawet
kilkunastokrotnie wyzsze stezenie laktoferyny oraz kilkukrotnie wyzsze
stezenie heparyny w mieszaninie reakcyjnej niz referencyjna polimeraza DNA
Tags;

polimerazy DNA w fuzji z RB69SSB, NeqSSB oraz domeng DBD wykazuja
dziesiecio- lub kilkudziesieciokrotnie zwiekszong czuto$¢, a tym samym
zwiekszone powinowactwo do matrycy DNA w stosunku do referencyjnej
polimerazy DNA TagsS;

na szczegélng uwage =zastuguje polimeraza DNA w fuzji z biatkiem
pochodzacym z Nanoarchaeum equitans, ktora jako jedyna wykazata zdolno$¢
amplifikacji DNA w obecnosci krwi pelne;j.
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ang.
APS
ATP
BER
BSA

CA

Da

DBD
DNA
DMSO
dsDNA
dNTPs
dUTP
dITP
ddNTPs
DTT
EDTA
EMSA

Exo
Exo-

AF
AFmax
hHh
IPTG
KOD1
LIC

MP PCR

mutS-, mutD-, mutT-

NAD+*
Neq

z angieskiego

nadsiarczan amonu

adenozynotrifosforan

naprawa DNA w sposéb posredni (ang. Base Excision Repair)
surowicza albumina wotowa

centrum aktywne enzymu

Dalton

domena wigzgca DNA (ang. DNA Binding Domain)
kwas deoksyrybonukleinowy
dimetylosulfotlenek

dwuniciowa czasteczka DNA

mieszanka deoksynukleotydéw
deoksyurdynotrifosforan
deoksyinozytotrifosforan

dideoksynukleotydy

ditiotreitol

s6l sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
test op6znienia migracji w zleu (ang. Electrophoretic Mobility
Shift Assay)

domena egzonukleolityczna 3'—5’

delecja domena egzonukleolityczna 3'-5’

réznica fluorescencji

maksymalna réznica fluorecencji

motyw helisa-spinka do wtosdw-helisa (helix-hairpin-helix)
izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

polimeraza DNA Thermococcus kodakaraensis
ang. ligation-independing cloning

ang. PCR Melting Profile

delecja genu mutS, mutD, mutT

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
polimeraza DNA Nanoarchaeum equitans
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NeqSSB
NT
OB

PCR

Pfu

Pfu-S

PPi

PriB

pz

RAPD
RB69SSB
RNA

SDS
SDS-PAGE
ssDNA
SsoSSB
SOLiD
SSB
Sso7d

S-Taq
S-Taq(A289)
Taq

TaqS, TaqStoffel

biatko SSB pochodzace z Nanoarchaeum equitans
nukleotydylotransferaza

domena wigzgca ssDNA (ang. Oligonucleotide/
Oligosaccharide Binding Fold Domain)

taficuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain
Reaction)

polimeraza DNA Pyrococcus furiosus

fuzyjna polimeraza DNA Pfu z biatkiem Sso7d

pirofosforan

biatko primosomalne uczestniczace w procesie replikacji DNA
pary zasad

ang. Random Amplification of Polymorphic DNA

biatko SSB pochodzace z bakteriofaga RB69

kwas rybonukleinowy

dodecylosiarczan sodu

elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych
jednoniciowa czasteczka DNA

biatko SSB Sulfolobus solfataricus

technologia stopniowej ligacji

biatko wigzace sie z ssDNA (ang. Single Stranded DNA)
biatko pochodzace z hipertermofilnego archeona Sulfolobus
solfataricus

fuzyjna polimeraza DNA Tagq z biatkiem Sso7d

fuzyjna polimeraza DNA TaqStoffel z biatkiem Sso7d
polimeraza DNA Thermus aquaticus

polimeraza DNA Taq pozbawiona domeny 5’-3’

A\ MOST

egzonukleolitycznej
TEMED N, N, N’, N’-tetrametyloetylenodiamina
Tfu polimeraza DNA T. fumicolans
Tfl polimeraza DNA Thermus flavus
Tgo polimeraza DNA Thermococcus gorgonarius
Tli polimeraza DNA Thermococcus litoralis
Tpa polimeraza DNA Thermococcus pacificus
Tpe polimeraza DNA Thermococcus peptonophilus
TtePriB biatko PriB pochodzace z Thermoanaerobacter tengcongensis
Tth polimeraza DNA Thermus thermophilus
Tth polimeraza DNA T. thermophilus
Tm temperatura topnienia
Tzi polimeraza DNA Thermococcus zilligi
UDG glikozylaza DNA uracylu
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students and PhD students, ZielonaGoéra
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Dorobek naukowy

23. Bil M, Kreft t, Spibida M, Olszewski M, ,Biodiversity of SSB proteins in the
kingdom of Bacteria”, P-31, str. 154, 08 - 10.11.2012: VII International
Conference of Young Naturalists “From Biotechnology to Environment
Protection” - interdisciplinary meeting of young naturalists for students and
PhD students, ZielonaGoéra

Artykuty w materiatach konferencyjnych

1. Spibida M, Olszewski M, Krawczyk B, ,Modyfikacje polimeraz DNA jako
rozwiazania probleméw w reakcjach PCR”, Enzymologia w obliczu wyzwan i
mozliwosci XXI wieku, Lublin 2017

2. Spibida M, Krawczy B, Olszewski M, "Taq DNA polymerase fused with DNA
binding protein with increased resistance to inhibitors from clinical samples”
16th Conference "Molecular biology in diagnostics of infectious diseases and
biotechnology" "DiagMol 2015" Warsaw, 28 XI 2015

Udziat w projektach grantowych

1. Wykonawca w projekcie pt. ,Opracowanie technologii wytwarzania i
wyprodukowanie trzech enzyméw rekombinantowych - termolabilnej
dsDNazy, nukleazy niespecyficznie tngcej kazda forme kwasu nukleinowego
oraz fuzyjnej polimerazy DNA” w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozw6j 2014-2020, okres realizacji: 02.2017-07.2018

2. Wykonawca w projektu pt. ,Fuzyjna polimeraza DNA jako innowacyjne
narzedzie diagnostyki molekularnej" finansowanego przez Inkubator
Innowacyjnosci, okres realizacji: 03.2015-09.2015

Stypendia

1. Stypendium w ramach projektu Inter PhD ,Rozwéj interdyscyplinarnych
studiéow doktoranckich na Politechnice Gdanskiej w zakresie nowoczesnych
technologii” wspétfinansowanego przez Unie Europejska w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego - Program Operacyjny Kapitat Ludzki.
1.10.2013-31.07.2014
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