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1. Wykaz stosowanych oznaczen 1 skrétow

ang.
APS
BSA
cDNA
CvV

Da
DBD
DNA
DMSO
dNTPs
dsDNA
d(T)76
DTT
EDTA
EMSA

Egzo

h

HF

AF
AFmax

IPTG

min
MuLV
NAAT
NeqSSB
Ni

nt

OB

Pca-Pol

z angielskiego

nadsiarczan amonu

albumina surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin)
DNA uzyskany poprzez odwrotng transkrypcje na matrycy mRNA
objetosc¢ ztoza

dalton

domena wigzaca DNA (ang. DNA Binding Domain)

kwas deoksyrybonukleinowy

dimetylosulfotlenek

mieszanka deoksynukleotydow

dwuniciowa czasteczka DNA

fluorescencyjnie znakowany oligonukleotyd

ditiotreitol

s0l sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

test opoznienia migracji w zelu (ang. Electrophoretic Mobility
Shift Assay)

domena egzonukleolityczna pelnigca funkcje korektorska
godzina

ang. High Fidelity

roznica fluorescencji

maksymalna réznica fluorescencji
izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

fragment Klenowa

minuta

wirus mysiej biataczki (ang. murine leukemia virus)

ang. Nucleic Acid Amplification Test

biatko SSB pochodzace z Nanoarchaeum equitans

nikiel

nukleotydy

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

polimeraza DNA Pyrobaculum calidifontisp
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PCNA
PCR
Pfu
Pol
PolA
PolB
PPi
piPolB
pPolB
pz
PZH

rDNA
RNA

rpm

RT

SDS
SDS-PAGE
SSB
ssDNA
Sso7d

Sto7dz
S-Taq
S-Taq(A289)
Taq

Tbr

Tca
TEMED
Tfi

Tfl
TtePriB
TMAC

Tma

antygen jadrowy komorek proliferujacych

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)
polimeraza DNA Pyrococcus furiosus

domena polimeryzacyjna

polimerazy DNA z rodziny A

polimerazy DNA z rodziny B

pirofosforan

polimerazy DNA z rodziny B niezalezne od starterow
polimerazy DNA z rodziny B polaczone z biatkiem

pary zasad

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad
Higieny

rybosomalne DNA

kwas rybonukleinowy

obroty na minutg, jednostka miary czestotliwos$ci obrotu
odwrotne transkryptazy (ang. reverse transcriptase)
dodecylosiarczan sodu

elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych
biatko wiagzace si¢ z ssDNA (ang. Single Stranded DNA)
jednoniciowa czasteczka DNA

biatko pochodzace z hipertermofilnego archeona Sulfolobus
solfataricus

biatko pochodzace z Sulfolobus tokodaii

fuzyjna polimeraza DNA Taq z biatkiem Sso7d

fuzyjna polimeraza DNA TaqStoffel z biatkiem Sso7d
polimeraza DNA Thermus aquaticus

polimeraza DNA Thermus brockianus

polimeraza DNA Thermus caldophilus

N, N, N’, N’- tetrametyloetylenodiamina

polimeraza DNA Thermus filiformis

polimeraza DNA Thermus flavus

biatko PriB pochodzace z Thermoanaerobacter tengcongensis
chlorek tetrametyloamoniowy

polimeraza DNA Thermotoga maritima
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Tne polimeraza DNA Thermotoga neapolitana
Tth polimeraza DNA Thermus thermophilus
Tm temperatura topnienia

Tpok temperatura pokojowa
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2. Streszczenie

Ekspansywny rozwdj technik biotechnologicznych, w tym metod opartych na
reakcji PCR, wymusza poszukiwanie nowych ulepszonych enzyméw do amplifikacji
kwasow nukleinowych. Metoda ta stanowi podstawe¢ diagnostyki molekularnej zarowno
chordb zakaznych, jak 1 genetycznych. Dodatkowo jest ona rowniez szeroko stosowana
w branzy spozywczej, weterynaryjnej, a takze w badaniach kryminalistycznych.
W technikach amplifikacji DNA, w tym PCR, gléwny problem sprawiajg inhibitory
obecne w analizowanych prébkach oraz tzw. trudne matryce np. repetytywne lub bogate
w pary GC. Pandemia koronawirusa ujawnita problemy technologiczne zar6wno
z wysokoprzepustowa produkcja polimeraz DNA, jak réwniez ich jako$cia, zwlaszcza
zwigzang z obecno$cig pozostalosci DNA genomowego gospodarza. Pomimo duzej
liczby dostepnych enzymoéw, wcigz istnieje zapotrzebowanie na nowe, wysokiej klasy
enzymy rozwigzujace powyzsze problemy i pozwalajace na dalszy szybki rozwoj
diagnostyki molekularnej.

W ciggu ostatnich 20 lat na rynku pojawito si¢ wiele nowych polimeraz DNA, jak
rowniez ich ulepszonych wariantéw. Przetlomem w projektowaniu wysokowydajnych
polimeraz DNA bylo zastosowanie matych biatek wigzacych kwasy nukleinowe, jako
biatek stabilizujacych ni¢ DNA podczas jej amplifikacji. Przysztoscig nowej generacji
komercyjnych polimeraz DNA jest z pewnos$cig zastosowanie inZynierii genetycznej do
projektowania i otrzymywania fuzyjnych form polimerazy DNA.

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo otrzymanie oraz charakterystyka trzech
wariantow fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA (V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2
Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d). W toku pracy okreslono wptyw dwoch
zupelnie roznych bialek wiazacych DNA na wiasciwosci fuzyjnych form polimerazy
DNA, utworzonych z ich udziatem. Do badan wykorzystano modyfikacje polimerazy
DNA Pfu, ktéra wg dostepnych danych jest najpowszechniej stosowana 1 uznawana za
enzym o wysokiej wiernosci, termostabilnos$ci i odporno$ci na niektdre inhibitory reakcji
PCR.

Kazda termostabilna polimeraza DNA posiada jedng lub wiecej z unikalnych
cech, np. czulo$¢, szybkos¢ wydluzania DNA, procesywnos¢, specyficznosé, czy
odporno$¢ na zanieczyszczenia. Charakterystyczne wlasciwosci kazdego biatka mozna
wykorzysta¢ do stworzenia jedynych w swoim rodzaju wariantow polimeraz DNA. Wiele

badan wskazuje na to, ze nawet niewielkie réznice w sekwencji aminokwasow oraz
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dodatek biatka wigzacego DNA moze skutkowaé¢ ogromnymi pozytywnymi zmianami
ich wlasciwoséci biochemicznych, co sugeruje, ze mozliwe jest otrzymanie nowych
polimeraz DNA o ulepszonej funkcjonalnosci.

Wszystkie wlasciwosci otrzymanych w niniejszej pracy doktorskiej wariantow
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA byty poréwnywane do najbardziej znanej
modyfikacji polimerazy Pfu, czyli Pfu-Sso7d, ktora zostala wyprodukowana rownolegle
z pozostaltymi enzymami 1 stosowana jako referencja. Uzyskane wyniki pozwolity na
wytonienie sposrod trzech wariantéw jednego — V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, ktory wyrdzniat
si¢ unikalnymi wlasciwosciami, ktére nie zostaly do tej pory udokumentowane
w literaturze. Obecno$¢ dwoch jednakowych bialek wigzacych DNA takich jak Sso7d
umieszczonych na obu koncach polimerazy DNA V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, pozwala na
uzyskanie wariantu polimerazy DNA, umozliwiajacej przeprowadzenie reakcji PCR
w réznych warunkach reakcyjnych, o wysokiej tolerancji na st¢zenia soli oraz szerokim
zakresie tolerancji na stosowane pH, o wyjatkowej aktywnosci, pozwalajacej na wydajng
amplifikacje DNA w trudnych warunkach reakcyjnych, o duzej odpornos$ci na inhibitory
wystepujace w probkach klinicznych, takie jak krew pelna, heparyna, ampicylina czy
kwas humusowy, o innej kinetyce oddzialywania z kwasami nukleinowymi oraz
o zwigkszonej czutosci, przy zachowaniu pozostatych cennych wtasciwosci referencyjne;j
polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d, takich jak termostabilno$¢, odporno$¢ na niektore
inhibitory, czy zdolno$¢ amplifikacji tzw. trudnych matryc bogatych w pary GC.

Dodatkowo scharakteryzowano fuzyjng forme¢ archealnej polimerazy DNA
zawierajacg biatko NeqSSB pochodzace z Nanoarchaeum equitans. Wykazano, ze
otrzymana polimeraza DNA wykazala si¢ wigkszg czulo$cia, wyzszg aktywnos$cig oraz
odpornos$cia na inhibitory takie jak krew pelna w stosunku do referencyjnej polimerazy
DNA. Wszystkie zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki moga przyczyni¢ si¢ do
postepu w dziedzinie szeroko pojetej diagnostyki.

Niniejsza praca doktorska byta cze$cia wydzialowego projektu Mtodych
Naukowcow ,,Fuzyjna polimeraza DNA z biatkami wigzacymi jedno- i dwuniciowe DNA

— produkcja, charakterystyka i zastosowanie w trudnych reakcjach PCR”.
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3. Abstract

The rapid advancement of biotechnological techniques, including PCR-based
methods, requires a search for new and improved enzymes for nucleic acid amplification.
This method serves as the foundation for molecular diagnostics of infectious and genetic
diseases. It is also widely used in food and beverage, veterinary, and forensic industries.
PCR inhibitors and matrices rich in G-C pairs pose numerous challenges to such a widely
used technique. The coronavirus pandemic has revealed technological issues with the
high-throughput enzyme production as well as the quality of some commercially
available products. Despite the large number of available enzymes, the new molecules
are still required to advance diagnostics.

In the last 20 years, many new DNA polymerases, as well as their improved
versions, have appeared on the market. A breakthrough in the design of high-performance
polymerases was the use of small nucleic acid binding proteins as DNA strand stabilizing
proteins during amplification. The future of high-yield commercial polymerases lies in
the application of genetic bioengineering to design fusion forms of archaecal DNA
polymerases.

The aim of this doctoral thesis was to obtain and characterize three fusion variants
of archaeal DNA polymerase (V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d and V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d). In the course of the work, the influence of two DNA-binding
proteins on the properties of DNA polymerases was determined. Modifications of Pfu
polymerase were investigated due to its lowest percentage of errors and high thermal
stability.

Each thermostable DNA polymerase has its own set of unique characteristics,
including thermostability, DNA elongation rate, fidelity, processivity, specificity,
resistance to contaminants and inhibitors. The distinctive properties of each DNA
polymerase can be exploited to create unique variants of DNA polymerases. Many studies
indicate that even small differences in the sequence of amino acids and the addition of
a DNA binding protein can result in huge changes in their biochemical properties. Thus,
it suggests that it is possible to obtain new DNA polymerases with improved functionality.

All properties of the obtained archaeal DNA polymerase fusion variants were
compared to the popular Pfu polymerase modification, Refl Pfu-Sso7d, which was
purified in parallel with the other variants and used as a reference. The obtained results

allowed for the selection of the most promising variant - V2 Sso7d-Pfu-Sso7d. It stood
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out from the other three due to its unique properties, which have not been reported in the
literature yet. The V2 Sso7d-Pfu-Sso7d polymerase obtained through modification
enabled a development of an enzyme with a wide tolerance to changing reaction
conditions and extreme resistance to inhibitors. The presence of two identical DNA-
binding proteins such as Sso7d, placed at both ends of DNA polymerase V2 Sso7d-Pfu-
Sso7d, allows to carry out PCR under different reaction conditions, i.e. with a high
tolerance to salt concentrations and a wide range of tolerance to the applied pH; with
exceptional activity, allowing for efficient DNA amplification in extremely difficult
reaction conditions; with high resistance to inhibitors found in clinical samples, such as
blood, heparin, ampicillin or humic acid; preservation of other valuable properties of the
reference DNA polymerase, such as thermostability, resistance to some inhibitors, the
ability to amplify the so-called difficult matrices rich in GC pairs, with different kinetics
of interaction with nucleic acids and with increased sensitivity in relation to the reference
DNA polymerase.

In addition, an archaecal DNA polymerase fusion form containing the NeqSSB
protein from Nanoarcheum equitans was studied. In comparison to the reference
polymerase Refl Pfu-Sso7d, the obtained polymerase demonstrated greater sensitivity,
higher activity, and resistance to inhibitor such as whole blood. The obtained results may
contribute to advancement of broadly understood diagnostics.

This doctoral thesis was part of the faculty project for Young Scientists "Fusion
DNA polymerase with single and double-stranded DNA binding proteins - production,

characterization and application in difficult PCR reactions.
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4. Wstep

4.1. Historia polimerazy DNA

Polimerazy sa najwazniejszymi biatkami zaangazowanymi w procesy zwigzane
z metabolizmem kwaséw nukleinowych, w tym replikacje DNA zachodzaca w kazdej
zywej komorce. Odkrycie 1 scharakteryzowanie polimeraz DNA odegrato kluczows rolg
w poglebianiu wiedzy z zakresu genetyki i biologii molekularnej. W konsekwencji
doprowadzito to do rozwoju wielu innowacyjnych metod z ich udzialem. Polimerazy
DNA przyczynity si¢ do rozwoju badan podstawowych i aplikacyjnych, jak zadne inne
biatka. W tym rozdziale zostaly oméwione najistotniejsze fakty, ktére doprowadzity do
powstania irozwoju m. in. tancuchowej reakcji polimerazy (PCR), bezposrednio
zwigzanej z tymi enzymami (rysunek 1) [1].

Wydarzeniem, ktére umozliwito poznanie roli i mechanizmu dziatania polimeraz
DNA byto ujawnienie struktury DNA przez Johna Watsona i Francisa Cricka. W 1953 r.
na podstawie danych krystalograficznych uzyskanych przez Rosalind Franklin
1 Maurice'a Wilkinsa, wyjasnili oni budowe podwojnej helisy, ktora sktada sie¢ z dwoch
komplementarnych wzglgdem siebie tancuchow polinukleotydowych. Odkrycie to
umozliwito zrozumienie, w jaki sposdb informacje genetyczne sg przechowywane
1 powielane [2][3].

W 1956 roku Arthur Kornberg i jego wspotpracownicy z Uniwersytetu Stanforda
zidentyfikowali pierwsza w historii polimeraz¢ DNA pochodzaca z Escherichia coli,
znang jako polimeraza DNA I (Pol I). Wykazali, ze Pol I odpowiada za replikacj¢ DNA
w bakteriach, wykorzystujac ja do syntezy komplementarnych nici DNA in vitro. Za pracg
nad synteza DNA Arthur Kornberg otrzymat Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii
1 medycyny w 1959 roku [4][5]. Dalsze badania prowadzone w latach sze$¢dziesiagtych
XX wieku przyczynily si¢ do odkrycia kolejnej polimerazy DNA III (Pol III), innego
kluczowego enzymu bioracego udzial w replikacji DNA, ktéry odpowiada za syntezg
wigkszosci DNA w tym procesie. ROwnoczes$nie badania nad syntezag RNA doprowadzity
do identyfikacji polimerazy RNA, enzymu odpowiedzialnego za przepisanie informacji
zawarte] w DNA na RNA [6].

W latach siedemdziesiatych poprzedniego stulecia odkryto dodatkowe polimerazy
DNA, takie jak polimeraza DNA II (Pol II), zaangazowana przede wszystkim w procesy
naprawy uszkodzen DNA [7].

Otrzymanie termostabilnej polimerazy DNA z termofilnej bakterii Thermus
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aquaticus zwanej w skrécie polimeraza DNA Taq, doprowadzilo do przelomu w
dziedzinie biologii molekularnej w latach 80-tych. Polimeraza ta umozliwita opracowanie
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction) przez Kary'ego
Mullisa, co zrewolucjonizowato pozyskiwanie duzych ilosci DNA w niezmiernie krotkim
czasie 1 stalo si¢ podstawowym narzedziem w roéznych dziedzinach nauki, w tym
w diagnostyce medycznej, badaniach genetycznych i analizach kryminalistycznych [8].
Ponadto w latach 90-tych u bakterii odkryto dwie wyspecjalizowane polimerazy DNA
tzn. polimerazg DNA IV (Pol IV) i polimeraze¢ DNA V (Pol V). Stwierdzono, ze
polimerazy te biorg udzial w procesach naprawy DNA. Ich odkrycie pozwolilo na
poznanie tych mechanizméw oraz ustalenie znaczenia polimeraz DNA w utrzymaniu
stabilno$ci genomu [9].

W 2000 roku, wraz z postgpem w technologiach sekwencjonowania, wzrosto
zapotrzebowanie na polimerazy DNA o wysokiej wiernosci. Opracowano enzymy
o zwigkszonej doktadnosci powielania materiatu genetycznego i mozliwosciach korekty
btedow, umozliwiajace dokladniejsze sekwencjonowanie DNA 1 redukujgce mutacje
powstate podczas amplifikacji i klonowania DNA. Polimerazy DNA o wysokiej
wiernosci odegraty kluczowa role w rozwoju platform sekwencjonowania nowej

generacji [10].
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Rysunek 1. Najwazniejsze wydarzenia prowadzace do odkrycia polimerazy DNA oraz rozwoju
reakcji PCR innych metod amplifikacji DNA [Grafika stworzona z wykorzystaniem platformy
BioRender Joanna Nowicka 2023] [11][12][6][9][13].
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Od ponad 20 lat poznanie budowy, funkcji i regulacji polimeraz DNA przykuwa
uwage wielu badaczy. Postgpy w dziedzinie projektowania nowych polimeraz DNA
obejmujg rowniez odkrycia nowych polimeraz DNA o wyspecjalizowanych funkcjach
oraz ich konstrukcje do okreslonych zastosowan. Postep technologiczny w genetyce,
biologii molekularnej, biotechnologii, medycynie i diagnostyce napedza badania nad

opracowywaniem innowacyjnych polimeraz DNA [14][10][15].

4.2. Polimerazy DNA wykorzystywane w reakcji PCR

Polimerazy DNA s3 narzedziami (ang. biotools) biologii molekularnej
umozliwiajacymi wydajng i szybka amplifikacje DNA [1]. Do tej pory wyizolowano
wiele enzymow, z réznych mikroorganizméw i zbadano ich funkcje w celu okreslenia
unikalnych wlasciwosci [14]. Termostabilna polimeraza DNA Taq jest najlepiej
poznanym przedstawicielem polimeraz DNA, dlatego stanowi referencje¢ podczas
charakterystyki nowych bakteryjnych enzymoéw syntetyzujacych DNA. Oprocz
termostabilno$ci wazne sg takze inne cechy tj. wiernos¢, procesywnos$¢ izdolnosé
wbudowywania zmodyfikowanych nukleotydéw [16]. Istotnymi cechami polimeraz
DNA, ktore decyduja o mozliwosci ich zastosowania w diagnostyce molekularnej sg
m. in. odporno$¢ na inhibitory, specyficznos$¢ czy szybkos¢ elongacji [15]. W zwigzku
z szerokim zapotrzebowaniem na rynku biotechnologicznym powstaja nowatorskie
modyfikacje juz istniejacych polimeraz DNA, zwlaszcza polimerazy DNA Taq
1 polimerazy Pfu wyizolowanej z Pyrococcus furiosus. Modyfikowane polimerazy DNA
czgsto nazywane sg roznymi nazwami handlowymi, mimo ze duza czg¢$¢ z nich dotyczy
tej samej modyfikacji, ale jest sprzedawana przez innego producenta [10].
Charakterystyczne wlasciwosci kazdej nowo powstalej przy uzyciu inzynierii
genetycznej polimerazy DNA, moga decydowa¢ o jej unikalnym zastosowaniu.
Poszukiwanie nowych wariantow enzymoéw do amplifikacji kwaséw nukleinowych
o wyjatkowych wtasciwosciach jest aktualnie jednym z gtownych celéw dynamicznie

rozwijajacej si¢ diagnostyki molekularnej [14].

4.2.1. Ogo6lna charakterystyka polimeraz DNA

Badania nad polimerazami DNA umozliwily poznanie ich budowy, a takze
wykazanie réznic 1 podobiefstw migdzy zmutowanymi wariantami. Struktura polimeraz
DNA przypomina ludzka prawa dton zawierajaca trzy subdomeny: palcow, srddrecza

1 kciuka [12][17]. Rdézne aspekty replikacji DNA, takie jak wigzanie substratu, transfer
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nukleotydéw, wierno$¢ 1 procesywnos¢, zostaly zaproponowane na podstawie
trzeciorzedowych struktur polimeraz DNA w kompleksie z réznymi substratami DNA.
Subdomeny palcow i kciuka zmieniajg polozenie w zaleznosci od tego, czy polimeraza
jest zwigzana z substratem czy nie. Niezwigzane polimerazy DNA tworzg otwarte
konformacje subdomen palcow i kciuka, natomiast gdy substrat jest zwigzany,
przesuwaja si¢ one w kierunku subdomeny §rédrecza, aby mocniej przytrzymaé nié
matrycy lub startera [18]. Glowna domeng kazdej polimerazy DNA jest czgs¢
polimeryzacyjna, ktora umozliwia synteze nici DNA przez dotaczanie nukleotydow do
konca 3’OH startera. Inne domeny, ktére wchodza w sktad polimerazy DNA to m.in. dwie
domeny egzonukleolityczne rdznigce si¢ migdzy sobg kierunkiem dziatania. Pierwsza
znich o kierunku dzialania 3’—5’ nazywana jest domeng korektorska, poniewaz
umozliwia sprawdzanie poprawno$ci dobudowywanych nukleotydow. Druga domena
egzonukleolityczna dziata w kierunku 5°—3°, co pozwala na eliminacj¢ starterow,
jednoczesnie uzupetniajac luki powstate w wyniku tego dziatania [19].

Ponizej w tabeli nr 1 zebrano funkcje kazdej z subdomen oraz domen

wystepujacych w polimerazie DNA.

Tabela 1. Subdomeny oraz domeny wchodzace w sktad polimerazy DNA oraz ich funkcje

Nazwa Funkcja Referencje
Subdomena $rodregcza Wigzanie jonéw Mg?* [17][18][12]
Subdomena palcéw Przylaczanie dNTPs, [17][18][12]

wigzanie do ssDNA

Subdomena kciuka Stabilizowanie dsSDNA [17][18][12]
Synteza nici DNA przez
Domena polimeryzacyjna przytaczanie nukleotydoéw [19]L18][12]

na koncu 3’OH startera

Domena egzonukleolityczna
3 b — 5 b

Aktywno$¢ korektorska [19][18][12]

D,omen,a egzonukleolityczna Eliminacja starteréw [19][18][12]
5—3
Domena N-koficowa Nie jest doktadnie poznana [20]

jej funkcja
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Analizy podobienstwa sekwencji polimeraz DNA pozwolity na klasyfikacje
enzymow w siedmiu ustalonych rodzinach. Rodziny B i X sa powszechnie obecne
u bakterii, archeonow, eukariontéw 1 wirusOw. Rodziny A 1 Y sg wspolne dla bakterii,
eukariontéw 1 archeonéw. Rodzina C jest unikalna dla komoérek bakteryjnych, a rodzina
D jest specyficzna dla archeondéw. Organelle pochodzenia endosymbiotycznego
(mitochondria, plastydy) posiadaja wtasne polimerazy DNA, na ogét typu A lub C.
Utworzono oddzielng rodzing zwang RT (ang. reverse transcriptase) do grupowania
enzymoOw odwrotnej transkryptazy retrowiruséw i retrotranspozondow. Nowy enzym
obdarzony zar6wno aktywnoscig prymazy DNA, jak i polimerazy DNA w tym samym
polipeptydzie, zostat znaleziony w ludzkich komoérkach i nazwany PrimPol. Enzym ten
nalezy do odrgbnej rodziny prymaz archeo-eukariotycznych, ktére moga inicjowaé
syntez¢ DNA de novo zaréwno z rybo-, jak i dezoksyrybonukleotydami [4]. Z uwagi na
temat niniejszej rozprawy doktorskiej, dokladniej zostang omowione dwie rodziny
polimeraz DNA: rodzina A oraz B, ktére dzieki swoim wlasciwosciom, sg najczesciej
wykorzystywane w reakcji PCR.

W tabeli nr 2 przedstawiono wszystkie do tej pory poznane i scharakteryzowane

rodziny polimeraz, zarowno DNA jak i RNA.

Tabela 2. Tabelaryczne zestawienie informacji dotyczacych klasyfikacji polimeraz DNA i RNA

. . Dodatkowe .
quzma .Typ Takson Przyklady polimeraz cechy Referencje
polimeraz| polimerazy .
polimeraz
Polimerazy dwie domeny
A replikacyjne| Eukariota | Polimeraza T7 Pol I, |egzonukleolityczn [12][5]
1 0 dziataniu| Prokariota Polvy,0,iv e (3—->5i15—
naprawczym 3"
Polimerazy 3' . 5° domena
replikacyjne| Eukariota Pol I1, Pol B, Pol g, . [12][21]
B . Lo . . egzonukleolityczn
1 0 dzialaniu| Prokariota Pola,d,i¢ a (korektorska) [22][23][4]
naprawczym
Polimeraz 3'— 5’ domena
C replikac 'r?]e Prokariota Pol IIT egzonukleolityczn| [12][6]
p Y a (korektorska)
. 3' — 5’ domena
D P01¥meralzy Euryarchaeota PolD egzonukleolityczn (1210171
replikacyjne a (korektorska) [24]
. Pol B, Pol &, Pol A, Pol
Polimerazy i i terminalna
X ?epllk'acy]r'le Eukariota transferaza >' fosfataza (tylko [12][25]
1 0 dziataniu Pol B)
deoksynukleotydylow
naprawczym a
Y Polimerazy | Eukariota |Pol1, Pol x, Pol 1, Pol Synteza [12][9]
replikacyjne| Prokariota IV, and Pol V translecyjna
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1 0 dziataniu
naprawczym
rolien | iy
RT reprkacyr Retrowirusy, Telomerazy RNA-zalezne [26][12]
1 0 dziataniu .
Eukariota,
naprawczym

4.2.1.1. Rodzina A polimeraz DNA

Pierwsza odkryta i scharakteryzowana biochemicznie polimerazag DNA byla
polimeraza z rodziny A (PolA). Enzymy nalezace do tej grupy sktadaja si¢ z tancucha
polipeptydowego ztozonego z domeny polimeryzacyjnej (Pol) 1 domeny
egzonukleolitycznej (Egzo) pehniacej funkcje korektorska 3° — 5°, dodatkowa domena
egzonukleolityczna 5° — 3’ jest zbedna, a jej brak nie zakloca funkcji i wierno$ci
polimerazy [12]. W organizmach komorkowych biatka PolA pehnig funkcje zwigzane
z replikacja, rekombinacjga lub naprawa calego genomu. Wydajnie powielaja DNA
organelli eukariotycznych (mitochondria 1 plastydy), plazmidéw bakteryjnych
i bakteriofagow (np. T3/T7 , SPOl i SPO2). Sa rutynowo stosowane w réznych
technikach amplifikacji DNA, na przyktad w diagnostyce opartej na reakcji PCR,
wykrywajacej ciezki ostry zespot oddechowy SARS (ang. Severe Acute Respiratory
Syndrome). Archetypowym cztonkiem rodziny PolA jest polimeraza DNA Pol I E. coli
1jej pochodna, tak zwany fragment Klenowa (KF), ktory nie posiadadomeny

egzonukleolitycznej 5 — 37 [5].

4.2.1.2. Rodzina B polimeraz DNA

Druga rodzing polimeraz DNA jest rodzina B (PolB). W jej sklad wchodza
polimerazy replikacyjne [7], ktore mozna podzieli¢ na 3 rdzne grupy. Pierwsza z nich to
PolB potaczone z biatkiem pPolB, ktore replikuja mate liniowe genomy wirusow
iruchomych elementéw genetycznych [23]. Druga grupa to PolB, ktéra wymaga
przylaczonego do matrycykomplementarnego oligonukleotydu (RNA Iub DNA).
Enzymy nalezace do tej grupy uczestnicza w replikacji i naprawie genomu we wszystkich
zywych organizmach 1 ich wirusach [7]. Ostatnia grupa obejmuje niedawno
zidentyfikowang grupe PolB niezaleznych od starterow (piPolB), kodowanych przez
ruchome elementy genetyczne bakterii 1 mitochondridow. Sa one zdolne do zaleznej od
matrycy syntezy DNA de novo [21].

PolB maja trzy wspdlne domeny: N-koncowa, egzonukleolityczng (Egzo)

i polimeryzacyjng DNA (Pol). Rola domeny N-koncowej nie jest jeszcze do konca
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poznana. Prawdopodobnie jest powigzana z rozpoznawaniem uracylu w archeonach, ale
nie jest istotna w enzymach eukariotycznych [20]. Domena egzonukleolityczna
wykorzystuje swoja aktywnos¢ 3° — 5 do korekty, podczas gdy domena Pol
o charakterystycznym ksztalcie przypominajagcym prawa dlon, przeprowadza synteze

DNA zalezng od matrycy [23].

4.2.2. Polimeraza DNA Thermus aquaticus

W 1985 roku technologia PCR byta przeprowadzana z wykorzystaniem fragmentu
Klenowa polimerazy DNA 1 E. coli [27]. Wyizolowanie pierwszej polimerazy DNA oraz
odkrycie reakcji PCR bylo ogromnym osiagnigciem w dziedzinie biotechnologii
molekularnej, jednak nie eliminowalo problemow zwigzanych z niska termostabilno$cia
stosowanego enzymu. Ograniczenia Pol I wymuszaly dodawanie polimerazy w kazdym
cyklu reakcji PCR, co uniemozliwiato przeprowadzenie procesu bez ingerencji oraz
wydajne uzyskanie produktu PCR [8].

Rozwigzaniem byla polimeraza DNA, ktdra nie jest inaktywowana w czasie etapu
denaturacji termicznej z dwuniciowego do jednoniciowego DNA. W zwigzku z tym
otrzymanie termostabilnej polimerazy DNA Taq i jej zastosowanie w reakcji PCR,
zrewolucjonizowato wiele dziedzin nauki [27]. Jej stabilno$¢ termiczna, umozliwiata
pozostawienie probowki reakcyjnej w termocyklerze przez caly czas trwania reakcji PCR
bez koniecznosci uzupetniania polimerazy DNA [14].

Polimeraza DNA Taq zostala wyizolowana z termofilnej bakterii Thermus
aquaticus odkryte] w Parku Narodowym Yellowstone w Stanie Montana (USA). Jest
najczesciej stosowang polimeraza DNA w reakcji PCR oraz najbardziej znanym
reprezentantem termostabilnych enzyméw [10]. Pierwsze uzyskane wyniki
z wykorzystaniem polimerazy DNA Taq zostaty opublikowane przez Chien i in w 1976
w ramach pracy magisterskiej. Ujawnione rezultaty staly si¢ popularne na skale
Swiatowa, a otrzymana polimeraza DNA Taq stala si¢ obiektem dalszych badan [14].

Poczatkowo polimeraza DNA Taq byla bezposrednio oczyszczana
z mikroorganizmu 7. aquaticus. Ze wzgledu na niska wydajnos¢, gen kodujacy ten enzym
zostal sklonowany przez Davida Gelfand’a pracownika firmy Cetus [27][28][8].
Nastepnie poddano go ekspresji w komorkach E. coli. Natywna polimeraza DNA Taq
zostata stopniowo zastgpiona przez rekombinowang polimeraze DNA Taq [29][30][31],
znang pod nazwa handlowa AmpliTaq. Ilo$¢ rekombinowanej polimerazy Taq

wytwarzanej w komorkach E. coli wciagz byla bardzo niewielka. Przyczyng byta niska
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ekspresja genu kodujacego polimeraz¢ DNA T. aquaticus w komorkach E. coli, ze
wzgledu na wysoka zawartos¢ par GC w genie wykorzystywanego mikroorganizmu. Po
wielu prébach udato si¢ skonstruowaé¢ wydajny system nadprodukcji polimerazy DNA
Taq. Dokonano tego poprzez zmian¢ kodonu wokot regionu N-koncowego polimerazy
DNA na kodony optymalne dla E. coli [14]. Wprowadzone zmiany pozwolily na
10-krotnie wydajniejsza produkcje polimerazy DNA Taq w pordwnaniu z jej pierwszym
komercyjnym produktem AmpliTaq. Od tej pory byta ona uzywana jako podstawowy
enzym w reakcji PCR. Polimeraza DNA Taq stata si¢ biatkiem wyj$ciowym do badan
wielu modyfikacji w celu poprawy wydajnos$ci reakcji PCR [14].

Polimeraza DNA Taq sktada si¢ z trzech domen: egzonukleolitycznej 5°— 3°,
nieaktywnej egzonukleolitycznej 3°— 5’ oraz polimeryzacyjnej 5’— 3’°. Usunigcie
domeny egzonukleolitycznej 5°— 3°, umozliwia uzyskanie biatka o pelnej
funkcjonalnosci, ale o innych cechach w odniesieniu do biatka natywnego. Polimeraza
DNA TaqA289, ktéra nie posiada aktywnosci 5° — 3’ egzonukleazy, wyr6znia si¢ wyzsza
termostabilno$cia, do jej wydajnego dziatania potrzebny jest dodatek jonow Mg?*
[29][32][31][12]. Ponizej na rysunku nr 2 zostata przedstawiona struktura polimerazy
DNA Tagq.
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Rysunek 2. Struktura krystalograficzna polimerazy DNA Taq [opracowanie na podstawie: [11].
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4.2.3. Polimerazy DNA organizmow hipertermofilnych

Odkrycie polimerazy DNA Taq zainicjowato poszukiwania enzymow, o lepszych
wiasciwosciach. Od nowych polimeraz DNA oczekiwano wyzszej stabilno$ci termiczne;j
oraz wierno$ci. Poszukiwan nowych enzyméw dokonywano przede wszystkim wsrod
organizméw termofilnych. Mozna wyrézni¢ rézne grupy termofili: ekstremalne
termofile, ktére rosng w temperaturach powyzej 75°C 1 umiarkowane termofile, ktére
rosng w temperaturze 55—75°C. Temperatura wzrostu organizmow zazwyczaj przektada
si¢ na termostabilno$¢ polimeraz DNA. Szczegolnie ekstremalne termofile, ktore rosna
w temperaturach powyzej 80°C nazwano hipertermofilami, ktére naleza do grupy
archeonow [14].

Przetomem w badaniach biologii molekularnej bylo odkrycie w 1991 roku
polimerazy DNA Pfu, ktérg wyizolowano z hipertermofilnego archeona Pyrococcus
furiosus znalezionego w kominie hydrotermalnym na Oceanie Spokojnym [10].
Polimeraza DNA Pfu w odrdznieniu od polimerazy DNA Taq posiada aktywno$¢
korektorskg egzonukleazy od 3’ — 5°, ktéra pozwala korygowac btedy podczas wiaczania
nukleotyddw, co zwigksza specyficznos¢ [33].

Archealne polimerazy DNA, m.in. polimeraza DNA Pfu, skladaja si¢ z pieciu
domen: palcow, $rddrecza, kciuka, egzonukleolitycznej 3' — 5' oraz domeny N-koncowe;
[12]. Domena egzonukleolityczna 3> — 5’ zmienia swoja konformacje w zaleznos$ci od
stanu replikacji lub edycji DNA. W chwili pojawienia si¢ niedopasowanego nukleotydu,
ktory jest wlaczany do nowo zsyntetyzowanej nici DNA, ni¢ matrycy oraz startera stabiej
wi3az3 si¢ z polimerazg DNA, co prowadzi do ich nieprawidlowego ustawienia wzgledem
miejsca aktywnego polimerazy DNA. Podwdjna helisa rozwija si¢, a niedopasowany
nukleotyd jest przenoszony do miejsca aktywnego domeny egzonukleolitycznej 3° — 5°
1 wycinany [18].

W zamknigtej konformacji domeny kciuka zwigzanej z DNA, koniec 3’ nici
startera nie moze wigza¢ si¢ z domeng egzonukleazy z powodu zawady steryczne;j.
Otwarte konformacje domeny kciuka umozliwiaja wigzanie jednoniciowego startera
DNA (ssDNA) z miejscem aktywnym egzonukleazy. Przeprowadzenie procesu replikacji
DNA wymaga koordynacji konformacji kazdej z domen [18]. Rysunek nr 3 przedstawia

strukture krystalograficzng polimerazy DNA Pfu.
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Rysunek 3. Struktura krystalograficzna polimerazy DNA Pfu [18] [14].

Odkrycie obu polimeraz DNA Taq oraz Pfu bylo duzym osiagnigeciem
w dziedzinie biologii molekularnej, ktére umozliwito rozwdj biotechnologii, diagnostyki
oraz kryminalistyki. Wymienione polimerazy DNA posiadaja roézne unikalne
wlasciwo$ci. Polimeraza DNA Taq wykazuje aktywno$¢ korektorska egzonukleazy
5" —3’, podczas gdy polimeraza DNA Pfu wykazuje aktywno$¢ korektorska
egzonukleazy 3> — 5°. Polimeraza DNA Taq nalezy do grupy polimeraz DNA z rodziny
A, podczas gdy polimeraza DNA Pfu nalezy do grupy polimeraz DNA z rodziny B [18]
[14][34] [10].

Tabela nr 3 przedstawia najwazniejsze roznice pomi¢dzy polimerazami DNA Taq
1 Pfu, ktére w ostatnich latach staly si¢ podstawowymi modelowymi biatkami do

tworzenia modyfikacji polimeraz DNA.

Tabela 3. Porownanie polimerazy DNA Taq oraz Pfu

Nazwalg);gmerazy Polimeraza DNA Taq | Polimeraza DNA Pfu Referencje

. Domena Bakterii — Domena Archea —
Rodzina Rodzina A Rodzina B [18]r1o]r14]
Aktywnosé egzonukleazy 5— 3’ | egzonukleazy 3>— 5° | [12][18][10][14]
korektorska
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erkroorganlzm, V/ Termofilna Bakteria Hipertermofilny
ktorego zostala . archeon Pyrococcus [18][10][14]
. Thermus aquaticus .
wyizolowana furiosus
Jako pierwsza
umozliwita Reakcje wymagajace

przeprowadzenie duzej wiernosci, z
Zalety w reakcji reakcji PCR bez uwagi na wysoka jakos¢ [18][10][14]
PCR dodatkowej ingerencji | syntetyzowanego DNA

w trakcie jej trwania, oraz niski odsetek
najpopularniejsza btedow
polimeraza DNA

4.3. Reakcja PCR

Okrycie polimerazy DNA Taq doprowadzilo do rozwoju techniki PCR.
Prekursorem reakcji PCR byt Kary Mullis, ktory zwrdcit uwage na problem wystepujacy
podczas sekwencjonowania DNA metoda Sangera. Sekwencjonowanie pojedynczej kopii
genu dawato stabe sygnaly z powodu niewystarczajacego stezenia DNA. Dodanie etapu
denaturacji w celu podzielenia kazdej dwuniciowej czasteczki DNA (dsDNA) na dwie
jednoniciowe (ssDNA) i odwrotnego startera do okreslenia catkowitej dlugosci

amplikonu, pozwolito na jednoczesne otrzmanie dwoch zamplifikowanych kopii DNA

[8].

4.3.1. Podstawowe informacje o reakcji PCR

Wykorzystywana w diagnostyce reakcja PCR sktada si¢ z kilku nastepujacych po
sobie etapoOw: wstgpnej denaturacji, denaturacji, przylaczania starteréw, elongacji
(tj. wydtuzania starterow na matrycy ssDNA) oraz wydtuzania koncowego. Denaturacja,
przylaczanie starterow oraz elongacja sg etapami, ktore powtarza si¢ w okreslonej liczbie
cykli [35]. W zaleznosci od stosowanej polimerazy DNA oraz specyfiki reakcji, dobrany
zostaje odpowiedni profil temperaturowo-czasowy prowadzonej reakcji PCR. Ponizej
w tabeli nr 4 przykladowe czasy i temperatury wykorzystywane w reakcjach PCR, dla

komercyjnie dostgpnych polimeraz DNA [35].
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Tabela 4. Przyktadowy profil temperaturowo-czasowy dla reakcji PCR

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Wstepna 94-98 30-600 1
denaturacja
Denaturacja 94-98 10-120
Przylaczanie 40-70 20-60 25-40
starterow
Elongacja 70-75 X
Wydluzanie 70-75 120-600 1
koncowe
Chlodzenie 4 0 1

X — czas zalezny od wielko$ci uzyskiwanego produktu PCR (pz) i szybkosci syntezy DNA przez dang polimeraze
DNA,; dla komercyjnych polimeraz DNA Phusion oraz Q5 szybko$¢ syntezy DNA wynosi 30 s/ 1000 pz

Podczas ustalania profilu temperaturowo-czasowego reakcji PCR istotnym
elementem jest temperatura przytaczania starterow (Tm). Temperature ustala si¢ poprzez
wykorzystanie gradientu temperaturowego dla etapu annealingu [28]. Wazny jest na tym
etapie typ matrycy, z ktdrg mamy do czynienia oraz potencjalne czynniki inhibujace, jesli
sg to probki pochodzenia klinicznego czy srodowiskowego. Sktad mieszaniny reakcyjnej
dla PCR dobierany jest zgodnie z wytycznymi podanymi przez producenta polimerazy
DNA [36].

4.3.2. Mechanizm dziatania polimerazy DNA w reakcji PCR

Najistotniejszym czynnikiem dodawanym do reakcji PCR jest polimeraza DNA.
Ustalone struktury krystalograficzne polimeraz DNA wskazuja na podobng budowe
miejsca aktywnego dla kazdej z nich. Znajomos$¢ tych struktur umozliwita okreslenie
mechanizmu, jaki zachodzi podczas trwania reakcji PCR [37][38].

W pierwszym etapie komplementarny dNTP zostaje dobudowany do zasady
matrycowej, a grupa fosforanowa dNTP wigze si¢ z konserwowanymi strukturalnie
dwoma grupami karboksylowymi w domenie palcow, poprzez dwa dwuwartosciowe
kationy (Mg?" lub Ca®") i starter na koncu 3' (ANTP i dwa dwuwartoéciowe kationy sg
dopasowane do reakcji). Odkrycie struktury i charakterystyka biochemiczna przyczynity
si¢ natomiast do zrozumienia mechanizmu reakcji przeniesienia nukleotydu, na ataku

a-fosforanowa grupe nadchodzacego dNTP przez koniec 3’-OH startera [39][40][38].
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Tworzy si¢ nowe wigzanie fosfodiestrowe miedzy 3'-OH a grupa a-fosforanowa,
a wigzanie fosfodiestrowe migdzy a- i B-fosforanami ANTP zostaje zerwane. W reakcji
biora udziat dwa jony Mg?" (miejsca wigzania nazywane sa odpowiednio miejscem Ai B,
rysunek 4) 1 jest to reakcja typu SN2, obejmujgca pigciokowalencyjny fosforan begdacy
zwigzkiem posrednim. Podobny mechanizm mozna zaobserwowac¢ w przypadku innych
kationdow dwuwartosciowych, takich jak Mn?*, ktéry dostosowuje geometrie
oktaedryczna podobna do Mg?" i rowniez aktywuje reakcje. Kationy Ca?*, mimo tego, ze
sg dwuwartosciowe, hamujg reakcje. Preferowanym ukladem dla dziatania polimerazy
DNA jest obecnos¢ wiekszej liczby ligandéw (wigcej niz 6) o znacznych odleglosciach
koordynacyjnych. Mechanizm dwoch jonow metali zostal zaproponowany na podstawie
struktur przedreakcyjnych kompleksow polimeraza DNA - substrat przy uzyciu analogéw
substratow (dNTP na koncu startera lub nieulegajacy hydrolizie dNTP) lub
dwuwartoéciowego kationu, takiego jak Ca®' (analogi czasami zaburzaja geometrie
miejsca aktywnego odpowiedzialnego za reakcje). Dostepne zrodita wskazuja, ze dodanie
dNTP w strukturze krystalograficznej polimerazy DNA I indukuje wydluzenie startera,
ale nie udalo si¢ jednak zwizualizowaé, rzeczywistego procesu reakcji przeniesienia

nukleotydu [40][37][38].
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Rysunek 4. Mechanizm aktywacji polimerazy DNA przez jony magnezu Mg*" podczas reakcji
PCR [38].



4.3.3. Problemy w reakcji PCR

Reakcja PCR jest powszechng technikg laboratoryjng stosowang w diagnostyce
molekularnej. Intensyfikacja badan w ciggu ostatnich lat w zakresie projektowania testow
opartych na reakcji PCR umozliwita optymalizacj¢ trudnych warunkow amplifikacji
DNA [41][35]. Wiele z tych problemdéw wcigz pozostaje nierozwigzanych. Ponizej
opisano najczescie] wystepujace utrudnienia, z ktérymi borykaja si¢ m.in. laboratoria

diagnostyczne i naukowe.

4.3.3.1. Niska wydajno$¢ amplifikacji

Gléwnym problemem podczas reakcji PCR jest brak amplifikacji lub niska
wydajnos$¢ reakcji. Kluczowe jest potwierdzenie obecno$ci DNA przez pomiar jego
stezenia 1 czystosci z wykorzystaniem spektrofotometrii lub fluorometrii. Zbyt niskie
stezenie matrycy ijego niezadowalajaca czysto$¢ wymaga odpowiedniogo zat¢zania oraz
dodatkowego oczyszczania. Niska czulo$¢ polimerazy DNA, moze by¢ przyczyna niskiej

wydajnosci amplifikacji DNA, co moze wptyna¢ na fatszywie negatywny wynik [42].

4.3.3.2. Powstawanie niespecyficznych produktow PCR

Czesto wystepujacym problemem jest powstawanie niespecyficznych produktow
po reakcji PCR. Powodem moze by¢ wigzanie si¢ starterow do innych niz zamierzone
miejsc w badanym DNA, co skutkuje ich amplifikacja. Przyczynag jest wysoka aktywnos¢
polimerazy DNA w temperaturze pokojowej, co moze doprowadzi¢ do inicjacji reakcji
juz podczas dodawania sktadnikow mieszaniny reakcyjnej. W nastgpstwie, startery
przytaczaja si¢ nieswoiscie do obecnych w probowce kwasow nukleinowych, co
prowadzi do ich wydluzenia przez enzym 1 wytworzenia puli nieswoistych produktow.
Aby zapobiec powstawaniu tych niespecyficznych produktow, mozna zastosowac
polimerazy DNA typu hot-start, ktorych aktywacja zachodzi dopiero w wysokich
temperaturach [43].

4.3.3.3. Tworzenie struktur dimerycznych

Tworzenie struktur starter-dimer moze wystapi¢, gdy startery tacza si¢ ze soba
z powodu komplementarnos$ci mi¢dzy ich sekwencjami starterowymi i moze prowadzi¢
to do tworzenia dimerdw, co skutkuje zdarzeniem samoprimowania [44]. Powodem moze

by¢ wysokie stezenie starterow, wysokie temperatury topnienia 1 dlugie czasy

38



przytaczania starterow. Struktury dimeryczne moga prowadzi¢ do falszywie ujemnych
wynikow [45]. Istotna jest optymalizacja warunkow PCR, takich jak temperatura
hybrydyzacji, st¢zenie starterow 1 czas hybrydyzacji. Zwigkszenie temperatury
hybrydyzacji moze zmniejszy¢ prawdopodobienstwo tworzenia niepozadanych struktur,
ale moze rowniez zmniejszy¢ wydajnos¢ hybrydyzacji startera z docelowym DNA [46].

Zasadne jest zaprojektowanie starterow, ktore nie sg ze sobg komplementarne oraz
nie tworza struktur drugorzedowych [45]. Dostepnych jest wiele programow
komputerowych, ktore okreslaja prawdopodobienstwo tworzenia si¢ struktur

drugorzedowych [46][41].

4.3.3.4. Falszywie pozytywne wyniki

W diagnostyce molekularnej szczegdélnym problemem jest wystepowanie
wynikow fatszywie pozytywnych. Powodem jest zbyt niska specyficzno$¢ starterow oraz
homologia z amplifikowang sekwencja niespecyficzng [47]. Warunki reakcji PCR
powinny by¢ zoptymalizowane, aby wyeliminowa¢ mozliwo$¢ powstania wynikow
falszywie pozytywnych [48]. W takich okolicznos$ciach materiaty eksploatacyjne, takie
jak proboéwki reakcyjne do PCR, probowki wirdéwkowe 1 koncowki do pipet powinny by¢
jalowe, a po nastawieniu reakcji pipety oraz komora powinny zosta¢ doktadnie
wyczyszczone. Przed rozpoczgciem pracy komora powinna by¢ odpowiednio
przygotowana poprzez min. kilkunastominutowa ekspozycj¢ z wykorzystaniem

promienia $wiatla ultrafioletowego [35].

4.3.3.5. Amplifikacja fragmentow DNA bogatego w pary GC

Problemem, ktéry wplywa na wydajnos¢ prowadzonej reakcji PCR jest
amplifikacja matryc bogatych w pary GC. DNA, ktére zawiera sekwencje bogate
W guaning oraz cytozyn¢ sa problematyczne ze wzgledu na ich niepelng denaturacje
podczas amplifikacji. Taki material genetyczny wymaga zastosowania dodatkowych
wzmacniaczy do reakcji PCR, takich jak DMSO, ktére umozliwiaja obnizenie
temperatury topnienia matrycy lub/oraz zwigkszonej temperatury denaturacji [49][50].
Do tego typu uktadéw wykorzystuje si¢ polimerazy DNA, ktore sg wyjatkowo

termostabilne [51].
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4.3.3.6. Amplifikacja dlugich fragmentéw DNA

Amplifikacji dhugich produktéw DNA wymaga obecnosci domeny korektorskiej
(3°’—5’ egzonukleazy), ktoéra odpowiada za wiernos¢ syntezy. Tego typu domeng posiada
m.in. polimeraza DNA Pfu [10]. W celu uzyskania duzych produktow PCR przy
jednoczesnym zachowaniu wydajno$ci reakcji najczesciej stosuje sie¢ mieszanki dwoch
polimeraz DNA. Reakcja w omawianym przypadku jest katalizowana przez polimerazg

DNA Taq, natomiast polimeraza DNA Pfu petni funkcje korektorska [52][53].

4.3.3.7. Inhibitory reakcji PCR

Inhibitory reakcji PCR sa najczgstsza przyczyna niepowodzenia amplifikacji
DNA. Moga one pochodzi¢ z probki, ktora jest zrédlem matrycy, powsta¢ podczas
przygotowania probki do reakcji lub z obu tych zrodet [54][55].

4.3.3.7.1. Inhibitory obecne w badanych probkach

Inhibitory PCR mozna znalezé w roznych materiatach biologicznych
analizowanych w badaniach klinicznych, spozywczych 1 $rodowiskowych. Probki
kliniczne, takie jak krew, surowica lub osocze, mocz i kal, zawierajg substancje, ktore
moga wplywaé¢ na amplifikacje PCR [56][57][58]. Natywna immunoglobulina (IgG)
obecna we krwi jest jednym z najsilniejszych inhibitorow PCR, poniewaz ma wyjatkowe
powinowactwo do jednoniciowego DNA [59]. Mozna czgéciowo zniwelowac ten efekt
hamujacy, inkubujac probke z niespecyficznym DNA w celu zneutralizowania IgG.
Probki zywnosci takze zawierajg sktadniki, ktore moga zakldci¢ powstanie produktow
PCR [60]. W mleku zawarty jest enzym plazmina, ktory rozktada polimeraz¢ DNA Taq,
natomiast wysokie stezenie wapnia moze hamowac¢ reakcje PCR. Podczas pracy
z ro$linami, mozna zetkng¢ si¢ z takimi inhibitorami jak polisacharydy, ksylan czy
siarczan dekstranu. Co wigcej, fenole obecne w jagodach 1 pomidorach wydajg si¢
szczegblnie hamowa¢ reakcj¢ PCR. Z drugiej strony martwa biomasa i gleba moga
zawiera¢ r6znego rodzaju kwasy np. humusowe [58], ktére hamuja PCR nawet w niskich
stezeniach [60]. W osadach $ciekowych i $ciekach mozemy znalez¢ tluszcze, biatka,
polifenole 1 metale ci¢zkie, polisacharydy 1 jony metali — wszystkie s3 powszechnymi
inhibitorami PCR probek srodowiskowych. Inne inhibitory obejmuja sktadniki komoérek
bakteryjnych oraz przedmioty laboratoryjne, takie jak pylki, proszek z rekawiczek,
plastikowe naczynia laboratoryjne i celuloza [61][62][57][63].
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4.3.3.7.2. Inhibitory chemiczne

Druga grupe inhibitoréw stanowig gtdwnie odczynniki chemiczne oraz substancje
wykorzystywane podczas izolacji DNA. Do skutecznej lizy komorek lub przygotowania
czystego genomowego DNA potrzebne sg substancje, ktore w pewnych stezeniach moga
powodowac¢ inhibicje PCR. Naleza do nich rozne sole (chlorek sodu lub potasu),
detergenty jonowe, detergenty niejonowe lub czasteczki organiczne (EDTA, etanol,
alkohol izopropylowy lub fenol) [64]. Detergenty jonowe (np. dezoksycholan sodu,
sarkozyl i SDS) silnie hamujg reakcje¢ PCR, podczas gdy detergenty niejonowe
(np. Nonidet P-40, Tween 20, Triton X-100 i N-oktyloglukozyd) hamujg reakcje PCR
tylko przy stosunkowo wysokich st¢zeniach [65]. EDTA takze znajduje si¢ w kilku
buforach elucyjnych zestawow do oczyszczania DNA, ale w pewnych stezeniach moze
chelatowac jony magnezu, a tym samym hamowaé aktywno$¢ polimerazy DNA [57].
Podczas gdy etanol jest wazng czeécig etapow ptrukania podczas izolacji DNA, jest
réwniez silnym inhibitorem reakcji PCR [66]. Bardzo wazne jest, aby pozby¢ si¢ nawet
resztek etanolu przed elucja DNA. Niektore protokoty zalecaja chlorek litu do odsalania
RNA, poniewaz jest on lepiej rozpuszczalny w etanolu niz octan sodu. Nalezy jednak
zachowa¢ ostrozno$¢, poniewaz moze hamowac syntez¢ biatek i polimeraz¢ DNA.
Dodatki do mieszaniny PCR, takie jak ditiotreitol, sulfotlenek dimetylu lub
merkaptoetanol, w pewnych st¢zeniach moga réwniez dziala¢é hamujaco
[67][68][69][70]. Zdarza si¢, ze na wydajnos¢ reakcji PCR moze mie¢ wplyw materiat
wymazowek lub sktad podioza [61].

W tabeli nr 5 =zaprezentowano kilka inhibitorow, wraz z potencjalnym

mechanizmem ich dziatania [56][71][62][57].

Tabela 5. Tabelaryczne zestawienie inhibitorow wraz z potencjalnym mechanizmem inhibicji

Nazwa inhibitora Mechanizm dzialania Referencje

Fenol Hamuje enzymy poprzez denaturacj¢ biatek [60]

Wytracajg si¢ razem z kwasami
nukleinowymi, uniemozliwiaja ponowne
rozpuszczenie RNA po precypitacji,

Polifenofe . . L [60] [61]
chelatujg jony metali oraz zmieniaja
wlasciwos$ci chemiczne kwasow
nukleinowych
Komérki Odpowiadaja za degradacje/sekwestracje [60] [61]
bakteryjne kwasow nukleinowych
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Kwas humusowy Wiaze si¢ do kwasovx{ nukleinowych i [601[61][72][73]
enzymow

Hematyna Odpowiada za niepeine stopienic DNA [60][61]]59][73]

Jony metali Redukuja specyficznos¢ starterow [60][74][61]

Detergenty Degraduja polimerazy DNA [60][74][61]

Inhibuja dziatanie polimerazy DNA, a
. takze dziatanie odwrotnej transkryptazy,
Jony wapnia tworzg konkurencje dla innych (60161
dwuwartosciowych jondw metali w reakcji

EDTA Chelatuje jony metali [60] [61]

Substancje . .

antywirusowe Hamuja elongacje DNA [60] [61]

4.3.4. Mozliwe rozwigzania problemow wystepujacych w reakcji PCR

4.3.4.1. Wzmacniacze reakcji PCR

W celu poprawy ogdlnej wydajnosci, ale takze wydajnos$ci trudnych reakcji PCR,
stosuje si¢ roznorodne wzmacniacze do PCR. Kazdy ze wzmacniaczy ma unikalne
wlasciwosci 1 inny sposob dziatania. Stosuje si¢ je w celu poprawy czutosci, wydajnosci
1 specyficznosci PCR, albo w celu ztagodzenia skutkéw dzialania inhibitorow w reakcji.
Stosowane wzmacniacze mozna podzieli¢ na cztery gtowne grupy. Pierwsze trzy z nich
obejmuja dodatki do reakcji PCR o dobrze zdefiniowanych mechanizmach, a mianowicie
takie, ktore utatwiajg amplifikacje sekwencji bogatych w pary GC, przeciwdziatajg
szkodliwemu dziataniu inhibitorow PCR lub zmieniajg kinetyke samej reakcji
(nanomaterialy) [75]. Czwarta grupa to mieszanka stosowanych wzmacniaczy
o niejasnym mechanizmie dziatania [76][54].

W tabeli nr 6 zostaly zebrane najczesciej stosowane wzmacniacze w reakcji PCR.

Tabela 6. Lista popularnych wzmacniaczy wraz z petnionymi funkcjami w reakcji PCR

Nazwa Dzialanie Dzialanie . . .
. . . . Funkcje zwiazku Referencje
zwiazku | wzmacniajace | hamujace
Stabilizuje matryce DNA i
_ 0 0
Tween2( 0,1-2,5% >5% polimeraze DNA [771178]
Triton X- o o Stabilizuje matryce DNA i
100 5% >3 % polimeraze DNA [46]

42




Glicerol

10-15%

>20 %

Zwigksza specyficznos$¢ starterow i
ogranicza powstawanie struktur
drugorzedowych powodowanych
przez regiony bogate w pary GC,
obniza temperature rozdzielania nici
DNA

[79]

PEG 6000

5-15%

>20 %

Umozliwia amplifikacje DNA w
niskich temperaturach hybrydyzacji,
zmniejsza niespecyficzne
przytaczanie jednoniciowego DNA
(ssDNA)

[80]

DMSO

2-10%

>10 %

Zmniejsza oddziatywania
migdzyczasteczkowe, co ma istotne
znaczenie przy hybrydyzacji nici
DNA, dzi¢ki temu mozliwe jest
powstanie luzniejszej struktury II-
rzgdowej, co utatwia dostep
polimerazie DNA w przypadku
wystepowania sekwencji bogatej w
pary GC

[81][69][70]

Betaina

0,5-2M

>5M

Funkcja podobna do DMSO, ale z
uwagi na to, ze betaina jest
zwigzkiem organicznym, o

charakterze jonu obojnaczego, moze
obniza¢ temperature topnienia (Tm)
dsDNA, jest czgsto stosowana w
celu utatwienia amplifikacji matryc
bogatych w pary GC oraz
zwigkszenia specyficznosci reakcji
amplifikacji izotermicznej. Oprocz
obnizania Tm, betaina jest rOwniez
stosowana jako bariera molekularna
utrudniajaca hybrydyzacje miedzy
starterem a matryca, zwigkszajac w
ten sposob specyficznos¢
amplifikacji izotermicznej,
stabilizuje takze kompleks DNA-
polimeraza DNA

[69](82][83]

BSA

0,1-0,8
mg/ml

>1 mg/ml

Zmniejsza niespecyficzne wigzania
starterOw w sekwencjach bogatych w
pary GC

[70](84]

43




Zwicksza specyficznosé
=~ 100 hybrydyzacji i Tm, stosowanie
TMAC 15-100 mM TMAC jest zalecane w warunkach [85]
mM .
PCR z wykorzystaniem
zdegenerowanych starterow

Stabilizuje polimeraze DNA w [67]

DTT 5—-40 mM > 40 mM reakcji PCR

Utrzymuje DNA w formie
zdenaturowanej, dobrze sprawdza si¢
> 100 ng/ w przypadku probek klinicznych, [86]

50 ul srodowiskowych, lizatow
komoérkowych oraz trudnotopliwych
matryc

Albumina | 100 ng/ 50 pl

Wspomaga proces denaturacji DNA,

jesli zostanie zastosowany w niskim (87][70]

stezeniu hamuje powstanie struktur
[I-rzedowych

Formamid do 2,5% >2.5%

Wykazuje dziatanie analogiczne do
wczesniej wspomnianej betainy,
-literatura WSkalelj,e jednak na [77]178]
wieksza skutecznos$¢ w przypadku
stosowania glikolu etylenowego w
porownaniu do betainy

Glikol

02-2M >2M
etylenowy

Wszystkie z wymienionych wzmacniaczy reakcji PCR majg na celu poprawe
wydajnosci prowadzonych reakcji PCR przy jednoczesnym zachowaniu pelnej
aktywnosci stosowanej polimerazy DNA. Opisanie doktadnych mechanizméw dziatania
wzmacniaczy reakcji PCR jest do§¢ skomplikowane, poniewaz wplyw na efekt
ostateczny ma klika czynnikow, m.in. stgzenie stosowanych wzmacniaczy. Po
przekroczeniu pewnej granicy dodatek wymienionych w tabeli nr 6 substancji zaczyna

mie¢ wlasciwos$ci inhibujace [75][76].

4.3.4.2. Modyfikacje polimeraz DNA

Pomimo dostepnosci wielu wariantow polimeraz DNA nadal poszukiwane sg
konkurencyjne enzymy do amplifikacji kwaséw nukleinowych odporne na inhibitory.
Rozwdj inzynierii genetycznej oraz bioinformatyki umozliwil wydajne otrzymywanie

polimeraz DNA o unikalnych wlasciwosciach [1].
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4.3.4.2.1. Mutacje punktowe

Jedng z mozliwosci w tworzeniu nowych polimeraz DNA s3 modyfikacje juz
istniejgcych wariantdow poprzez wprowadzanie mutacji punktowych m.in. zamiang
pojedynczych nukleotydéw albo zamiang reszt aminokwasowyc (np. dodatnio
naladowane reszty aminokwasowe w domenie polimerazy DNA s3 wazne dla interakcji
z DNA). Przyktadem jest polimeraza DNA wyizolowana z Pyrobaculum calidifontis
(Pca-Pol), w ktorej zidentyfikowano dwie reszty w domenie §roédrecza polimerazy DNA
oraz zamieniono je na arginine w celu poprawy wilasciwosci tego enzymu. Zmutowane
biatko wyprodukowano heterologicznie w E. coli. Charakterystyka biochemiczna
zmutowanego oraz dzikiego typu polimerazy DNA nie wykazata znaczacych rdznic
w przypadku optymalnego zakresu pH, tolerancji stezen jondw metali, preferencji
buforéw reakcyjnych oraz aktywnosci korektorskiej 3'— 5" egzonukleazy. Zmienita si¢
specyficzna aktywno$¢, procesywnos$¢ i szybkos§¢ syntezy DNA w poréwnaniu do
polimerazy DNA typu dzikiego. Specyficzna aktywno$¢ jednego z mutantow (G522R-
E555R) byta prawie 9-krotnie wyzsza niz enzymu typu dzikiego [88].

Na ekspresj¢ lub funkcje genu polimerazy DNA moga mie¢ wplyw takze nabyte
mutacje punktowe, zmiennos¢ strukturalna oraz zmienno$¢ epigenetyczna. Pomimo ich
potencjalnego znaczenia biologicznego i medycznego, te obszary nauki wcigz sg jeszcze
stabo zbadane, a zatem moga by¢ istotnymi obszarami badan. Mutacje (SNP)
zidentyfikowano w kazdym z kanonicznych gendéw polimerazy DNA oraz w kilku
wyspecjalizowanych polimerazach DNA. Potencjalny wptyw tych zmian na katalize
in vitro mozna wykorzysta¢ do identyfikacji wariantow o najwigkszym potencjale zmiany

funkcji in vivo [89].

43.4.2.1.1. Zmiany punktowe w polimerazie DNA Taq

[losciowa tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR),
katalizowana przez polimeraz¢ DNA Taq, moze by¢ wykorzystana m.in. do testow
bezpieczenstwa zywnosci w celu wykrycia obecnos$ci szkodliwych bakterii w zywnosci
lub w paszy. Niektore zwigzki wystepujace w zywnosci, takie jak czekolada lub czarny
pieprz, sg inhibitorami polimerazy DNA 1 wymagaja duzego rozcienczenia lub
intensywnego oczyszczania, aby umozliwi¢ skuteczng reakcje qPCR [90][91].
Przeprowadzono w tym celu poszukiwania wariantéw polimerazy DNA Taq

o zwigkszonej tolerancji na inhibitory w Zywnosci, stosujac wodny ekstrakt pieprzu
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czarnego na poziomie znacznie obnizajacym efektywnos¢ qPCR. Aby wyszukaé
odpowiednio zmodyfikowang polimeraz¢ DNA tworzy si¢ biblioteki klondw, a nastgpnie
szacuje potencjalne mozliwo$ci wybranych modyfikacji. Zmiana kwasu asparaginowego
na asparagine w pozycji 732, okoto 30 A od miejsca aktywnego polimerazy DNA

spowodowata zwickszenie tolerancji na obecnos¢ inhibitorow w reakcji PCR [92].

4.3.4.2.2. Fuzyjne polimerazy DNA

Polimerazy to enzymy, ktore odgrywaja istotng role w syntezie DNA lub/i RNA,
dziatajac  jako maszyny molekularne odpowiedzialne za doktadng replikacje
1 transkrypcje informacji genetycznej. Dotychczas poznane polimerazy DNA zostaty
doktadnie zbadane i1 dobrze scharakteryzowane, jednak w ostatnich latach pojawita si¢
nowa klasa enzymow zwana polimerazami fuzyjnymi [93][94].

W biotechnologii molekularnej fuzyjne polimerazy DNA wykorzystywane sa
w technikach amplifikacji DNA, takich jak tancuchowa reakcja polimerazy (PCR),
w celu poprawy wiernos$ci, wydajnosci, a takze amplifikacji DNA w obecnosci
inhibitorow. Wprowadzenie nowych wlasciwosci w fuzyjnych polimerazach DNA
utatwito réwniez rozwoj zaawansowanych technologii sekwencjonowania, narzedzi
biologii syntetycznej 1 metod manipulacji DNA [93][94].

Fuzja polmerazy DNA z dodatkowa domeng biatkowg jest coraz popularniejsza
1jednoczesnie obiecujaca technika konstruowania enzymoéw o ulepszonych
wlasciwos$ciach. Juz wezesniej podejscie to byto opisane w przypadku polimerazy DNA
Pfu-, Tag- 1 ®29 [95][96][97][98]. Na przyktad biatko Sso7d wigzagce DNA
z termofilnego archeonu Sulfolobus solfataricus zostato przytaczone do polimerazy DNA
Pfu; domena wigzaca DNA TopoV z Methanopyrus kandleri zostala przylaczona do
polimerazy ®29. Scharakteryzowana zostata takze ulepszona polimeraza DNA Gss
podobna do Bst z bialkiem Sso7d na C-koncu, gdzie enzym wykazywat zwigkszong
procesywnos¢ 1 tolerancje na inhibitory podczas amplifikacji DNA [96].

W zwigzku z obecnoscig licznych czynnikéw inhibujacych reakcje PCR wecigz
poszukiwane sa nowe modyfikacje dobrze poznanej polimerazy DNA Taq, ktora pozwoli
na wydajne przeprowadzenie reakcji PCR, pomimo wystepujacych podczas reakcji
utrudnien. Modyfikacje gldwnie opierajg si¢ o zmiang reszt aminokwasowych lub
dokonywanie fuzji z monomerycznymi biatkami stabilizujagcymi DNA (m.in. Sso7d,

NeqSSB, RB69SSB, TtePriB czy PfuDBDIig) [94].
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4.34.2.2.1. Fuzyjne polimerazy DNA Taq

Literatura donosi o kliku przyktadach otrzymania fuzyjnych polimeraz DNA
z wykorzystaniem polimerazy DNA Taq, ktore w porownaniu do polimerazy DNA
dzikiego typu wykazywaty znacznie lepsze wtasciwosci [93][94].

Otrzymanie fuzyjnej polimerazy DNA NeqSSB-TaqS z domeny Taq Stoffel oraz
biatka NeqSSB wyizolowanego z Nanoarchaeum equitans, miato na celu znaczng
poprawe wiasciwosci polimerazy DNA TagS. Rekombinowana polimeraza NeqSSB-
TaqS wykazywala znacznie wyzsza szybko$¢ syntezy DNA, procesywnosc,
termostabilno$¢ 1 wyzsza tolerancj¢ na inhibitory obecne w reakcji PCR niz polimeraza
DNA Taq Stoftel. Badania wykazaly, ze polimeraza DNA NeqSSB-TaqS wykazuje duza
elastyczno$¢ w stosunku do stosowanych stezen soli [93].

Poprawe wilasciwosci polimerazy DNA TaqS uzyskano takze w przypadku fuzji
z domeng PfuDBDIig (PfuDBDlig-TaqS). Polimeraza ta miata zwigkszong procesywno$¢
w odniesieniu do polimerazy TaqS, co wigcej rekombinowane bialko fuzyjne byto
bardziej termostabilne w poréwnaniu do TagS. Otrzymane biatko fuzyjne wykazywato
réwniez znacznie wyzsza odporno$¢ na inhibitory w reakcji PCR, takie jak heparyna lub
laktoferyna, a matryce bogate w GC byly znacznie wydajniej amplifikowane [94].

Kolejnymi otrzymanymi fuzyjnymi polimerazami byly RB69SSB-TaqS oraz
TtePriB-TaqsS . Kazdy z uzyskanych wariantoéw pozwolil na polepszenie minimum dwoéch
cech w odniesieniu do niemodyfikowanej referencyjnej polimerazy DNA. Wariant
RB69SSB-TagS pozwolit na poprawe termostabilnosci, czutosci, wydajnosci
amplifikacji matryc bogatych w GC oraz odpornosci na inhibitory w reakcji PCR.
W przypadku ostatniego wariantu TtePriB-TaqS poprawa nastgpita w odniesieniu do
termostabilno$ci oraz wydajnos$ci amplifikacji matryc bogatych w GC [99].

Stabilizowana bialkiem Sso7d polimeraza DNA Taq, ktore zapobiega dysocjacji
polimerazy DNA podczas procesu amplifikacji DNA, zwigksza jej procesywnos¢, a tym

samym wzrasta wydajnos¢ reakcji PCR czy qPCR [100].

4.3.4.2.2.2. Fuzyjne polimerazy DNA Pfu

Jedng z najpopularniejszych fuzyjnych polimeraz DNA, jest polimeraza
Pfu-Sso7d, ktora sktada si¢ z biatka Sso7d i polimerazy DNA Pfu. Fuzyjna polimeraza
DNA Pfu-Sso7d jest znana z wysokiej procesywnosci, wydajnosci i wiernosci [10].

W odréznieniu od polimerazy DNA Taq jest bardziej termostabilna, wyrdznia si¢
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mniejszym odsetkiem btedow w zamplifikowanym DNA, ale jednocze$nie dluzszy jest
czas otrzymywania duzych produktéw PCR [14].

Fuzja polimerazy DNA Pfu z biatkiem Sso7d pozwolila na znaczng poprawg jej
procesywnosci, w odroznienieniu od natywnej polimerazy DNA Pfu [95][98].

Modyfikacje wprowadzone do polimerazy DNA Pfu miaty na celu zwigkszenie
wydajnosci. Modyfikacje te obejmuja zmiany w sekwencji aminokwasowej polimerazy
DNA Pfu lub fuzj¢ z matym bialkiem wigzacym DNA, ale nie fuzj¢ dwoch oddzielnych
biatek. Jest niewiele zrodet dostepnych w literaturze opisujace te modyfikacje. Wigkszos¢
modyfikacji tego enzymu jest chroniona patentami. Dalsze analizy obejmujace badania
nad modyfikacja polimerazy DNA Pfu wciaz sa znaczacym wyzwaniem dla biologii

molekularnej. W tabeli nr 7 zebrano znane modyfikacje polimerazy DNA Taq oraz Pfu.

Tabela 7. Tabelaryczne zestawienie najpopularniejszych modyfikacji polimeraz DNA Taq oraz
Pfu stosowanych w reakcjach PCR

Skrocona nazwa Nazwa
modyfikowanej | zmodyfikowanej Uzyskane wlasciwoS$ci Referencje
polimerazy DNA | polimeraza DNA

Zwigkszona procesywnos¢,
wyzszg odpornos¢ na inhibitory w
PfuDBDIlig-TaqgS reakcji PCR (heparyna lub [94]
laktoferyna), wydajniejsza amplifikacja

matryc bogatych w pary GC

Wyzsza szybko$¢ syntezy DNA,
procesywnosc¢, termostabilnos¢ oraz

NeqSSB-TagS wyzsza odporno$¢ na inhibitory obecne (9411931
w reakcji PCR
Taq
Zwigkszona termostabilnos¢ oraz
TtePriB-TaqS wydajnos$¢ amplifikacji matryc [94]
bogatych w pary GC
Poprawa termostabilnosci, czutosci
i oraz wydajnosci amplifikacji matryc
RB69SSB-TaqS bogatych w parzy GC, wyzsza [94]
odporno$¢ na inhibitory w reakcji PCR
Sso7d-Taq Zwigkszona procesywnos¢ [100]
Taq(A289) Sso07d-Taq(A289) Zwigkszona procesywnos¢ [99]
Pfu Pfu-Sso7d Zwigkszona procesywnosé [95] [98]
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4.4, Przyktady biatek wykorzystywanych do tworzenia fuzyjnych polimeraz
DNA

Interakcje biatek opiekunczych w widetkach replikacyjnych polimeraz DNA
zwickszajg procesywnosci polimerazy DNA. Biatko wigzace jednoniciowy DNA (SSB)
jest niezbednym biatkiem, ktore $cisle 1 kooperatywnie wigze si¢ z jednoniciowym DNA
podczas replikacji. Umozliwia to usunigcie przypadkowych struktur drugorzedowych
1 ochrone odstonietego DNA przed endogennymi nukleazami [101]. Badania wykazaty,
ze zmiana wlasciwo$ci wigzania DNA przez polimerazy DNA poprzez dodanie domen
wigzacych DNA i wprowadzenie mutacji moze wplywaé na ich procesywnosé
1 aktywno$¢ katalityczng. Domena wigzaca dsDNA biatka Sso7d (7 kDa), wiaze si¢
z DNA w sposob niezalezny od sekwencji. Wykazano, ze procesywnos$¢ polimeraz DNA

zardwno rodziny A, jak i rodziny B jest zwigkszona przez fuzj¢ z Sso7d [102].

4.4.1. Biatka z rodziny Sul7d4

Najpopularniejszymi biatkami wykorzystywanymi w fuzjach z polimerazami
DNA sa biatka z rodziny Sul7d4. Sa to hipertermofilne i kwasofilne archeony z rzgdu
Sulfolobales z krolestwa Crenarchaeota. Biaka te tworzg rodzing zwang ,,7 kDa wiazaca
DNA” lub w skrocie Sul7d4. Zostaly po raz pierwszy wyizolowane z Sulfolobus
acidocaldarius, ktory wytwarza pi¢¢ z nich, nazwanych Sac7a, Sac7b, Sac7c, Sac7d
1 Sac7e. Sac7d 1 Sac7e, sg kodowane przez rdézne geny, podczas gdy Sac7a 1 Sac7b sa
skréconymi wersjami Sac7d5, Sac7d6, Sac7d7. Wysoce podobne homologi znaleziono
we wszystkich gatunkach Sulfolobus, takich jak Sso7d z Sulfolobus solfataricus [103]
oraz Ssh7a 1 Ssh7b z Sulfolobus shibatae [104].

Sac7d 1 Sso7d to dwa najlepiej zbadane biatka z w/w rodziny. Scharakteryzowano
je pod katem struktury, funkcji, stabilnosci chemicznej 1 wlasciwosci biofizycznych.
Sac7d i Sso7d sa hipertermostabilne (odpowiednio Tm =90,4 °C i 100,2 °C) [105] i sa
odporne na denaturacj¢ chemiczna w szerokim zakresie pH od pH 0 do co najmniej
pH 12. Mimo, ze sekwencje aminokwasowe Sac7d 1 Sso7d wykazujg tylko kilka roznic,
Sso7d jest bardziej stabilne niz Sac7d. Ich trojwymiarowe struktury dowodza, ze oba
falduja si¢ w sposob podobny do domeny SH3, ograniczonej przez C-koncowa a-helisg
oraz skrecaja podwojna helis¢ DNA po zwigzaniu si¢ z mniejszym rowkiem. Wykazano,
ze Sac7d 1 Sso7d sg czynnikami wigzacymi dsDNA z wartosciami Kd zmieniajagcymi si¢

w sposoOb zalezny od stezenia soli od 20 nM (niskie stezenie soli) do 3,8 uM (wysokie
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stezenie soli) dla Sac7d i od 116 nM do 12,8 uM dla Sso7d, oraz z preferencja dla
sekwencji bogatych w pary GC. Sac7d ma wlasciwos¢ zwigkszania stabilno$ci termicznej
dupleksow DNA nawet o 43,5°C. [106]. Najbardziej spotkanym biatkiem
wykorzystywanym do tworzenia fuzji z polimerazami DNA jest biatko Sso7d, ktérego
fizjologiczna rola jest w zasadzie nie do konca poznana. Badania in vitro wykazaty
natomiast, ze Sso7d promuje hybrydyzacj¢ komplementarnych nici DNA [107], indukuje
ujemne superskrecenie DNA[108] oraz nadzoruje renaturacj¢ agregatow biatkowych w

sposob zalezny od hydrolizy ATP [104].

Length  Ho

A I S O I I

us ATCC 35092

Identity

B

Rysunek 5. Analiza sekwencji aminokwasowej homologéw Sac7d. A porownanie sekwencji
aminokwasowej homologéw z rodziny Sul7d4. B Dwie orientacje struktury Sac7d (kod pdb
1AZP) reprezentujace identyczne reszty wsrod trzynastu biatek (zielony), te ktore nie sa
konserwowane (czerwony) i Thr17 (niebieski). Lancuchy boczne reszt, ktore biorg udziat w
interakcji DNA, sa przedstawione jako zielone paleczki. [106].

4.4.2. Biatko NeqSSB

Kolejnym biatkiem wykorzystywanym w fuzjach z polimerazami DNA jest biatko
NeqSSB, wigzace zaréwno jedno- jak i dwuniciowe DNA. Nanoarchaeum equitans jest
jedynym znanym przedstawicielem rodzaju Archaea typu Nanoarchaeota. Wyizolowany

z goracego zrodla w poblizu wyspy Kolbeinsey, na péinoc od Islandii, jest
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hipertermofilnym, obligatoryjnym pasozytem/symbiontem Craenarchaeon Ignicoccus
hospitalis. Wzrost tych drobnoustrojéw zachodzi w temperaturze od 70 do 98°C,
a optymalnie w temperaturze 90°C, w warunkach $ci§le beztlenowych. Ze $rednica
zaledwie 400 nm N. equitans wyrozniany jest jako jeden z najmniejszych znanych
zywych organizméw [109]. Co wigcej, obok Candidatus Carsonella ruddii [110], ma
najmniejszy genom zsekwencjonowany w historii, ktory ma dtugo$¢ zaledwie 490 885
par zasad. Jest to jeden z najbardziej zwartych genomoéw. N. equitans nie ma genow dla
najwazniejszych szlakow metabolicznych, w tym biosyntezy lipidow, kofaktorow,
aminokwaséw 1 nukleotydow. Jednak w przeciwienstwie do wigkszosci znanych
organizméw o zredukowanych genomach, ma peten zestaw enzyméw biorgcych udziat
w replikacji, naprawie i rekombinacji DNA [111].

Biatka wigzace jednoniciowy DNA s3 istotnymi elementami zywych komorek i s
obecne we wszystkich domenach zycia oraz w wirusach. Poprzez niezalezna od
sekwencji interakcje z ssDNA, biatka te zapobiegaja parowaniu nici, tworzeniu struktury
drugorzgdowej 1 degradacji nukleazy [112]. W ten sposob biatka SSB biora udzial we
wszystkich procesach zwigzanych z metabolizmem ssDNA, takich jak na przyktad
replikacja, rekombinacja i naprawa [113][114][115]. Biatka SSB mozna zidentyfikowac
m. in. na podstawie obecnosci wysoce konserwatywnej domeny wigzacej DNA znanej
jako ob. (ang. Oligonucleotide/Oligosaccharide Binding Fold Domain), czyli wiazace;j
oligonukleotyd/oligosacharyd/oligopeptyd typowo sktadajacej si¢ z okolo 100 reszt
aminokwasowych. [111].

4.4.3. Biatko RB69SSB

Bialko RB69SSB wchodzi w sklad rodziny biatek SSB. Posiada silnie
zakonserwowang strukture, tzw. domeng OB. Domena wystepuje u wszystkich biatek,
ktore maja zdolno$¢ wigzania ssDNA. Dzigki obecnosci tej domeny mozliwe jest
niespecyficzne wigzanie ssDNA, umozliwia ona takze wigzanie RNA. Biatko RB69SSB
bierze udzial w procesach, takich jak replikacja, rekombinacja oraz naprawa DNA.
Uniemozliwia powstawanie struktur drugorzgdowych i chroni przed szkodliwym
dziataniem nukleaz. [116]. Biatkko RB69SSB zostalo wyizolowane z faga RB69, ktory
wywotuje infekcje u bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Biatka wigzace jednoniciowe
DNA wspomagaja poprawne funkcjonowanie rodziny polimeraz fagowych. Brak tego
typu biatek znaczaco wptywa na spadek procesywnosci polimerazy DNA oraz odpowiada

za czgstsze powstawania struktur drugorzgdowych na matrycy DNA [117].
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RB69SSB jest niewielkim monomerycznym biatkiem, ktére jest zbudowane z 299
reszt aminokwasowych. Jego struktura krystalograficzna jest zblizona budowa do biatka
SSB pochodzacego z faga T4. Biatko RB69SSB zbudowane jest z 3 domen:
N-terminalnej, zwanej takze B-domeng (zawiera reszty aminokwasowe 1-21), ktorej
zadaniem jest wigzanie si¢ do ssDNA. A-domena, ktéora obejmuje 45 reszt
aminokwasowych od C-kofica, pozwala ona na interakcje z innymi biatkami, ktore
podobnie jak u innych bialek SSB uczestnicza w procesie replikacji, rekombinacji oraz
naprawy. Ostatnia z domen, domena ,rdzenia”, posiada powinowactwo do

jednoniciowego DNA (obejmuje reszty aminokwasowe 22-254) [101][118].

4.5. Wyzwania i perspektywy dotyczace modyfikacji polimeraz DNA

Pomimo obiecujacego potencjalu fuzyjnych polimeraz DNA pozostaje wiele
wyzwan 1 ograniczen zwigzanych z ich otrzymywaniem. Obejmuja one projektowanie,
otrzymywanie oraz optymalizacj¢ dziatania enzymu fuzyjnego. Scharakteryzowanie
wiasciwosci strukturalnych i funkcjonalnych oraz rozwigzanie potencjalnych problemow
zwigzanych ze wspotdzialaniem réznych domen polimerazy DNA, moze by¢ takze
ogromnym wyzwaniem. Pokonanie tych przeszkdd wymaga interdyscyplinarnej
wspotpracy 1 cigglego poszukiwania nowych strategii w dziedzinie bioinzynierii oraz

wykorzystania wysoko rozwinig¢tych systemow bioinformatycznych (rysunek 6) [1].

zamiana
domen

Przeszukiwanie

fuzje 'polime'raz baz danych ukierunkowana
z F)I?H(amI. | muteganeza
wiazacymi .
analiza

bioinformatyczna

losowe
mutacje

Rysunek 6. Strategie inzynierii genetycznej stosowane do projektowania nowych polimeraz DNA
[opracowanie wtasne]
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4.5.1. Ograniczenia w projektowaniu polimeraz DNA

Rozw¢j rynku polimeraz DNA jest hamowany przez rosngce koszty ich produkcji,
co uniemozliwia rozw6j nowych technologii wymagajacych drogich enzymow. Postep
obserwowany w biotechnologii ma znaczacy wptyw na rynek polimeraz DNA poprzez
gwalttowny wzrost ich cen. Wywolane jest to duzym zapotrzebowaniem na polimerazy
DNA w diagnostyce molekularnej, ze wzgledu na potrzebe wykonywania ogromne;j
ilosci testow genetycznych, czego przyczyna byta pandemia COVID-19. Wskutek
drastycznego wzrostu cen najwazniejszego sktadnika testow stuzacych amplifikacji czyli
polimeraz DNA, niektérych laboratoriow badawczych i medycznych nie sta¢ na
wykonywanie odpowiedniej ilosci analiz genetycznych bez wsparcia finansowego
instytucji zewnetrznych (gtéwnie rzadowych), zwlaszcza w obliczu potrzeby stosowania
testow wykorzystujacych polimerazy DNA na masowa skalg [1]. Z drugiej strony tak
duze zapotrzebowanie na enzymy wykazujace zdolnos¢ amplifikacji DNA, powinno
przyczyni¢ si¢ do intensyfikacji dziatan z optymalizacja kosztéw ich produkcji, co mozna
uzyska¢ m.in. poprzez otrzymywanie fuzyjnych polimeraz DNA o zwielokrotnionej

aktywnosci.
4.5.2. Przyklady strategii pozyskiwania nowych polimeraz DNA

45.2.1. Polimerazy DNA pochodzenia roslinnego

Oprocz do tej pory poznanych fuzyjnych polimeraz DNA ciekawg alternatywa do
tworzenia fuzyjnych enzymow sg roslinne polimerazy DNA. Z wyjatkiem kilku szlakow,
ktore sg specyficzne dla niektdrych linii komorkowych, zwiazanych z rozwojem uktadu
odpornosciowego kregowcdw, organizmy roslinne wydaja si¢ mie¢ te same wymagania
zwigzane z aktywnoscig polimerazy DNA, co komorki ssakow. Komorki roslinne
podlegaja ciagtej ekspozycji na promieniowanie UV, muszg zapewnic replikacje genomu
plastydéw i sa zdolne do wznowienia podziatu komorkowego po latach przebywania
w stanie us$pienia w nasionach. Ponadto komorki roslinne czasami podlegaja procesowi
zmienno$ci genetycznej 1 epigenetycznej zwanej zmiennoscig somaklonalng [119].
Molekularne szczegoty tego mutagennego procesu nie sg dobrze poznane, ale mozliwe,
ze obejmuje on jedng lub wigcej aktywnosci polimerazy DNA. Ponadto istnieje
zasadnicza roznica migdzy komorkami rodlinnymi, a zwierzgcymi zwigzana
z przekazywaniem informacji genetycznej. Przypuszczalnie komorki zwierzece moga

tolerowa¢ wieksze obcigzenie mutacyjne tkanek somatycznych, poniewaz zawieraja
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wyspecjalizowang lini¢ komoérkows, ktéra jest zarezerwowana do przekazywania
genomu z pokolenia na pokolenie (lini¢ zarodkowg). Organizmy ro$linne nie zawieraja
takiej linii, zamiast tego gamety sg wytwarzane z komorek merystematycznych po wielu
rundach podzialu somatycznego. Sugeruje to, ze procesy replikacji i/lub naprawy
w komorkach roslinnych moga wymaga¢ wigkszej wiernosci. W tym kontekscie
interesujace bedzie przeanalizowanie, w jaki sposob polimerazy DNA komorek
roslinnych ro6znig si¢ od ich zwierzecych odpowiednikow 1 jak ich role sg dostosowane
do specyficznych warunkow fizjologii roslin. Podejrzewa si¢, ze ze wzgledu na
ekstremalne warunki bytowania wielu roslin, polimerazy DNA takiego pochodzenia
moga by¢ termostabilne oraz odporne na inhibitory. Jest to istotna informacja oraz punkt

odniesienia do otrzymywania nowych wariantoéw polimeraz DNA [120].

4.5.2.2. Polimerazy DNA pochodzenia §rodowiskowego

Mutacje genu polimerazy DNA poprzez miejscowo specyficzng lub losowa
mutageneze, s3 skutecznymi sposobami tworzenia zmodyfikowanych enzymow
o ulepszonej wydajnosci PCR lub specyficznych wtasciwosciach do manipulacji DNA
in vitro. Duza uwage badaczy w ostatnich latach przycigga rowniez wykorzystanie metod
sztucznej ewolucji, pozwalajgcej na tworzenie polimeraz DNA o nowych wlasciwosciach
[121]. Strategia ta opiera si¢ o wykorzystanie srodowiskowego DNA. Region DNA
dotyczacy centrum aktywnego polimerazy DNA, w genach polimerazy DNA Taq
i polimerazy DNA Pfu, zostal zastapiony fragmentami PCR zamplifikowanymi
z wykorzystaniem DNA pochodzacym z probek gleby w réznych miejscach w Japonii,
a nastgpnie wklonowany do DNA wektorow ekspresyjnych. Finalnie wyprodukowano
w E. coli pulg chimerycznych enzymow, ktore wykazywaly aktywno$¢ polimerazy DNA

o zupehie roznych wiasciwo$ciach [122] [123].

45.2.3. Pojawiajace si¢ trendy i potencjalne innowacje dotyczace

nowych wariantow fuzyjnych polimeraz DNA

Przypuszcza sie, ze gtowny nacisk przysztego rozwoju polimeraz DNA nie bedzie
skupiat si¢ na enzymach o uniwersalnych witasciwosciach, ktére sa w stanie podotac
wszystkim problemom zwigzanym z amplifikacja DNA, poniewaz wydaje si¢ to by¢
nieosiggalne.  Kladzie si¢ nacisk na  projektowanie  polimeraz ~ DNA
o wyspecjalizowanych funkcjach odpowiednich do indywidualnych celow, w tym

amplifikacji catego genomu, szybkiego wykrywania krotkiego DNA, nowych technologii
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sekwencjonowania itp. Dalsze badania nad polimerazami DNA mogg utatwié
wynalezienie nowych technologii analizy genetycznej, ktore sa catkowicie rozne od
dotychczas stosowanych reakcji PCR lub technik z nig zwigzanych. Amplifikacja
izotermiczna bez zmiany temperatury jest wygodniejsza i bardziej praktyczna niz
standardowy PCR, a rozw¢j tego typu techniki wcigz trwa [124]. Kilka obecnie
stosowanych metod opiera si¢ na aktywno$ci polimeraz DNA polegajacej na
przemieszczaniu nici (SD). Polimerazy DNA z bakteriofaga ¢29 i B. stearothermophilus
sg reprezentatywnymi enzymami dla aktywnosci SD. Amplifikacja catego genomu przy
uzyciu aktywnosci SD polimerazy DNA ¢29 jest obecnie szczegdlnie przydatna do
analizy pojedynczych komorek. Alternatywnie zastosowano helikaze do dysocjacji
dwuniciowego DNA z pomystu nasladowania replikacji DNA na zywo [125]. Chociaz
technika amplifikacji zaleznej od helikazy (HDA) nie byta rutynowo stosowana [126],
odkrycie na nowo tej techniki poprzez konstrukcje fuzyjnej helikazy moze przyczynic si¢
do powstania interesujacego narzedzia w inzynierii genetycznej [14].

Z drugiej strony jednak aktualne kierunki rozwoju biotechnologii molekularnej
wskazuja na to, ze fuzyjne polimerazy DNA, ktore z zatozenia powinny mie¢ uniwersalne
zastosowanie, zyskuja na znaczeniu w diagnostyce. Mozna je zaprojektowaé tak, aby
posiadaty wyspecjalizowane wiasciwosci, takie jak np. wysoka procesywnos¢ lub
zwigkszona wierno$¢, w celu dokladnego wykrywania mutacji genetycznych lub
ukierunkowanej edycji genomu w podejéciach do terapii genowej [1].

W dziedzinie nanotechnologii fuzyjne polimerazy DNA przyczynity si¢ do
rozwoju nanourzadzen i maszyn molekularnych opartych na DNA. Wiaczajac domeny
polimerazy DNA o okreslonych funkcjach, naukowcy moga projektowaé systemy,
zdolne do wykonywania zlozonych zadan, takich jak obliczenia zwigzane z DNA w tzw.
komputerze molekularnym. Zapotrzebowanie na technologie diagnostyczne i lecznicze
ro$nie wraz z wystgpowaniem chorob przewlektych, w tym nowotwordéw i chorob uktadu
krazenia. Na znaczeniu zyskaty przede wszystkim enzymy o wysokiej wiernosci, ktore
s coraz czesciej stosowane w diagnostyce i leczeniu nowotworow. W rezultacie wzrasta
zapotrzebowanie na wysokiej jako$ci polimerazy DNA, a takimi niewatpliwie sg fuzyjne
polimerazy DNA, ktore moga z wysokg wiernoscig kopiowa¢ DNA 1 identyfikowac

mutacje z wysoka czutoscig 1 specyficznos$ciag (rysunek 7) [1].
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Rysunek 7. Przykladowe dziedziny nauki zalezne od polimeraz DNA [Grafika stworzona przy
wykorzystaniu platformy BioRender Joanna Nowicka 2023]
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5. Cel pracy

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo otrzymanie, charakterystyka oraz
zastosowanie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA Pyrococcus furiosus.
Dodatkowym celem bylo zbadanie wptywu wybranych inhibitorow na wydajnos¢
amplifikacji DNA przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA.

Modele badawcze, czyli polimeraza Pfu oraz biatka wigzagce DNA (NeqSSB oraz
Sso7d) wykorzystane w prezentowanej rozprawie doktorskiej wybrane zostaty ze
wzgledu na swoje unikalne cechy, takie jak wysoka termostabilno$¢, ktora wynika
bezposrednio z wiasciwosci mikroorganizmu, z ktérego zostaly wyizolowane oraz
potencjalna opornos$¢ na wybrane inhibitory.

Etapy pracy dla kazdego modelu badawczego obejmowaty:

e Projektowanie i konstrukcj¢ fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

e Produkcje 1 oczyszczanie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

e Charakterystyke molekularng fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

e Zbadanie potencjalnych aplikacji otrzymanych fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA

e Porownanie odpornosci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA na
znane inhibitory stanowigce problem w roznych obszarach diagnostyki

molekularnej.

Przeprowadzajac szczegdtowa analize wlasciwosci fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA, niniejsza rozprawa miala na celu poszerzenie zakresu wiedzy
dotyczace] mozliwosci nowych sposobdéw modyfikacji tego jakze popularnego enzymu
1 dostarczenie cennych wskazowek naukowcom 1 personelowi technicznemu
zajmujacemu si¢ amplifikacja DNA. Przedstawiona analiza wynikow wraz
z przeprowadzong dyskusja moga przyczyni¢ si¢ do wyznaczenia nowych sposobow
optymalizacji metod powielania DNA opartych na fuzyjnych polimerazach DNA, co
w konsekwencji moze przelozy¢ si¢ na poprawienie ich wydajnosci, doktadnos$ci oraz

znalezienie szerszego zastosowania w biologii molekularne;.

57



6. Materiaty

6.1. Probki kliniczne

Sier§¢, wymazy, krew psia — GeneVet, Polska (material udostepniony za zgoda
| wiedzg wlasciciela zwierzecia)

Pidra, krew gotebi — GeneVet, Polska (materiat udostepniony za zgoda i wiedza
wlasciciela zwierzecia)

Wiosie konskie — GeneVet, Polska (materiat udostepniony za zgoda i wiedza

wlasciciela zwierzecia)

6.2. Szczepy bakteryjne

Szczep Escherichia coli BL RIL — E. coli B F — ompT hsdS (rB — mB — ) dcm+
Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam], Invitrogen, USA

Szczep Pyrococcus furiosus DSM3638 - modelowy hipertermofilny archeon
o optymalnej temperaturze wzrostu bliskiej 100°C, DSMZ, Niemcy

6.3. DNA bakteryjne i plazmidowe

DNA Mycobacterium bovis — Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego —
Panstwowy Zaktad Higieny

Plazmid rekombinowany pBAD/NegSSB — kolekcja Katedry Biotechnologii
Molekularnej 1 Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej
Plazmid rekombinowany pBAD/Sso7d — kolekcja Katedry Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej

Wektor ekspresyjny pET-30 Ek/LIC— Novagen, USA

6.4. Komercyjne zestawy do izolacji/oczyszczania DNA genomowego,

plazmidowego

Zestaw do izolacji genomowego DNA z krwi, piér, wymazu, siersci, wlosia -
Sherlock AX, A&A Biotechnology, Polska

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA - GeneJET Plasmid Miniprep Kit,
Thermo Fisher Scientific, USA

Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego — Gel-Out Concentrator, A&A

Biotechnology, Polska
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6.5. Zestaw do klonowania metoda Gibsona

e Zestaw do klonowania produktow PCR bez uzycia ligazy DNA z wykorzystaniem

metody Gibsona — OverLap Assembly, A&A Biotechnology, Polska

6.6. Enzymy restrykcyjne

Enzymy restrykcyjne wykorzystywane w inzynierii genetycznej w reakcjach

trawienia DNA prezentuje Tabela 8 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Tabela 8. Spis enzymow restrykcyjnych wykorzystywanych w reakcjach trawienia.

Enzym Sekwencja Bufor Temperatura Temperatura
restrykcyjny | rozpoznania reakcyjny trawienia [°C] inaktywacji [°C]
, , FastDigest
BamHI 5’...G]GATCC ...3 Buffer 37 80
, , FastDigest
Ndel 5’...C|ATATG...3 Buffer 37 65

6.7. Podtoza mikrobiologiczne i pozywki

6.7.1. Pozywka ptynna LB (Lurii-Bertaniego)

Trypton

Ekstrakt drozdzowy

NaCl

10g

Sg
10 g

Sktadniki rozpuszczono w 1 1 wody destylowanej 1 jatlowiono w autoklawie (20

min, 1,5 atm, 121°C).

6.7.2. Pozywka stala LA

Trypton

Ekstrakt drozdzowy

NaCl

Bacto-agar

10 g
5g
10 g
15¢g

Sktadniki rozpuszczono w 1 1 wody destylowanej i jatowiono w autoklawie (20

min, 1,5 atm, 121°C).
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6.7.3. Roztwory antybiotykow 1 odczynnikodw do pracy z bakteriami

Sktad podto6z byt modyfikowany w zalezno$ci od wykonywanych analiz, poprzez
dodatek odpowiednich antybiotykéw, IPTG lub glukozy o niezmiennych, stezeniach
koncowych podanych ponizej, ktorych roztwory byly poddane filtracji w celu
zachowania jalowosci:

e Kanamycyna [50 pg/ml]

e Chloramfenikol [50 pg/ml]
e IPTG[1mM]

e Glukoza [0,2%)]

6.8. Zestaw do oznaczania aktywnos$ci polimeraz DNA

Zestaw EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay Kit — Biotium, USA
6.9. Startery

6.9.1. Startery do amplifikacji fuzyjnych form polimerazy DNA

W tabeli nr 9 zostaly przedstawione startery wykorzystane do otrzymywania

konstruktow DNA fuzyjnych form polimerazy DNA.

Tabela 9. Startery wykorzystywane do otrzymania zaprojektowanych fuzyjnych form polimerazy

DNA.

Lp. Nazwa Sekwencja
5’attttgtttaactttaagaaggagatataCATATGAT TTTAGATGTGG

1 PET30-Pfu-F1 ATTACATAACTGAAGAAG
STTTACTGTTGC GGATTTT

2 Sso7d-L-Pfu-R1 TTAATGTTAAGCCAGGAAGTTAG
STTAAAAAATCC GCAAC

3 Pfu-L-Sso7d-F2 AGTAAAGTTCAAGTACAAGGG
5°gcaagcttgtcgacggagcetcgaatic Mo 1 T AATGGTGGTG

4 PET30-S5070-R2 GTGGTGGTGTTTCTTTTGCTTTTCTAACATTTGTAGT
AGTTCT
5’attttgtttaactttaagaaggagatataCATATG GCAACAGTAAAG

5 PET30-Sso7d-F3 TTCAAGTACAAGGG
5’ACATCTAAAAT TTTCTTTT

6 Pfu-L-Sso7d-R3 GCTTTTCTAACATTTGTAGTAGTTCT

5’AGCAAAAGAAA TTTT

7 Sso7d-L-Pfu-F4 AGATGTGGATTACATAACTGAAGAAG
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5°gcaagcttgtcgacggagetcgaattcBBMBOB 1 T AATGGTGGTG

8 PET30-Pfu-R4 GTGGTGGTGGGATTTTTTAATGTTAAGCCAGGAAG

TTAG

S AGCAAAAGAAAGGAGGGGTCGACATGATCGCAA
9 Sso7d-L-Sso7d-F5 CAGTAAAGTTCAAGTACAAGGG

STTTACTGTTGCGATCATGTCGACCCCTCCTITICTTTT
10 Ss07d-L-Ss07d-R5 GCTTTTCTAACATTTGTAGTAGTTCT

5 AGCAAAAGAAAGGAGGGGTCGACATGATCATTTT
11 Sso7d-L-Pfu-F6 AGATGTGGATTACATAACTGAAGAAG

5’ ACATCTAAAATGATCATGTCGACCCCTCCTTTCTITTT
12 Pfu-L-Sso7d-Ré GCTTTTCTAACATTTGTAGTAGTTCT

5 GAGAGGCCGATGGAGGGGTCGACATGATCATTTT
13 NeqSSB-L-Pfu-F7 AGATGTGGATTACATAACTGAAGAAG

5’ ACATCTAAAATGATCATGTCGACCCCTCCATCGGCC
14 Pfu-L-NeqSSB-R7 TCTCCTTTAAAAGCTTTTA

5’attttgtttaactttaagaaggagatataCATATGCATGAAGAGGAA
15 PET30-NeqSSB-F3 CTAATACAACTAATAAT

Na _ oraz - tle oznaczono sekwencje rozpoznania dla enzymow
restrykcyjnych, odpowiednio BamHI oraz Ndel

Na zo6ttym oraz _ tle oznaczono sekwencje linkeréw

Na niebieskim tle oznaczono sekwencje plazmidu pET-30 Ek/LIC

Na szarym tle oznaczono sekwencje domeny oligohistydynowe;j

Kolorami: zielonym/czerwonym/bragzowym/granatowym/niebieskim oznaczono

sekwencje komplementarne do genu

6.9.2. Startery do badania wtasciwosci fuzyjnych form polimerazy DNA

Tabela nr 10 prezentuje startery wykorzystane do charakterystyki uzyskanych
fuzyjnych form polimerazy DNA.

Tabela 10. Startery wykorzystywane podczas testow otrzymanych fuzyjnych form polimerazy

DNA

Lp. Nazwa Sekwencja Rodzaj badania

1. | pET_up 5’GATGCGTCCGGCGTAGA Weryfikacja sekwencji
otrzymanych konstruktow

2. | pET_ter 5" TGCTAGTTATTGCTCAGCGG DNA

3. | L1 5*CAAGGCATCCACCGT Analiza pozostatosci
genomowego DNA E.

4. |Gl 5’"GAAGTCGTAACAAGG coli w preparatach
bialkowych
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5. P 5'GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGC Badanie procesywnosci

6. pET_F 5’GATGCTGCTGGCTACCCTG Test szybkosci syntezy
produktu o wielkos$ci

7. pET_R 5’TCAAGAACTCTGTAGCACCGC 1000 pz

8. HEMAI1F S’TGCTTTCTGTGCCTTTTGCC Test szybkosci syntezy
produktu o wielkosci 500

9. HEMAI1R 5’TATCAGAACCACGCCACACC pz
Stosowane w reakcji PCR

10. | DM2F 5’ AAGTCCATGTTCCTTCCACTTTCTTGTG | 1@ o7naczenia
termostabilnoSci,
czuloéci, odpornosci na
inhibitory, temperatury

, hybrydyzacji starterow,

11. DM2 R S’TTGAGGATTTTCAATGTTTAGGAGTAGC optymalizacja warunk6w
reakcji PCR

12. | TNSF 5’GTCCTACTTGGAGTGAAGTG Test szybkosci syntezy
produktu o wielkosci 300

13. TNS R 5’AGGACTTGTGGTACATCCAT pz

14. MH F 5’TGGTCCTGAACTGTATTGAC Testy bufor6w

15. | MHR 5’CGTGCTTGTCCAGGAGGG komercyjnych

16. | DWF 5’GACCTTGAAGAGCGCCTACA Testy buforow

17. | DWR 5’CCGTGAAGGAGACGTCGG komercyjnych

18. | WFFSF 5’CTCGTGGTAGTGCGTGAGTCGT Reakcja PCR z dodatkiem
psiej krwi pelnej EDTA

19. WFFS R 5’TTGACCCCTGGGTCTTTGCTGG jako inhibitorem

20. | MCI15F 5> ACTCCAGCATCACGGTTCTC Test wydajnosci
amplifikacji matryc

21. | MC15R 5’ GTTGGGCGATCCTCTGTG t(’}‘?aty"h w pary zasad

22. | Drd4a F 5’TTTGGGATCGCTCGCTTACC Optymalizacja warunkow

23. | Drd4aR 5’ ATGACAGGGGATGCTACAGC reakeji PCR

24. T7prom 5’ TAATACGACTCACTATAGGG Potwierdzenie obecnosci

25. | T7term 5" GCTAGTTATTGCTCAGCGG insertu

Temperatura topnienia powyzszych starterow byta ustalana za pomocg programu
OligoAnalyzer.

6.9.3. Startery wykorzystane do oznaczania procesywnosci otrzymanych

fuzyjnych form polimerazy DNA

Tabela nr 11 prezentuje startery wykorzystywane do oznaczania procesywnosci

badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA.

62




Tabela 11. Startery wykorzystywane do oznaczania procesywno$ci — ustalanie temperatury
topnienia produktow markerowych.

< . ‘§ =
E Sekwencja _2:? =
2 (=
5’TATCGGTCCATGAGACAAGCTTGCTTGCCAGCAGGTCGACTCTAGAG
T 54
GATCCCC
P1  |5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTG 25
P2 |5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGG 26
P3  |5°’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGC 27
P4 |5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCA 28
P5 |5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAA 29
P6 |5S’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
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

6.10. Lancuchowa reakcja polimerazy

W szeregu reakcji PCR wykonanych na potrzeby realizacji niniejszej pracy

wykorzystano rézne bufory oraz odczynniki.

bufory reakcyjne prezentuje tabela nr 12

50 mM chlorek magnezu — Thermo Fisher Scientific, USA

Trifosforany deoksynukleozydow: 100 mM dATP, 100 mM dGTP, 100 mM

dCTP, 100 mM dTTP — Thermo Fisher Scientific, USA
Polimeraza DNA Phusion ™, 2U/ul — Thermo Fisher Scientific, USA
Woda jatowa DEPC (wolna od DNaz, RNaz) — EURX, Polska

Startery (10 uM, rozcienczenia w wodzie) — Microsynth, Szwajcaria/ Genomed,

Polska/ Sigma, Niemicy [Mat. 6.9]
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Tabela nr 12 zawiera spis komercyjnych buforow wykorzystywanych podczas

reakcji PCR.

Tabela 12. Bufory reakcyjne testowane w prowadzonych reakcjach PCR

1% Triton X-100

Nazwa buforu Firma Sktad (1x) pH (w 25°C)
15 mM MgCl,
10x Pfu EURx EURx pozostate sktadniki i 8,0
detergenty
. 10 mM Tris-HC1
10x Taq with KC1 | | hermo Fisher 50 mM KCl 8.8
Scientific
Detergent
10x Taq with Thermo Fisher 75 mM Tris-HCI
(NH.)2SO4 Scientific 20 mM KCI 8.8
0,01% Tween® 20
20 mM Tris-HC1
10 mM (NH4)ZSO4
10x ThermoPol® New England Biolabs | 10 mM KCl 8,8
2 mM MgSO;4
0.1% Triton® X-100
10 mM Tris-HCI
(llg’ilf)z:gg:’“ BLIRT S0mMKCI 8,8
0,8% (v/v) Nonidet P40
75 mM Tris-HCI
10x TaqNova KC1 BLIRT 20 mM KCl 8,8
0,01% (v/v) Tween® 20
5x Q5 New England Biolabs | n.d. 9,3
5x Phusion HF Th.e rmo Fisher n.d. 10,0
Scientific
5x Phusion GC Thermo Fisher n.d 10,0
Scientific
20 mM Tris-HC1
22 mM NH4C1
5x OneTaq . 22 mM KCl
Standard New England Biolabs | 1,8 mM MgCl, 8,9
0,06% IGEPAL® CA-
630
0,05% Tween® 20
5x Platinum Thermo Fisher d d
SuperFi II Scientific nad na
5 mM MgCl2
2x Marathon A&A Biotechnology zltgommMM(;;lIi)zs 0. 9,0
10% DMSO
33 mM Tris-HCI
. 66 mM KCl
10x phi29 g?gl‘:;‘f’if“her 10 mM MgCl, 7,9
0.1% Tween®20
ImM DTT
200 mM Tris-HCI
100 mM KCl
10x Shark BLIRT 100 mM (NH4):SO4 8,8
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6.11. Odczynniki do analizy DNA w zelu agarozowym

e Agaroza — EURX, Polska
e Barwnik do barwienia kwasow nukleinowych SimplySafe — EURX, Polska

e Bromek etydyny 1 mg/ml — Sigma, Niemcy
Bufor TAE 50x stezony:

e EDTAO05M-100ml

e Kwas octowy lodowaty — 57,1 mli

o Tris—242¢g

e Woda destylowana — do 1000 ml
pH buforu wynosito 8,5

W celu przygotowania buforu TAE, bufor TAE 50x odpowiednio rozcienczano

z wykorzystaniem wody destylowane;j:

e bufor 50x TAE — 20 ml

e woda destylowana — 980 ml
Bufor obciazajacy, do nanoszenia probek DNA:

e Ficoll 400 — 20%
e EDTA-0,1M
e Ksylen cyjanu — 0,25%

Markery wielkosci DNA:

e Marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 pz — Thermo Fisher Scientific, nr kat. SM0241, USA

e Marker GeneRuler TM 250-10000: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pz — Thermo Fisher Scientific, nr kat.
SM0311, USA
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Rysunek 8. Markery wielko$ci DNA [rysunek producenta]
6.12. Materiaty do pracy z biatkami
6.12.1. Odczynniki do analizy bialek za pomoca -elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujacych (SDS -PAGE)

Zele poliakrylamidowe

Tabela 13. Sktad stosowanych zZeli poliakrylamidowych do rozdziatu biatek metoda SDS-PAGE

Zel rozdzielajacy (dolny) Zel zageszczajacy (g6rny)
Nazwa odczynnika 12% 5%

210 ml 22 ml
Woda destylowana 3,3ml 1,4 ml
30% roztwor akrylamidow 4 ml 0,33 ml
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 2,5 ml -
1 M Tris-HCI pH 6,8 - 0,25 ml
10% SDS 0,1 ml 0,02 ml
10% APS 0,1 ml 0,02 ml
TEMED 0,004 ml 0,002 ml
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Bufory i roztwory stosowane do elektroforezy SDS-PAGE

Bufor SDS-PAGE 10x stezony
e Glicyna—144¢
e Tris—30g
e SDS-10g¢
e Woda destylowana do 1000 ml
W celu przygotowania buforu SDS-PAGE, bufor SDS-PAGE 10x odpowiednio

rozcienczano z wykorzystaniem wody destylowane;j:

e bufor 10x SDS-PAGE — 100 ml

e woda destylowana — 900 ml
10% APS

° APS—lg

e Woda destylowana do 10 ml
10% SDS

e SDS-1¢

e Woda destylowana do 10 ml
Roztwér barwigcy Coomassie:

e Coomassie Brilliant Blue G-250 — 250 mg
e Metanol 100% — 50 ml
e Kwas octowy lodowaty — 10 ml

e Woda destylowana do 100 ml
Roztwor do nanoszenia probek na zel 5x stezony:

e 1M Tris-HCI pH 6,8 0,6 ml

e Glicerol -5 ml

e 10% SDS -2 ml

e [(-merkaptoetanol — 0,5 ml

e 1% bigkit bromofenylowy — 1 ml

e Woda destylowana — 0,9 ml
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Marker masy czasteczkowej bialek:
Marker Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards 10-250
kDa: 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 kDa — Bio-Rad nr kat. #1610373, USA

Rysunek 9. Marker masy czasteczkowej bialek [rysunek producenta]
6.12.2. Bufory i roztwory do oczyszczania biatek
1MTrispH9
e Tris —121,1¢g
e Woda destylowana do 1000 ml
1 M KCl
e KCI-7455¢
e Woda destylowana do 1000 ml
4M imidazol

e Imidazol - 68,077 ¢
e Woda destylowana do 250 ml

Bufor Ao do zawieszania lizatu komdérkowego:

e 50 mM Tris-HCI pH 9,0
e 500 mM KCI

e 0,1% Triton X-100

e 5 mM imidazol pH 9,0
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Bufor A do oczyszczania bialek:

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

Bufor B do oczyszczania bialek:
e 50 mM Tris-HCI pH 9,0

e 500 mM KClI
e 40 mM imidazol pH 9,0

Bufor C do oczyszczania bialek:

e 50 mM Tris-HCI pH 9,0
e 500 MM KClI
e 100 mM imidazol pH 9,0

Bufor D do oczyszczania bialek:

e 50 mM Tris-HCI pH 9,0
e 500 mM KClI
e 300 mM imidazol pH 9,0

Bufor E do dializy bialekprzed zastosowaniem saltonazy:

e 50 mM Tris-HCI pH 8,0
e 100 mM KCI

Bufor F do dializy po zastosowaniu saltonazy (przygotowanie do

zabezpieczenia w buforze do przechowywania polimerazy DNA):

e 40 mM Tris-HCl pH 7,4
e 200 mM KCI

Bufor G do przechowywania polimerazy DNA:

e 20 mM Tris-HCI pH 7,4
e 100 mM KCI

e ImMDTT

e 0,1mMEDTA

e 1% Tween 20
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e 1% Triton-X100
e 50% glicerol

Bufory do regeneracji zloza do oczyszczania bialka metoda chromatografii

metalopowinowactwa

e Bufor do regeneracji kolumny HisTrap™ (2% SDS + 0,5 M EDTA)
o 2% roztwor chlorku niklu

e 20% etanol

6.13. Materiaty podstawowe

e Ezy jalowe — Googlab Scientific, USA

e Glaszczki jatowe — VWR, USA

e Kolby szklane o r6znej pojemnosci: 20 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml i 2000 ml —
Chemland, Polska

e Koncoéwki do pipet automatycznych — Sarstedt, Niemcy

e Kirioprobowki 2 ml — Googlab Scientific, USA

e Parafilm — Bionovo, Polska

e Plytki Petriego — Googlab Scientific, USA

e Probowki typu Falkon 15 ml i 50 ml — Sarstedt, Niemcy

e Probowki typu Eppendorf 1,5 ml, 2 ml oraz 5 ml — Sarstedt, Niemcy

e Stripy probowki PCR 0,1 ml, 0,2 ml - Sarstedt, Niemcy/Avantor, USA

e Skalpel Swann Morton — Matopat, Polska

e Worek dializacyjny Nadir® — Roth, Niemcy

6.14. Aparatura

e Aparat do elektroforezy poziomej — Bio-Rad, USA

e Aparat do elektroforezy pionowej — Bio-Rad, USA

e Autoklaw — Tuttnauer, Polska

o Butle i kolby szklane — ChemLand, Polska

e Filtry wirowkowe Amicon Ultra-50 do zaggszczania biatek — Milipore, USA
e Inkubator z wytrzgsaniem New Brunswick Innova - Eppendorf, Niemcy

e Kolumna chromatograficzna HisTrap™ — GE Healthcare, USA

e Kuchenka mikrofalowa AMMF20M1I — Amica, Polska
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Kotyska laboratoryjna — Biosan, Polska

Laznia ultradzwickowa Elmasonic X-tra TT - VWR, USA

L.aznia wodna — Bionovo, Polska

Mieszadto magnetyczne — ChemLand, Polska

Mikrowiréwka OHAUS Frontier™5515 — OHAUS, Szwajcaria

Pehametr — Mettler-Toledo, Szwajcaria

Pipety automatyczne Eppendorf Research Plus o pojemnosci: 0,1-2,5 ul, 2-20 ul,
20-200 pl, 100-1000 pl, 0,5-5 ml — Eppendorf, Niemcy

Sonikator SONIC-950 WT — MRC, lzrael

Spektrofotometr NanoDrop 2000 — Thermo Fisher Scientific, USA
Sterylizator UV — Bionovo, Polska

Termoblok — Labnet International, USA

Termocykler gradientowy Veriti 96-dotkowy — Thermo Fisher Scientific, USA
Termocykler CFX Opus do real-time PCR — Bio-Rad, USA

Termocykler QPCR thermal cycler NEOS-96/NEOS-48 — Linear, Hiszpania
Transiluminator — Terra Universal, USA

Transiluminator Dual LED Blue/White Light — Invitrogen, USA

Waga precyzyjna WTC3000 — Radwag, Polska

Wiréwka Eppendorf Centrifuge 5920 R — Eppendorf, Niemcy

Worteks V-32 — Biosan, Polska

6.15. Pozostate odczynniki

Ampicylina — Sigma, USA

Barwnik fluorescencyjny EvaGreen — Jena Bioscience, Niemcy
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

Etanol 99,9% — Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska

71



Ekstrakt drozdzowy — Difco Laboratories, USA

Heparyna — Sigma, USA

Imidazol — Sigma, USA

IPTG — Sigma, USA

Kwas octowy — Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska

Kwas chlorowodorowy — Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Kwas fosforowy (V) — Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Metanol 99,8% — Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
Nadsiarczan (V1) amonu — Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
30% roztwor akrylamindow Acrylamide/Bis Solution, 29:1 #1610156N — Bio-
Rad, USA

Oligo d(T)7 — Sigma, USA

Pepton — Difco Laboratories, USA

SDS - Sigma, USA

Saltonaza — A&A Biotechnology, Polska

TEMED - Sigma, USA

Tris — Sigma, USA

Triton X-100 — Sigma, USA

Tween 20 — Sigma, USA

Wodorofosforan (V) sodu — Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska
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7. Metody
7.1. Metody wykorzystywane do pracy z DNA

7.1.1. Izolacja genomowego DNA

W celu wyizolowania DNA genomowego z wymazu, siersci oraz krwi psa, wlosia
konskiego, pidr oraz krwi gotebia zostal wykorzystany zestaw Sherlock AX firmy A&A
Biotechnology [Mat. 6.4], zgodnie z zaleceniami zawartymi w protokole dotaczonym

przez producenta.

7.1.2. Izolacja plazmidowego DNA

W celu wyizolowania DNA plazmidowego wykorzystano zestaw GeneJET
Plasmid Miniprep Kit firmy Thermo Fisher Scientific [Mat. 6.4.] postepujac wedlug

zalecen producenta.

7.1.3. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Do rozdzielenia fragmentéw DNA wykorzystano 1,5% lub 2% zel agarozowy
z dodatkiem barwnika SimplySafe firmy EURx [Mat. 6.11]. Rozdzial prowadzono
w buforze 1x TAE [Mat. 6.11], w aparacie przeznaczonym do elektroforezy agarozowe;j
[Mat. 6. 14]. W zalezno$ci od przeprowadzonej analizy, do kazdej studzienki nanoszono
5 lub 20 pl badanej probki z dodatkiem 2,5 pl buforu obcigzajacego. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono w czasie od 25 do 30 min pod napigciem 100 V. Wyniki
obserwowano na transiluminatorze przy dlugosci fali 302 nm lub z wykorzystaniem

aparatu posiadajacego zrodto swiatta LED o dtugosci fali 470 nm [Mat. 6.14].

7.1.4. 1zolacja 1 oczyszczanie DNA z zelu agarozowego

Izolacja DNA z wycietych bloczkow Zelu agarozowego zostata przeprowadzona
przy wykorzystaniu metody precypitacji DNA, rutynowo wykorzystywanej
w laboratorium.  Wycigte bloczki agarozowe zwazono, a nastgpnie wlozono do
zamrazarki. Kolejno rozdrobniono na parafilmie oraz natozono na minikolumny.
Wirowano do uzyskania maksymalnej ilosci przesaczu, ktory nastgpnie przeniesiono do
probowki typu Eppendorf. Sprawdzono objeto$¢ uzyskanego przesaczu, a nast¢pnie
dodano takg samg ilos¢ 100% izopropanolu oraz 1/10 jego objetosci octanu sodu

0 pH 6,8, a takze 5 pl wzmacniacza precypitacji. Catos¢ wymieszano i schowano do
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zamrazarki niskotemperaturowej — 80°C na 10 min. Po tym czasie wirowano
w schtodzonej wiréwce (10 min, 10 000 rpm, 4°C). Po zakonczeniu wirowania
supernatant odrzucono, zwracajac szczegdlng uwage, zeby powstaly niebieski osad
(DNA) nie ulegt odklejeniu od dna probéwki. Nastepnie dodano 500 pul 70% etanolu
1 ponownie wirowano (5 min, 10 000 rpm). Supernatant odrzucono, a pozostaly niebieski
osad poddano suszeniu przez 10 min w temperaturze pokojowej (Tpok). Osad
rozpuszczano w wodzie jatowej wolnej od nukleaz.

Zamiennie do metody precypitacji stosowanej w celu izolacji oraz oczyszczania
DNA z zelu agarozowego korzystano z zestawu Gel-Out Concentrator firmy A&A
Biotechnology [Mat. 6.4], postepujac zgodnie z zaleceniami dotaczonymi przez
producenta.

Otrzymany w ten sposob materiat DNA zabezpieczono w temperaturze -20°C do
czasu kolejnych analiz. Powyzszy protokot wykorzystano takze do oczyszczania DNA po

reakcjach enzymatycznych.

7.1.5. Amplifikacja genow kodujacych fuzyjne formy polimerazy DNA

W celu otrzymania DNA insertu koniecznego do przeprowadzenia klonowania
metoda Gibsona wykonano dwie niezalezne reakcje PCR, ktore umozliwily powstanie
konstruktow plazmidowych: Refl Pfu-Sso7d, V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-
Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d. Pierwsza z reakcji (PCR 1) umozliwila otrzymanie
produktu PCR o sekwencji nukleotydowej genu kodujacego biatko wigzace DNA na
N-konicu (Sso7d, NeqSSB) lub C-koncu (w zalezno$ci od konstruktu) z dodatkowa
sekwencja tacznika, a takze komplementarng do poczatkowych nukleotydoéw genu
kodujacego polimeraze¢ DNA. Produkt powstaty w drugiej reakcji amplifikacji (PCR 2)
zawieral sekwencj¢ nukleotydowa genu kodujacego tylko polimeraz¢ DNA lub
polimeraze¢ DNA wraz z drugim genem kodujacym biatko wigzacym DNA, ale
umieszczonym na C-koncu, czyli Sso7d z dodatkowymi nukleotydami tacznika oraz
nukleotydami komplementarnymi do koncowej sekwencji genu kodujacego biatko
wigzace DNA na N-koncu. Matrycg DNA do reakcji PCR stanowito wyizolowane DNA
plazmidow rekombinowanych [Mat. 6.3] o stezeniu ok.50 ng/ul. Ponizej zamieszczono
tabele nr 14 1 15 (PCR1) oraz nr 16 1 17 (PCR2) przedstawiajace sktady
wykorzystywanych w reakcji mieszanin oraz profile temperaturowo-czasowe dla

przeprowadzanych reakcji PCR.
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Tabela 14. Sklad pierwszej mieszaniny reakcyjnej PCR — insert 1

Skladnik mieszaniny reakcyjnej | Ilo$¢ [pl]
Starter X1 F [10 uM] 1
Starter Y1 R [10 uM] 1
dNTPs [8§ mM] 0,5
Polimeraza Phusion™ [2U/pul] 0,2
Bufor reakcyjny 5x HF 4
H,O jalowa 12,3
Matryca 1
Tabela 15. Profil temperaturowo-czasowy— insert 1
Hos$¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 55 20
72 X
1 72 300
1 4 00

X — czas zalezny od dlugosci docelowego produktu PCR przy zatozeniu, ze komercyjna polimeraza Phusion

ma zdolno$¢ syntezy DNA 33,3 nt/s

Tabela 16. Sktad drugiej mieszaniny reakcyjnej PCR — insert 2

Skladnik mieszaniny reakcyjnej | Ilo$¢ [pl]
Starter X2 F [10 uM] 1
Starter Y2 R [10 uM] 1
dNTPs [§ mM] 0,5
Polimeraza Phusion™ [2U/ul] 0,2
Bufor reakcyjny 5x HF 4
H,0 jatowa 12,3
Matryca 1
Tabela 17. Profil temperaturowo-czasowy — insert 2
Ios¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 55 20
72 X
1 72 300
1 4 00

X — czas zalezny od dlugosci docelowego produktu PCR przy zalozeniu, ze komercyjna polimeraza Phusion

ma zdolno$¢ syntezy DNA 33,3 nt/s
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7.1.6. Reakcje trawienia enzymami restrykcyjnymi

W celu przeprowadzenia reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi DNA
plazmidu ekspresyjnego pET-30 EkK/LIC zostalo poddane dzialaniu enzymow
restrykcyjnych Ndel oraz BamHI [Mat. 6.6]. Najpierw przygotowano mieszaning, ktora
zawierala tylko enzym Ndel, a nastepnie zawarte w niej DNA poddano reakcji trawienia
przez 2 h w temperaturze 37°C. Nastepnie enzym Ndel inaktywowano w temperaturze
65°C przez 5 min. Do tak przygotowanych prob dodano enzym BamHlI, a nastepnie
ponownie przeprowadzono reakcj¢ trawienia DNA przez 1 h w temperaturze 37°C. Po
1 h probki umieszczono w termobloku nagrzanym do 80°C [Mat. 6.14] co umozliwito
przeprowadzenie inaktywacji enzymu BamHI. W tabeli nr 18 przedstawiono sktad

mieszaniny stosowanej podczas trawienia enzymami restrykcyjnymi.

Tabela 18. Sktad mieszaniny reakcyjnej do trawienia enzymami restrykcyjnymi

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Hos¢ [pl]

DNA plazmidowe [100 ng/pl]
10x Bufor FastDigest

Ndel

BamHI*

G| R P IDNDN

Woda jalowa

* dodawany dopiero po inaktywacji Ndel
Tak przygotowany plazmid ekspresyjny pET-30 Ek/LIC po reakcji trawienia DNA
nanoszono na zel, a z wycietych prazkow zelu oczyszczano DNA technikg precypitacji

[Met. 7.1.4].

7.1.7. Konstrukcja fuzyjnych form polimerazy DNA przy uzyciu reakcji

Gibsona

Produkty PCR otrzymane w wyniku amplifikacji genéow kodujacych fuzyjne
formy polimerazy DNA (PCR1, PCR2) [Met. 7.1.5] oraz potrawione enzymami DNA
plazmidu pET-30 Ek/LIC [Met. 7.1.6] postuzyty jako DNA insertow w reakcji Gibsona
z wykorzystaniem zestawu OverLap Assembly firmy A&A Biotechnology [Mat. 6.5].
Reakcje Gibsona prowadzono w termocyklerze w 50°C przez 60 min. Mieszaning do

reakcji przygotowano zgodnie z wytycznymi producenta.
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W tabeli nr 19 przedstawiono przyktadowe obliczenia dla przygotowania reakcji
Gibsona, natomiast tabela 20 zawiera sktad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia
reakcji Gibsona.

Przeliczenie stezen/iloSci DNA na reakcje:

[10$¢ pz x 0,065 = ilo$¢ ng/reakcje

Tabela 19. Przeliczanie ilosci sktadnikow do reakcji Gibsona na przyktadzie wariantu V2 Sso7d-
Pfu-Sso7d fuzyjnej formy polimerazy DNA

Skrécony zapis A B A:B
Hos¢ Stezenie po PrZ(;LI;:tZ;VrJLa do
Nazwa DNA Wielkos¢ [pz] ng/reakcje precypitacji
(nt x 0,065) [ng/pl] OverLap
' Assembly
Wektor 5439 353,53 62,5 4,82
Insertl 213 13,8 62,6 0,23
Insert2 2541 165 96,4 1,98

Tabela 20. Sktad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia reakcji Gibsona

Skladnik mieszaniny reakcyjnej | Ilo$¢ [pl]
5x bufor OverLap 4
dNTPs 2
Wektor 4.8
Insert 1 0,25
Insert 2 2
Woda jalowa 5
Enzym Mix 2

Po reakcji Gibsona 10 pl mieszaniny dodano do 100 pl komorek kompetentnych Eschericha coli DH5a.
Insert 1 — produkt PCR otrzymany w wyniku amplifikacji genéw kodujacych wybrane biatko wigzace DNA
Insert 2 — produkt PCR otrzymany w wyniku amplifikacji genow kodujacych polimeraze Pfu lub Pfu
z biatkiem wigzacym DNA

Wektor — DNA plazmidu pET-30 Ek/LIC po trawieniu enzymami Ndel oraz BamH]I

7.2. Hodowle bakteryjne

7.2.1. Hodowle na podtozu stalym

Po przeprowadzeniu reakcji Gibson Assembly [Mat. 6.5, Met. 7.1.7], otrzymang
mieszaning wykorzystano do transformacji komorek E. coli DHSa, a nastgpnie wysiano
na wczesniej przygotowane podioze stale LA z dodatkiem antybiotyku o odpowiednim
stezeniu, w tym wypadku kanamycyny [50 pg/ml] oraz 0,2% glukozy [Mat. 6.7].
Komorki szczepu E. coli BL RIL wysiewano na plytki z dodatkiem kanamycyny
[50 pg/ml] oraz chloramfenikolu [50 pg/ml] [Mat. 6.7]. Wysiane ptytki inkubowano
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w cieplarce przez ok. 16 h w 37°C, a nastepnie przechowywano w lodowce w 4°C, do

momentu wykonywania dalszych analiz.

7.2.2. Hodowle w pozywce plynnej

W celu przygotowania komoérek kompetentnych E. coli DH5a hodowle plynne
w pozywce LB prowadzono bez dodatku antybiotyku. Natomiast do przygotowania
komorek E. coli BL RIL hodowle ptynne byty prowadzone z dodatkiem chloramfenikolu
[50 ug/ml] [Mat. 6.7]. Hodowle prowadzono w inkubatorze z wytrzasaniem 250 rpm
przez 16 h w temperaturze 37°C.

Hodowle w pozywce ptynnej z wybranymi po transformacji klonami prowadzono
z dodatkiem kanamycyny [50 pg/ml] oraz 0,2% glukozy dla komodrek E. coli DHSa,
natomiast dla szczepow E. coli BL RIL z dodatkiem kanamycyny [50 pg/ml] oraz
chloramfenikolu [50 pg/ml] w temperaturze 37°C przez ok. 16 h. Wybrane kolonie

pobierano za pomoca jatowej jednorazowej ezy [Mat. 6.7, 6.13].

7.2.3. Przygotowanie komorek kompetentnych E. coli

W celu przygotowania komorek kompetentnych, komorki E. coli DHS5a lub
E. coli BL RIL zaszczepiono w 2 ml pozywki ptynnej LB odpowiednio DHS5a bez
dodatku antybiotykéw oraz w przypadku BL RIL z dodatkiem chloramfenikolu [50
pg/ml] [Mat. 6.7]. Do przygotowania nowych partii komorek kompetentnych postuzono
si¢ komorkami kompetentnymi przechowywanymi w zamrazarce niskotemperaturowej
-80°C. Pierwszym etapem byto zaszczepienie hodowli nocnej, ktérg prowadzono
w wytrzasarce przy 250 rpm przez 16 h w 37°C. Po nocy hodowle odmtodzono w 250 ml
LB (z dodatkiem antybiotyku lub bez zaleznie od wybranych komoérek kompetentnych)
oraz prowadzono hodowl¢ do osiggnigcia ODgoo = 0,5. Otrzymang hodowle zwirowano
(10 min, 5000 rpm, 4°C), supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 50 ml zimnego
100 mM chlorku wapnia [Mat. 6.15]. Tak przygotowang zawiesing inkubowano
w lodowce w temperaturze 4°C przez 16 h i ponownie zwirowano (5 min, 2500 rpm,
4°C), a otrzymany osad zawieszono w 10 ml 100 mM schtodzonego chlorku wapnia. Tak
przygotowane komorki kompetentne przechowywano przez 24 godziny w loddwce,
a nastgpnie ponownie zwirowano (5 min, 2500 rpm, 4°C). Po wirowaniu supernatant
odrzucono, a otrzymany osad zawieszono w 2 ml zimnego chlorku wapnia z dodatkiem
15% glicerolu. Komorki porcjowano po 100 pl do jatowych probowek typu Eppendorf,

[Mat. 6.13], a nastgpnie niezwlocznie  umieszczono w  zamrazarce
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niskotemperaturowej -80°C do momentu wykonywania dalszych analiz.

7.2.4. Transformacja komorek E. coli rekombinowanym DNA

W celu przeprowadzenia transformacji komorek E. coli rekombinowanym DNA,
mieszaning po reakcji Gibsona (lub wyizolowane DNA plazmidéw rekombinowanych
dla wybranego klonu) [Mat. 6.5] dodano do 100 pl komoérek kompetentnych E. coli DH5a
(lub E. coli BL RIL w przypadku przygotowania do nadprodukcji biatka). Otrzymanag
mieszaning inkubowano w lodzie przez 60 min. Po inkubacji przeprowadzono szok
ultradzwigkami polegajacy na umieszczeniu mieszaniny na 10 s w fazni ultradzwigkowe;j
o mocy 40 kHz [Mat. 6.14], pami¢tajac o odpowiednim umieszczeniu probowki typu
Eppendorf w wodzie wypeltniajacej tazni¢ ultradzwigkowa. Nastepnie po wyjeciu z fazni,
mieszaning inkubowano przez 3 min w lodzie, kolejno dodajac 500 pul pozywki ptynne;j
SOC (dotaczona do zestawu OverLap Assembly) [Mat. 6.5]. Mieszaning z pozywka
inkubowano w cieplarce z wytrzasaniem [Mat. 6.14] w temperaturze 37°C przez 45 min,
350 rpm. Po tym etapie mieszaning zwirowano (5 min w temperaturze pokojowej, 5000
rpm), odrzucono 400 pl uzyskanego przesaczu, a osad zawieszono w pozostatej ilosci
supernatantu 1 wysiano na podtoze state LA z dodatkiem kanamycyny [50 pg/ml] 1 0,2%
glukozy lub kanamycyny [50 pg/ml] 1 chloramfenikolu [50 pg/ml]. Ptytki inkubowano
w cieplarce przez 16 h w 37°C [Met. 7.2.1].

7.3. Sprawdzenie obecnosci DNA insertu

W celu sprawdzenia obecnosci oczekiwanego DNA insertu przeprowadzono
reakcje PCR z wykorzystaniem kolonii bakteryjnych jako matrycy (kolonie wyroste na
ptytce po klonowaniu), tzw. PCR kolonijny (sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil
temperaturowo-czasowy zawarto w tabelach 21 1 22). Obecno$¢ produktow PCR
sprawdzono w zelu agarozowym [Mat.6.11]. Wyizolowane DNA wybranych klonow
poddano sekwencjonowaniu w firmie Genomed (Polska) [Met. 7.10] przy uzyciu
starterow pET up i pET ter [Mat. 6.9.2] w celu wykluczenia mutacji. Otrzymane wyniki
analizowano z wykorzystaniem programu SnapGene Viewer oraz Clustal Omega [Met.
7.11]. W celu zsekwencjonowania catego konstruktu dodatkowo zaprojektowano pare
starterow komplementarng do wewngtrznej sekwencji DNA konstruktu. Zaprojektowane

startery przekazano bezposrednio do pracowni sekwencjonowania.

79



Tabela 21. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Hos¢ [pl]
Starter T7 prom F [10 pM] 0,75
Starter T7 term R [10 uM] 0,75
dNTPs [8§ mM] 0,5
Polimeraza Phusion ™ [2U/ul] 0,2
Bufor reakcyjny 5x HF 4
H,O jalowa 13,8
Matryca *

* w mieszaninie reakcyjnej PCR zanurzano ez¢ z pobrana kolonia, wczeséniej przesiang na plytke z podtozem
statym LA

Tabela 22. Profil temperaturowo-czasowy

Ho$¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 55 20
72 X
1 72 300
1 4 00

X — czas zalezny od dlugosci docelowego produktu PCR, przy zatozeniu, ze komercyjna polimeraza Phusion
ma zdolno$¢ syntezy DNA 33,3 nt/s

7.4. Ekspresja genow kodujacych biatka fuzyjne

7.4.1. Warunki ekspresji genow kodujacych biatka fuzyjne

W celu optymalizacji warunkow ekspresji gendw kodujacych biatka fuzyjne,
przeprowadzono produkcje polimeraz DNA na mniejszg skale (20 ml). Pozywke plynna
LB o objetosci 20 ml z dodatkiem kanamycyny [50 pg/ml] oraz chloramfenikolu
[50 pg/ml] [Mat. 6.7] zaszczepiono kolonig wyrosta po transformacji komoérek E. coli BL
RIL. Hodowle prowadzono w cieplarce z wytrzasaniem (250 rpm) przez 16 h w 37°C.
Nastepnie hodowle odmtodzono poprzez dodanie 1 ml uzyskanej hodowli nocnej do 100
ml pozywki ptynnej LB z dodatkiem kanamycyny [50 pg/ml] oraz chloramfenikolu
[50 ng/ml] [Mat. 6.7] i prowadzono do momentu osiggnigcia ODgoo = 0,5, po czym
dodano IPTG do koncowego stezenia ImM [Mat. 6.7].

Sprawdzenie najlepszych warunkow produkeji polegalo na pobieraniu probki
biatka w roznych odstgpach czasowych (1,5 h, 3 h, 6 h oraz 16 h) od momentu indukcji
1 mM IPTG [Mat. 6.7], z wykorzystaniem réznych szczepdw ekspresyjnych E. coli (pLys
S, BL RIL LEMO21). Pobrane probki zwirowano, zawieszono w 100 pl buforu TE
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[Mat. 6.15]. Przygotowane probki denaturowano, a nastgpnie nanoszono na wczesniej
przygotowany zel poliakrylamidowy i prowadzono elektroforeze w buforze SDS-PAGE
[Met. 7.5]. Po zakonczeniu elektroforezy zel barwiono z wykorzystaniem roztworu
Coomassie [Mat. 7.5].

Optymalizacja warunkéw ekspresji biatek w skali 20 ml pozwolita na ustalenie
warunkéw produkcji biatka na wigksza skale (1000 ml pozywki ptynnej LB). 20 ml
pozywki ptynnej LB z dodatkiem kanamycyny [50 pg/ml] oraz chloramfenikolu
[50 png/ml] [Mat. 6.7] zaszczepiono szczepem E. coli BL RIL [Mat. 6.2], zawierajagcym
odpowiedni plazmid rekombinowany. Hodowle nocng prowadzono w cieplarce
z wytrzasaniem 250 rpm przez ok. 16 h w 37°C. Nastepnie hodowlg odmtodzono w 1000
ml LB z dodatkiem kanamycyny [50 pg/ml] oraz chloramfenikolu [50 pg/ml] [Mat. 6.7]
1 prowadzono w 37°C do momentu osiggni¢cia ODgoo = 0,5 1 przeprowadzono indukcje
1 mM IPTG [Mat. 6.7]. Po 3 h od indukcji prowadzone hodowle bakteryjne zwirowano
(10 min, 5000 rpm), a otrzymany w ten sposob osad bakteryjny umieszczono

w temperaturze -20°C, do momentu przeprowadzenia dalszych analiz.
7.5. Metody do pracy z biatkami

7.5.1. Przygotowanie zelu poliakrylamidowego

W celu przygotowania zelu poliakrylamidowego, oczyszczono szyby, mig¢dzy
ktére wylano najpierw 12% zel rozdzielajacy, a nastgpnie 5% zelu zaggszczajacy
[Mat. 6.12]. Migdzy szybami zostaly umieszone grzebienie w celu uformowania
studzienek. Wymagany czas polimeryzacji wynosit 40 min zaréwno dla zelu
rozdzielajacego, jak izaggszczajacego. Spolimeryzowany zel umieszczano w aparacie
wypetnionym buforem SDS-PAGE. Po umieszczeniu zelu w aparacie do elektroforezy,
a nastgpnie wyciagnieciu grzebienia, nanoszono probki, ktoére wcze$niej poddano

denaturacji [Met. 7.5.2].

7.5.2. Elektroforeza poliakrylamidowa biatek w warunkach denaturujacych

SDS-PAGE

Do przygotowania probek do elektroforezy biatkowej, pobierano 1 ml hodowli
bakteryjnej, wirowano (5 min, 5000 rpm), a nastepnie osad powstaly po zwirowaniu
zawieszano w objetosci 100 pl buforu TE. Do uzyskanej w ten sposob probki, po

odporcjowaniu 20 pl dodano 5 pl buforu 5x Laemmli [Mat. 6.12] oraz przeprowadzano
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denaturacj¢ w termobloku (10 min, 95°C). Prébki nanoszono na zel, a nastgpnie

rozdzielano. Rozdziat prowadzono przez 90 min pod napigciem 160 V.

7.5.3. Barwienie i odbarwianie zeli poliakrylamidowych

W celu wybarwienia zeli poliakrylamidowych, po zakonczonym rozdziale
elektroforetycznym, zele znajdujace si¢ pomiedzy szybami wyjmowano, a nast¢pnie
doktadnie ptukano w wodzie. Tak przygotowane zele umieszczano na maksymalnie 1 min
w $wiezo przygotowanym roztworze barwiagcym Coomassie [Mat. 6.12]. Zele
odbarwiano poprzez trzykrotne gotowanie w wodzie destylowanej (3 x 5 min)

z wykorzystaniem kuchenki mikrofalowej [Mat. 6.14].

7.6. Oczyszczanie fuzyjnych polimeraz DNA z uzyciem chromatografii

metalopowinowactwa

W celu oczyszczenia otrzymanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
przygotowano kolumny ze ztozem His-Trap (GE Healthcare) [Mat. 6.14] Objetosc
wykorzystanego ztoza (CV) wynosita 5 ml.

Na oczyszczanie kazdego z wariantow fuzyjnych polimeraz DNA sktadato si¢

kilka nastgpujacych po sobie etapow:

1) Otrzymany po zwirowaniu osad hodowli bakteryjnej rozpipetowano w 25 ml buforu
Ao [Mat. 6.12.2], a nastgpnie poddano go sonikacji [Mat. 6.14] w lodzie, zwracajac
uwage na umieszczanie sondy, unikajac przegrzewania oraz spieniania supernatantu
(40% mocy, 2 cykle po 5 min 2 s pulse on, 2 s pulse off).

2) Uzyskany w ten sposob lizat komorkowy poddano wirowaniu przez 20 min, 12 000
rpm.

3) Supernatant przeniesiono do jatlowej probowki typu Falcon o objetosci 50 ml
i poddano termicznej denaturacji, przy wykorzystaniu tazni wodnej - 15 min, 80°C,
by pozby¢ si¢ termolabilnych biatek E. coli. Nast¢pnie pozbyto si¢ zdenaturowanych
biatek poprzez wirowanie przez 20 min, 12 000 rpm.

4) Uzyskany supernatant naniesiono na kolumneg z wczesniej przygotowanym przez
zrownowazenie ztozem poprzez przemycie 10 CV wody jatlowej i 10 CV buforu A
[Mat. 6.12.2].

5) Dodano 10 CV buforu A [Mat. 6.12.2], aby odmy¢ z niego niezwigzane biatka.
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6) Docelowe biatka eluowano 6 CV odpowiednim buforem: B (V1 Pfu-Sso7d-Sso7 oraz
V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d), C (V2 Sso7d-Pfu-Sso7d) lub E (Refl Pfu-Sso7d), zaleznie
od oczyszczanego wariantu fuzyjnej polimerazy DNA [Mat. 6.12.2].

7) Frakcje po elucji zebrano, a nastgpnie przeprowadzono elektroforeze w zelu
poliakrylamidowym SDS-PAGE [Met. 7.5].

8) Zecbrane frakcje zostaly poddane dializie przez 24 h (bufor E) przed trawieniem
pozostatosci genomowego DNA E. coli z wykorzystaniem saltonazy [Met. 6.15].

9) Po zakonczeniu procesu oczyszczania ztoze His-Trap poddano regeneracji 5 CV
buforu zawierajacego 2% SDS i 50 mM EDTA [Mat. 6.12.2] nastgpnie przemywano
5 CV wody destylowanej.

10) Ostatnim etapem byto nanoszenie na ztoze 2 CV roztworu chlorku niklu i przemycie
go 5 CV wody destylowanej.

11) Zregenerowane ztoze zabezpieczono w 20% roztworze etanolu do momentu dalszych

analiz.

7.7. Usuwanie DNA z preparatow biatkowych, dializa oczyszczonych
preparatow biatkowych, zageszczanie oraz badanie w preparatach fuzyjne;j
polimerazy DNA pozostatosci kwasow nukleinowych E. coli metoda

elektroforetyczng

W celu usunigcia $ladowych ilosci bakteryjnego DNA, preparaty biatkowe
uzyskane po oczyszczaniu z uzyciem metody chromatografii metalopowinowactwa
poddano dziataniu saltonazy [Mat. 6.15] (dodawano 0,5 pl saltonazy na 5 ml frakcji
preparatu biatkowego). Po dodaniu nukleazy inkubowano fuzyjng forme polimerazy
DNA przez 1 h w 37°C, a nastgpnie umieszczano preparat w tazni wodnej [Mat. 6.14]
o temperaturze 90°C na 15 min, w celu inaktywacji termicznej saltonazy. Po tym etapie
przeprowadzono dializ¢ preparatu biatkowego przez 24 h w buforze F [Mat. 6.12.2]. Po
dializie biatko zatezano z wykorzystaniem koncentratora Millipore [Mat. 6.14] o punkcie
odciecia 50 kDa. Do tak otrzymanego preparatu dodawano glicerol, a takze pozostate
sktadniki [Mat. 6.12.2] 1 przechowywano w temperaturze -20°C do czasu wykonania

dalszych analiz.
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7.8. Charakterystyka otrzymanych fuzyjnych form archealnej polimerazy
DNA

W tym rozdziale przedstawiono metody wykorzystane do charakterystyki
molekularnej otrzymanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA. Prowadzone
analizy opieraty si¢ na szeroko rozumianej technice PCR. W tabeli nr 23 podano
przyktadowy skitad mieszaniny reakcyjnej, ktory podlegat modyfikacjom (ilos¢
dodawanych odczynnikéw, startery, matryce czy bufory reakcyjne) [Mat. 6.9, 6.10]
w zaleznosci od prowadzonych eksperymentow. Tabela nr 24 okresla przyktadowy profil
temperaturowo-czasowy  stosowany w  przeprowadzonych reakcjach PCR,
modyfikowany w zaleznosci od specyfiki wykorzystywanego uktadu. Jesli nie
uwzgledniono informacji o objgtosci to objetos¢ koncowa stosowanych reakcji PCR

w wigkszosci wynosita 20 pl.

Tabela 23. Przykladowy sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej
Starter X F [10 uM]
Starter X R [10 uM]
dNTPs [8§ mM]
Polimeraza DNA [1 U/pl]
Bufor reakcyjny

H,O jatowa

Matryca

X — startery wykorzystywane w konkretnej reakcji PCR, zalezne od prowadzonego eksperymentu

Tabela 24. Przyktadowy profil temperaturowo-czasowy wykorzystywany w reakcjach PCR

Hos$¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s] Nazwa etapu
1 98 30 Denaturacja wstepna
98 10 Denaturacja
35 Z 20 Przylaczanie starteréw
72 Y Elongacja
1 72 300 ‘Wydluzanie koncowe
1 4 o0 Chlodzenie

Y — czas zalezny od wielkosci produktow PCR oraz szybkosci syntezy DNA
Z — temperatura adekwatna do obliczonej dla stosowanych starterow
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7.8.1. Analiza pozostatosci genomowego DNA E. coli w fuzyjnych
formach polimerazy DNA

Celem sprawdzenia w otrzymanych preparatach biatkowych pozostatosci
genowego DNA E. coli przygotowano po 20 ul prébek otrzymanych fuzyjnych form
polimerazy DNA przed oraz po trawieniu saltonazg [Mat. 6.14, Met. 7.7]. Probki
nanoszono na 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe, a rozdziat
elektroforetyczny prowadzono pod napigciem 100 V, przez 25 min [Mat. 6.11, Met.
7.1.3].

Ponadto wykorzystano doktadniejsza oraz zdecydowanie czulsza metode
oznaczenia pozostatosci genomowego DNA E. coli. Polegata ona na przeprowadzeniu
reakcji PCR (sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy zawarto w
tabelach 25 126) z wykorzystaniem starteréw L1 oraz G1 (oczekiwana wielko$¢ produktu
500 pz) [Mat. 6.9.2]. Zastosowane startery pozwolily na amplifikacj¢ DNA pochodzacego
z regionu 16S-23S rDNA E. coli. Kontrola ujemna wykonanej reakcji PCR byty probki z
komercyjng polimerazg Phusion™ [2 U/ul] (Thermo Fisher Scientific) [Mat. 6.10].
Kontrole dodatnig stanowila probka z dodatkiem genomowego DNA E. coli o stezeniu

50 ng/ul.

Tabela 25. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej | Ilo$¢ [ul]
Starter L1 [10 uM] 1
Starter G2 [10 uM] 1
dNTPs [8 mM] 0,5
Polimeraza DNA 1
Bufor reakcyjny A lub B** 4
H,O jatowa 11,5
DNA * 1

* do badanych fuzyjnych form polimerazy DNA nie dodawano genomowego DNA E. coli , wyjatek stanowita
kontrola, gdzie matryce stanowito genomowe DNA E. coli o stezeniu 50 ng/pl,

** Bufor stosowany w zalezno$ci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.
8.3.1]
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Tabela 26. Profil temperaturowo-czasowy

Hos¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 56 20
72 15
1 72 300
1 4 0

7.8.2. Okreslenie optymalnych warunkow amplifikacji DNA przez fuzyjne
formy polimerazy DNA

Do okreslenia optymalnych warunkow dziatania fuzyjnych form polimerazy DNA
wykorzystano dostgpne komercyjnie bufory o réznych zakresach pH [Mat. 6.10],
anastepnie dobrano odpowiednie stezenie poszczegolnych soli dodajac roztwory
zawierajace jony: Mg?* w zakresie od 0 do 7 mM, KCI (w zakresie: 0-70 mM) oraz
(NH4)2SO4 (w zakresie 0-70 mM) [Mat. 6.15]. Do reakcji PCR (sktad mieszaniny
reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy zawarto w tabelach 27 1 28) wykorzystano
rozne ilosci otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA (od 1 pl do 0,4 pl), tak by
mozliwie jak najlepiej okresli¢ wydajng amplifikacje DNA. Po wstepnym ustaleniu
odpowiedniej ilosci badanej fuzyjnej polimerazy DNA przystagpiono do testow
odpowiednich zakresow stgzen w/w soli. Ostatnim etapem bylo sprawdzenie szerokiej
puli buforéw komercyjnych, ktére ze wzgledu na réznorodne pH pozwolily na
oszacowanie zakresu pH, w ktérym dzialaja otrzymane fuzyjne formy archealnej
polimerazy DNA. Do testow wykorzystano startery DM2 F/DM2 R (oczekiwana
wielko$¢ produktu PCR to 294 pz) oraz Drd4a F/Drd4a R (oczekiwana wielko$¢ produktu
to 194 pz) [Mat. 6.9.2]. Matrycami dla prowadzonych reakcji byto genomowe DNA psie
wyizolowane z krwi pelnej o stgzeniu ok. 50 ng/ul oraz genomowe DNA golebia
wyizolowane z kropli krwi, rdéwniez o stezeniu ok. 50 ng/pul. Genomowe DNA izolowano
z wykorzystaniem zestawu Sherlock AX [Mat. 6.4, Met. 7.1.1]. Otrzymane produkty PCR
rozdzielano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat.6.11].

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono pod napigciem 100 V, przez 25 min [Met. 7.1.3].
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Tabela 27. Mieszanina reakcyjna PCR — wybdr optymalnego buforu.

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Hos$¢ [ul]
Starter DM2 F/Drd4a F [10 uM] 1
Starter DM2 R/Drd4a R [10 uM] 1
dNTPs [8§ mM] 0,5
Polimeraza DNA 1
Bufor reakcyjny * X
H,O jalowa Y
Matryca 1

X — testowano r6zne bufory komercyjne, ktore byty 10X, 5x oraz 2x stezone [Mat. 6. 10]
Y —ilo$¢ dodawanej wody jatowej byta uzalezniona od ilosci buforu reakcyjnego

Tabela 28. Profil temperaturowo-czasowy

Hos¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 65 30
72 Z
1 72 300
1 4 0

Z — czas zalezny od stosowanych starterow DM2 — 9 s, natomiast Drd4a — 6 s

Wyniki analizowano przy uzyciu programu GelAnalyzer [Met. 7.11]

1 przedstawiono je w formie wykresow.

7.8.3. Okreslenie jednostek aktywno$ci fuzyjnych form archealnej

polimerazy DNA

W celu okreslenia liczby jednostek aktywnosci [U/ul] badanych fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA wykorzystano komercyjny zestaw EvaEZ Fluorometric
Polymerase Activity Assay Kit firmy Biotium [Mat. 6.8]. Wybrany zestaw umozliwia
oznaczenie jednostek aktywnos$ci poszczegdlnych preparatow przez badanie zalezno$ci
poziomu fluorescencji barwnika EvaGreen [Mat. 6.15] od czasu trwania reakcji. Reakcje
przeprowadzono w warunkach izotermicznych w temperaturze 72°C, ktéra jest
optymalna dla dzialania komercyjnej polimerazy Phusion (Thermo Fisher Scientific)
[Mat.6.10]. Reakcja zostala przeprowadzona w aparacie umozliwiajagcym prowadzenie
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR), natomiast sktad mieszaniny
reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy zawarto w tabelach 29 i 30.

Pierwszym etapem bylo wykonanie analizy z wykorzystaniem komercyjnej

polimerazy DNA Phusion. Pozwolito to na wyznaczenie krzywej standardowej, ktora jest
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wyznacznikiem wyboru odpowiedniego rozcienczenia dla badanych preparatow
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA.

Zgodnie z wytycznymi firmy Biotium, gléwnym zadaniem bylo sporzadzenie
wykresu zaleznosci sygnalu fluorescencji od czasu trwania reakcji dla kazdego
zrozcienczen analizowanych wariantow biatek, a nastgpnie na podstawie krzywej
standardowej wybranie odpowiedniego rozcienczenia fuzyjnej formy polimerazy DNA.
Istotnym elementem przeprowadzonych optymalizacji bylo odpowiednie pierwsze
rozcienczenie badanych preparatow. Po ustaleniu tego rozcienczenia, ktore okreslono
jako wyjsciowe, do dalszych etapow analizy, wykonano seryjne dwukrotne rozcienczenia
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA. Tak przygotowane probki umieszczono
w aparacie do analizy real-time PCR [Mat. 6.14, tabela 29, 30]. Uzyskane pomiary
pozwolity na przygotowanie wykresow, gdzie dla kazdej z uzyskanych krzywych
wyznaczono styczne. Dalsze obliczenia pozwolily na wybor krzywej (odpowiadajace;j
rozcienczeniu), ktéra miesci si¢ w zakresie stezen przygotowanej krzywej standardowe;.
Dalsze obliczenia postuzyly do wyznaczenia liczby jednostek aktywnosci fuzyjnej formy
polimerazy DNA. Wyznaczenie maksymalnej réznicy poziomu fluorescencji (AFmax),

przedstawione zostalo na rysunku nr 10.

Tabela 29. Sktad mieszaniny reakcyjnej

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Hos¢ [ul]
Polimeraza DNA* 1/0,5/0,25.../0,0075
2x EvaEZ Polymerase Activity 7,5

H,O jatowa X

* Zastosowano seryjne dwukrotne rozcienczenia stezenia wyjsciowego badanych fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA

Tabela 30. Profil temperaturowo-czasowy stosowanej reakcji izotermicznej

Etap Liczba cykli Temperatura [°C] Czas [s] | Szybko$¢ grzania [°C/s]

Elongacja 200 72 13 4
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Rysunek 10. Wykres zaleznosci fluorescencji barwnika EvaGreen od czasu prowadzenia
amplifikacji

Na rysunku nr 10 zaznaczono kat nachylenia krzywej (tga), roznice fluorescencji
krzywej, ktora jest styczng do krzywej wybranego st¢zenia (AF) oraz maksymalnag réznice
fluorescencji (AFmax) dla punktu wysycenia na krzywej. Rysunek firmy Biotium
z instrukcji do zestawu [Mat. 6.8].

AF =tga Xt , gdzie, tgo — nachylenie krzywej, wyznaczone na podstawie
wybranej stycznej [RFU/min] , t — czas [min], t = 30 min

AF max —maksymalna roznica fluorescencji, przy czym pod uwage jest brany punkt

wysycenia na krzywej (tzw. plateau)
AF

n= X 0,2025 nmol (ilos¢ moli przeliczona ze wzgledu na objetosé

Fmax

prowadzonej reakcji, ktora zostata zmieniona z 20 pl na 15 pl)
u=n X %, gdzie u to liczba jednostek aktywnosci badanej fuzyjnej formy

polimerazy DNA, N — 10 nmol nukleotydow
Wymienione warto$ci wynikajg bezposrednio z definicji jednostkowosci, ktora
brzmi nastepujgco:
1 jednostka aktywnosci polimerazy [1U] to ilos¢ polimerazy DNA, ktora jest
w stanie inkorporowaé¢ 10 nmol nukleotydow w czasie 30 min w jej optymalnej

temperaturze dzialania [130].
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7.9. Testy fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

7.9.1. Minimalna ilo$¢ jednostek fuzyjnych form archealnej polimerazy

DNA w reakcji

W celu wyznaczenia minimalnej ilo$ci jednostek aktywno$ci fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA, ktéra wcigz pozwala na wydajne amplifikowanie DNA
przeprowadzono reakcj¢ PCR (sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-
czasowy zawarto w tabelach 31 i 32). Pierwszym krokiem byto przygotowanie
podwojnych seryjnych rozcienczen kazdej z badanych fuzyjnych form polimerazy DNA,
a nastgpnie wyniki sprawdzano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika
SimplySafe [Mat. 6.11]. Rozdzial prowadzono pod napigciem 100 V przez 25 min
[Met. 7.1.3]. Do analizy wybrano startery DM2 F/DM2 R, gdzie oczekiwana wielkos$¢
produktu PCR wynosi 294 pz [Mat. 6.9.2]. Matryca bylo genomowe psiec DNA o stezeniu

30 ng/ul, wyizolowane z krwi zwierzecia [Mat. 6.1].

Tabela 31. Mieszanina reakcyjna PCR

* Zastosowano seryjne dwukrotne rozcieficzenia badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA,
gdzie stezeniem wyjsciowym dla kazdego z wariantow byta 1 U.
** Bufor stosowany w zaleznosci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.

8.3.1]

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Hos$¢ [ul]
Starter DM2 F [10 uM] 1
Starter DM2 R [10 uM] 1
dNTPs [§ mM] 0,5
Polimeraza DNA* 1
Bufor reakcyjny A lub B** 4
H,O jatowa 11,5
Matryca 1

Tabela 32. Profil temperaturowo-czasowy

Hos$¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 65 30
72 9
1 72 300
1 4 00
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7.9.2. Okreslenie termostabilnosci i1 stabilno$ci w temperaturze pokojowe;j

fuzyjnych form polimerazy DNA

W celu okre$lenia termostabilnos$ci otrzymanych fuzyjnych form archealne;
polimerazy DNA wykorzystano metodyke opracowang przez Dabrowskiego i Kura [33].
Kazda =z otrzymanych polimeraz inkubowano w termocyklerze [Mat. 6.14]
w temperaturze 99°C 1 95°C, pobierajac probki w czasie od t; = 0 min do t;3 = 60 min.
Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie reakcji real-time PCR z wykorzystaniem
inkubowanych fuzyjnych polimeraz DNA z dodatkiem barwnika EvaGreen. Zmiany
termostabilno$ci okreslono na podstawie wydajnos$ci powstawania produktu o ustalone;j
temperaturze topnienia. Do analizy wybrano startery DM2 F/DM2 R [Mat. 6.9.2].
Matryca byto genomowe psie DNA o stezeniu 30 ng/ul, wyizolowane z krwi zwierzecia
[Mat. 6.1]. Sklad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy zawarto
w tabelach 33 i 34. Wyniki przedstawiono w formie wykresow.

W celu doktadnego oznaczenia czasu pottrwania otrzymanych konstruktow, czas
inkubacji dla temperatur 99°C i 95°C zostal wydluzony do 3 h inkubacji. Ostatnim
elementem byla weryfikacja zmian aktywno$ci poprzez inkubacje¢ fuzyjnych form
polimerazy DNA w temperaturze pokojowej do 72 h. Nastepnie ponownie
przeprowadzono reakcj¢ real-time PCR z dodatkiem barwnika EvaGreen (tabela 33, 34).
Zmiany termostabilnosci okreslono na podstawie wydajno$ci powstawania produktu
o ustalonej temperaturze topnienia. Do analizy wybrano startery DM2 F/DM2 R,
temperatura topnienia produktu wynosita 85°C. Matryca byto genomowe DNA psie
o stezeniu 30 ng/ul, wyizolowane z krwi. Wyniki ponownie przedstawiono w formie

wykresow.

Tabela 33. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej | Ilos¢ [pl]
Starter DM2 F [10 uM] 1
Starter DM2 R [10 uM] 1
dNTPs [8 mM] 0,5
Polimeraza [1 U/ul |* 1
Bufor reakcyjny A lub B** 4
H,0 jatowa 11,2
Matryca 1
Barwnik EvaGreen 0,3

* Polimeraza DNA dodawana po inkubacji w okres$lonej temperaturze
** Bufor stosowany w zalezno$ci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.
8.3.1]

91



Tabela 34. Profil temperaturowo-czasowy

Hos¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 65 30
72 9
1 72 300
95 120
Krzywa
tOpn?e‘zia 1 60 15 Szybkos$¢ grzania
95 5 0,5°C/cykl

7.9.3. Wyznaczenie procesywnos$ci fuzyjnych form archealnej polimerazy

DNA

Procesywno$¢ badanych fuzyjnych polimeraz DNA oznaczono zgodnie z metoda
opublikowang przez FElshawadfy’a oraz wspdtpracownikow [127], zgodnie
z zamieszczong tam definicja:

Procesywnos¢ to liczba nukleotydow wbudowywanych w trakcie jednej
reakcji katalitycznej z udzialem pojedynczej czasteczki polimerazy DNA.

Reakcje oznaczania procesywnosci, prowadzono w obecnosci 10-krotnie
mniejszej iloSci polimerazy, niz we wcze$niej omawianych reakcjach PCR, tak by
zgodnie z definicja utrzyma¢ odpowiednie warunki do zaj$cia reakcji tj. umozliwi¢
jednokrotne przytaczenie badanej fuzyjnej polimerazy DNA do nici DNA. Dodatkowo
do reakcji wykorzystano nadmiar tzw. ,,pulapki”, w tym przypadku heparyny, ktora
posiada wigksze powinowactwo do polimerazy DNA, niz sama polimeraza DNA do
DNA. Stezenie heparyny oznaczano na podstawie okreslenia ilosci inhibujace;j

poszczeg6lne warianty otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA.

7.9.3.1. Wyznaczenie krzywej procesywnosci na podstawie

produktow markerowych

e Mieszaning o ponizszym sktadzie (tabela 35) inkubowano w temperaturze 50°C

przez 5 min.
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Tabela 35. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej

Tlosé [pl]

Woda jalowa 6,8
Bufor reakcyjny 5x A lub B** 2

dNTPs [10 mM] 1

Starter Px [10 uM]* 0,4
Matryca T [10 pM] 0,4
Polimeraza Phusion™ [2 U/ul] 0,1
Barwnik EvaGreen 0,3

* startery od

P1 do P22 [Mat. 6.9.3.]

**Bufor stosowany w zalezno$ci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.

8.3.1]

¢ Inicjacja reakcji przez dodanie jonow magnezu o stezeniu koncowym 50 mM oraz

heparyng o odpowiednim stezeniu (analogiczne jak w przypadku badanych

fuzyjnych form polimerazy DNA), a nastepnie przeniesienie do termobloku

0 temperaturze 72°C oraz inkubacja przez 1 min.

e Detekcja produktéw markerowych zgodnie z ponizszymi profilami czasowo-

temperaturowymi (tabela 36 oraz tabela 37).

Tabela 36. Profil temperaturowo-czasowy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Szybko$¢
grzania/chlodzenia
[°C/s]
Denaturacja 99 1 5
Hybrydyzacja 4 ) 1
Tabela 37. Profil temperaturowo-czasowy
Etap Temperatura [°C] Czas [s] Szybkos§¢
grzania/chlodzenia
[°C/s]
Denaturacja 95 10 5
Etap poczatkowy 60 60 4
Etap koncowy 97 1 0,2

Na podstawie uzyskanych krzywych wyznaczono temperatury topnienia dla

poszczegblnych

produktow markerowych (tabela 38).

Analizy poréwnawcze

przeprowadzenia reakcji dla produktéw markerowych w réznych buforach (A oraz B Mat.

6.10, Met. 7.8.2, Wyn. 8.3.1) nie wykazaty r6znic w temperaturach topnienia.
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Tabela 38. Zestawienie temperatur topnienia produktéw markerowych.

Tlosé Tempe}‘at}lra
Sekwencja startera dobudowanych | topnienia
dNTPs ybrydyzowanego
DNA [°C]

3’CCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGACCGTTCGTTCG | (Matryca
AACAGAGTACCTG GCTAT DNA) i
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTG 1 nt 73,41
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGG 2 nt 74,17
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGC 3 nt 74,89
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCA 4 nt 75,76
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAA S nt 75,98
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAG 6 nt 76,35
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGC 7 nt 76,43
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCA 8 nt 76,72
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAA 9 nt 77,42
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 10 nt 77,68
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG
C 11 nt 77,91
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG
CT 12 nt 78,06
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG
CTT 13 nt 78,27
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG
CTTG 14 nt 78,59
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG

15nt 78,77
CTTGT
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 16 nt 73.82
CTTGTC ’
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 17 nt 7974
CTTGTCT ’
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 18 nt 20.01
CTTGTCTC ’
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 19 nt 80.51
CTTGTCTCA ’
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 20 nt R0.72
CTTGTCTCAT ’
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 21 nt 8127
CTTGTCTCATG ’
5’GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCTGGCAAGCAAG 29 nt 2210
CTTGTCTCATGG ’

>kPogrubionq czcionka oznaczono nukleotydy dobudowywane przez fuzyjng forme archealnej polimerazy
DNA w trakcie trwania reakcji izotermicznej

Analogicznie, oznaczanie procesywnos$ci przebiegalo dla otrzymanych fuzyjnych

form polimerazy DNA.
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7.9.3.2.
polimerazy DNA

Oznaczenie procesywnosci fuzyjnych form archealnej

e Mieszaning o ponizszym skladzie (tabela 39) inkubowano w temperaturze 50°C

przez 5 min.

Tabela 39. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej

Tlo§¢é [pl]**

Woda jalowa

Bufor reakcyjny 5x A lub B*

dNTPs [10 mM]

Starter P [10 uM]

Matryca T [10 uM]

Polimeraza DNA [1U/ul]

Barwnik EvaGreen

*Bufor stosowany w zaleznosci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.

8.3.1]
** }aczna objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej 85 pl

e Dodanie 15 pl heparyny o stezeniu, ktore inhibuje badany wariant polimerazy

DNA, pobranie probki w tzw. czasie to, nastepnie inicjacja reakcji przez dodanie

15 pl jondw magnezu o st¢zeniu koncowym 50 mM oraz przeniesienie do

termobloku nagrzanego do 72°C

e Pobieranie probek w roznych odstepach czasowych 30 s, 1 min, 2 min oraz 5 min

e Detekcja produktow, zgodnie z ponizszym profilem czasowo-temperaturowym

(tabela 40).
Tabela 40. Profil temperaturowo-czasowy
Szybkos§¢
Etap Temperatura [°C] Czas [s] grzania/chlodzenia
[°C/s]
Denaturacja 95 10 5
Etap poczatkowy 60 60 4
Etap koncowy 97 1 0,2

95




7.9.4. Okreslenie szybkosci elongacji DNA przez fuzyjne formy archealne;j
polimerazy DNA

Analize szybkosci syntezy otrzymanych fuzyjnych polimeraz DNA okreslono na
podstawie metody opisanej przez Lee oraz wspotpracownikow [128], ktora opiera si¢ o
ponizszg definicje:

Szybkos$¢ elongacji okreslana jest na podstawie iloSci nukleotydow
wbudowywanych przez 1 U polimerazy DNA w czasie 1 sekundy [nt/s].

W celu analizy szybkos$ci syntezy DNA przeprowadzono reakcje PCR, w ktérych
zastosowano startery (3 pary) umozliwiajace powstanie réznej wielkosci produktow:
TNS F/TNS R (300 pz), HEMA1 F/HEMA1 R (500 pz) oraz pET F/pET R (1000 pz)
[Mat. 6.9.2]. Do otrzymania kazdego z w/w produktow wykorzystano roézne czasy
wydtuzania od 5 do 20 sekund. Wyniki analizowano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem
barwnika SimplySafe. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono pod napi¢ciem 100 V
przez 25 min [Met. 7.1.3]. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-

czasowy zawarto w tabelach 41 1 42.

Tabela 41. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Hos¢ [ul]
Starter X F [10 pM]** 1
Starter X R [10 pM]** 1
dNTPs [8§ mM] 0,5
Polimeraza [1 U/ul] 1
Bufor reakcyjny 5x A lub B*** 4
H,0 jatowa 11,5
Matryca 1*

* W przypadku stosowania starteréw DM2 F/ DM2 R oraz HEMA1 F/HEMAI1 R matryca bylo genomowe
DNA psie, natomiast w przypadku starterow pET F/ pET R matryca bylo DNA plazmidowe (pET-30 Ek/LIC)
** Startery X F, X R oznaczaja odpowiednio sStarter F oraz R z kazdej pary wykorzystywanych starterow

*** Bufor stosowany w zalezno$ci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.

8.3.1]
Tabela 42 Profil temperaturowo-czasowy
Hos$¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 65 30
72 5/10/15/20
1 72 300
1 4 0
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7.9.5. Oznaczenie czuto$ci fuzyjnych formy archealnej polimerazy DNA

W celu oznaczenia czulosci badanych fuzyjnych form polimerazy DNA
wykorzystano metode opisang przez Halley’a i Prezioso [129]. Wedtlug nich definicja
czulosci polimerazy DNA brzmi nast¢pujgco:

Czulos¢ polimerazy DNA to najmniejsza iloS¢ matrycy DNA, ktora wciaz
pozwala na jej wydajne amplifikowanie w reakcji PCR przez 1 U polimerazy DNA.

Badanie czulo$ci polimerazy DNA przeprowadzono z wykorzystaniem
genomowego DNA wyizolowanego z krwi psa, a nastgpnie poprzez przygotowanie
seryjnych 10-krotnych rozcienczen matrycy, gdzie stgzenie wyjsciowe wynosito 300
ng/ul. Do analizy wybrano startery DM2 F/DM2 R , gdzie oczekiwana wielko$¢ produktu
to 294 pz. Wyniki analizowano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika
SimplySafe. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono pod napigciem 100 V przez 25 min
[Met. 7.1.3]. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy zawarto w

tabelach 43 oraz 44.

Tabela 43. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej | Ilos$¢ [ul]
Starter DM2 F [10 uM] 1
Starter DM2 R [10 uM] 1
dNTPs [ mM] 0,5
Polimeraza 1 U/pl 1
Bufor reakcyjny A lub B** 4
H,O jatowa 11,5
Matryca 1*

* W reakcji wykorzystano 10-krotne seryjne rozcienczenia DNA wyizolowanego z krwi psiej, jego
wyjsciowe stezenie wynosito 300 ng/ul

**Bufor stosowany w zaleznosci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.
8.3.1]

Tabela 44. Profil temperaturowo-czasowy

Hos¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 65 30
72 9
1 72 300
1 4 0
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7.9.6. Badanie zdolnosci amplifikacji DNA o duzej zawartos$ci par GC

przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA

W celu okres$lenia zdolno$ci amplifikacji sekwencji bogatych w pary GC przez
otrzymane fuzyjne formy polimerazy DNA wykorzystano reakcj¢ PCR, podczas ktorej
zastosowano matryce wyizolowang z Mycobacterium bovis BCG Moreau PL [Mat. 6.3].
Do reakcji, w zalezno$ci od wybranego wariantu fuzyjnej formy polimerazy DNA
stosowano wzrastajacg 1los¢ jednostek polimerazy DNA. Do analizy wybrano startery
MCI15 F/MCI15 R. gdzie oczekiwana wielko$¢ produktu to 300 pz. Wyniki analizowano
w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe. Rozdziat prowadzono pod
napieciem 100 V przez 25 min [Met. 7.1.3]. Sklad mieszaniny reakcyjnej oraz profil

temperaturowo-czasowy prowadzonej reakcji PCR zawarto w tabelach 45 1 46

Tabela 45. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej | Ilo$é [ul]
Starter MC15 F [10 uM] 0,5
Starter MC15 R [10 uM] 0,5
dNTPs [8 mM] 0,4
Polimeraza 1- 3 U/ul 1-3
DMSO 100% 1
Bufor reakcyjny A lub B** 4
H>0 jatowa X*
Matryca 0,8

* ilo$¢ wody zalezna od stosowanej liczby jednostek polimerazy DNA
**Bufor stosowany w zaleznosci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.
8.3.1]

Tabela 46. Profil temperaturowo-czasowy

Tos¢ cykli Temperatura [°C] Czas [3]
1 98 180
98 10
35 60 10
72 10
1 72 300
1 4 00
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7.9.7. Badanie odpornosci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA na
inhibitory
W celu sprawdzenia opornosci otrzymanych fuzyjnych polimeraz DNA na
inhibitory, prowadzono reakcje PCR w obecno$ci nastgpujacych zakresow stezen
wybranych inhibitorow:
1) heparyna: 0,024 mg — 1,5 mg;
2) krew petna EDTA: 0,78% v/v — 50% v/v —mieszaniny reakcyjnej, stosowana jako
inhibitor oraz jako matryca i inhibitor;
3) antybiotyk — od 3,125 ug do 200 pg;
4) 100% izopropanol — 0,78% v/v —50% v/v mieszaniny reakcyjnej;
5) 70% etanol — 0,78% v/v —50% v/v mieszaniny reakcyjnej;

6) kwas humusowy — od 15,63 ng do 1000 ng.

Do analizy wybrano startery DM2 F/DM2 R (oczekiwana wielko$¢ produktu 294
pz) oraz WFFS F/ WFFS R (oczekiwana wielko$¢ produktu 284 pz). Wyniki analizowano
w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]. Rozdziat
prowadzono pod napigciem 100 V przez 25 min [Met. 7.1.3]. Matryca bylo genomowe
DNA o stezeniu 50 ng/ul wyizolowane z krwi psa oraz genomowe DNA o stezeniu 50
ng/ul wyizolowane z konskiego wtosia. Jako zrodto krwi wykorzystano krew psig [Mat.
6.1]. Skfad stosowanych mieszanin reakcyjnych oraz profil temperaturowo-czasowy dla

prowadzonych reakcji zawarto w tabelach 47 oraz 48.

Tabela 47. Mieszanina reakcyjna PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Hos¢ ]
Starter DM2 F/ WFFS F [10 uM] 1
Starter DM2 R/ WFFS R [10 uM] 1
dNTPs [8 mM] 0,5
Polimeraza [1 U/pl] 1
Bufor reakcyjny A lub B*** 4
H20 jatowa + inhibitor** 11,5
Matryca 1*

* W przypadku stosowania krwi petnej jako matrycy, dodatek genomowego DNA pomijano.

** Dla kazdego z inhibitoréw przygotowano seryjne dwukrotne rozcienczenia

***Bufor stosowany w zaleznosci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.
8.3.1]
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Tabela 48. Profil temperaturowo-czasowy

Ios¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 65 30
72 9
1 72 300
1 4 o0

7.9.8. Wplyw fuzyjnych polimeraz DNA na amplifikacjc DNA

w zmiennych

oligonukleotydow

Istotnym elementem przy wyborze bialek stosowanych w tworzeniu fuzji
z polimerazami DNA jest mozliwo$¢ stabilizacji, a takze zdolno$¢ do wigzania DNA.
Wspomniane cechy moga znaczaco wplywac¢ na etap hybrydyzacji oligonukleotydu do
matrycy DNA. Elementem zmiennym podczas trwania reakcji byla temperatura
hybrydyzacji starteréw. W tym celu w termocyklerze ustawiono gradient temperaturowy
w zakresie od 55°C do 72°C. Do analizy wybrano startery DM2 F/DM2 R (oczekiwana
wielko$¢ produktu to 294 pz), dla ktérych optymalna temperatura przytaczania starterow
wynosi 65°C. Wyniki analizowano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika
SimplySafe. Rozdzial prowadzono pod napigciem 100 V przez 25 min [Met. 7.1.3].
Matryca bylo genomowe DNA o stezeniu 30 ng/ul wyizolowane z krwi psa [Mat. 6.1].

Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy zawarto w tabelach 49

150.

Tabela 49. Mieszanina reakcyjna PCR

temperaturach

hybrydyzacji

Skladnik mieszaniny reakcyjnej

Tlosé [pl]

Starter DM2 F [10 uM]

1

Starter DM2 R [10 uM]

1

dNTPs [§ mM] 0,5
Polimeraza [1 U/ul] 1
Bufor reakcyjny A lub B* 4
H,O0 jatowa 11,5
Matryca 1

*Bufor stosowany w zaleznosci od badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2; Wyn.

8.3.1]
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Tabela 50. Profil temperaturowo-czasowy

Ilos¢ cykli Temperatura [°C] Czas [s]
1 98 30
98 10
35 55...72 30
72 9
1 72 300
1 4 00

7.9.9. Analiza oddzialywania fuzyjnych polimeraz DNA z ssDNA oraz
dsDNA

Analiza mozliwosci wigzania jedno- lub dwuniciowego DNA przez otrzymane
fuzyjne polimerazy DNA zostata przeprowadzona z wykorzystaniem testu EMSA (ang.
Electrophoretic Mobility Shift Assay). Test wykonano zgodnie z protokotem opisanym
przez Olszewskiego 1 wspolpracownikow [111]. Badane fuzyjne formy polimerazy DNA
inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej w obecnosci 10 pmol
oligonukleotydow d(T)7¢ znakowanych fluorescencyjnie na koncu 5’ oraz 2,5 pmol
produktu PCR o dlugosci 194 pz. W reakcji wykorzystano od 1 U do 32 U kazdej
z badanych fuzyjnych form polimerazy DNA. Wynik analizy sprawdzano przy uzyciu
elektroforezy agarozowej. Zamiast barwnika SimplySafe uzyto bromek etydyny [Mat.
6.11]. Rozdzial elektroforetyczny prowadzono w 2% zelu agarozowym pod napigciem
100 V przez 25 min [Met. 7.1.3].

Do obliczenia stezen pmol produktu PCR wykorzystano kalkulator dostepny na

stronie https://pl.promega.com/resources/tools/biomath/.

7.10. Ustugi

e Sekwencjonowanie otrzymanych konstruktow — Genomed, Polska
e Synteza oligonukleotydow — Genomed, Polska; Microsynth, Szwajcaria oraz

Merck, Niemcy

7.11. Programy oraz oprogramowania

e SnapGene Viewer https://www.snapgene.com — projektowanie oligonukleotydow,

sprawdzanie sekwencji.
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https://pl.promega.com/resources/tools/biomath/ — przeliczanie stezen do testu
EMSA

7.11.1. Analiza zaprojektowanych starterow:

PrimerBLAST https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
OligoAnalyzerTM Tool https://www.idtdna.com

7.11.2. Analiza wynikéw rozdzialu -elektroforetycznego uzyskanych

w zelach agarozowych oraz poliakrylamidowych:

GelAnalyzer
ChemiDoc do  dokumentacji i  densytometrycznej analizy  zeli
poliakrylamidowych — Bio-Rad, USA

ProtParam https://web.expasy.org/protparam/
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8. Wyniki

8.1. Projektowanie i otrzymywanie konstruktow DNA kodujacych fuzyjne
formy polimerazy DNA

Pierwszym etapem procesu otrzymywania fuzyjnych bialek byto zaprojektowanie
1 utworzenie konstruktow DNA zawierajacych geny kodujace fuzyjne formy archealne;j
polimerazy DNA i w celu ich amplifikacji zaprojektowano startery do nich
komplementarne [Met. 6.9.1]. Zrédtem DNA do amplifikacji pelnej dtugosci genu
kodujacego polimerazg DNA Pfu byl hipertermofilny archeon Pyrococcus furiosus
(szczep DSM3638). Dodatkowo wykorzystano DNA plazmidowe pochodzace z kolekcji
Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Wydzialu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej, zawierajace geny kodujace biatka wigzace DNA, ktére wybrano
na partnerow fuzyjnych polimerazy DNA. W niniejszej pracy jako podstawniki
wykorzystano dwa biatka pochodzenia archealnego z catkowicie réznych rodzajow
bialek wigzacych DNA. Pierwsze z nich to biatko Sso7d, ktore zostalo wyizolowane
z Sulfolobus solfataricus i wigze tylko dsDNA i jest najbardziej znanym biatkiem
stuzacych jako partner fuzyjny w tworzeniu modyfikacji polimeraz DNA. Drugie biatko
podstawnikowe, wigzace zardwno ssDNA jak i dsDNA, to wysoce termostabilne biatko
NeqSSB wyizolowane z Nanoarcheum equitans, o ktorym wiadomo znacznie mniej
w porownaniu do biatka Sso7d, jednak z ktérym wigze si¢ nadzieje na uzyskanie
unikalnych wilasciwosci fuzyjnej polimerazie DNA Pfu, tak jak to miato miejsce
w przypadku polimerazy DNA Taq [94]. Przeprowadzono poréwnanie sekwencji
aminokwasowych znanych bialek wigzacych DNA, w tym przede wszystkim biatka
Sso7d (rysunek 11A) oraz NeqSSB, i zauwazono, ze pomimo duzych rozbieznoSci
w wielkos$ci obu biatek, to region odpowiedzialny za oddziatywanie ich z DNA posiada
zakonserwowane reszty aminokwasowe (na rysunku wyrdznione pogrubiong czcionkg)
odpowiedzialne za te interakcje. Nastgpnie dokonano modelowania molekularnego
majagcego na celu okreSlenie przyblizonej budowy biatka NeqSSB. Rysunek 11B
prezentuje strukture krystalograficzng termostabilnego biatka Sso7d w kompleksie
z DNA, ktorego budowa oraz funkcje w komorce zostaty do§¢ dobrze poznane, a samo
biatko Sso7d zostalo wielokrotnie wykorzystane jako partner fuzyjny polimeraz DNA,
przez co wrgcz mozna stwierdzi¢, ze jest to biomakromolekuta modelowa we
wspomnianym zastosowaniu. Kolejny etap pracy polegal na porownaniu struktur obu

termostabilnych biatek tzn. struktury krystalograficznej Sso7d w kompleksie z DNA
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I wymodelowanej struktury NeqSSB w kompleksie z DNA, czego rezultatem jest
zaprezentowany na rysunku 11C obraz. Przedstawia on prawdopodobng budowe biatka
NeqSSB 1 miejsce jego oddziatywania z DNA wraz z precyzyjnym wskazaniem waznych
reszt aminokwasowych odpowiedzialny za te zjawisko, ktore sg zbiezne z resztami

obecnymi w biatku Sso7d.

A ......................................... L
MATVKFKYKG K KR SO TR MLEKQKE
) =) =) )
B1 B2 B3 p4 B5 al
B
C

Rysunek 11. Sekwencja oraz struktura biatek Sso7d z Sulfolobus solfataricus oraz NeqSSB z
Nanoarcheum equitans. A Sekwencja Sso7d. Struktury drugorzedowe sa wskazane pod
sekwencja kolorami niebieskim, zielonym oraz rézowym. Dziewig¢ pogrubionych i
podkreslonych aminokwasow wskazuje zmienno$¢ aminokwasowa. B Struktura biatka Sso7d z
domenami oznaczonymi kolorami (PDB ID 1BNZ). C Wymodelowana struktura biatka NeqSSB
wraz z wskazaniem rejonu oddzialujgcego w DNA.

Nastepnym etapem bylo uzyskanie konstruktéw DNA zawierajacych geny
kodujace polimeraze¢ DNA Pfu w fuzji z dwoma biatkami wigzacymi DNA (Sso7d
1 NeqSSB) tzn. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz
referencyjng polimeraz¢ DNA Refl Pfu-Sso7d.
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Rysunek 12. Schemat przedstawiajacy otrzymane warianty fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA, z uwzglednieniem wykorzystanych starterow [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-
Sso07d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, natomiast
Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

Wariant pierwszy (w skrocie V1) fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA Pfu,
o nazwie V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, zawiera na C-koncu dwa biatka Sso7d, polaczone ze soba
facznikami o réznych sekwencjach aminokwasowych (rysunek 12 V1). Wariant drugi
(w skrocie V2) fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA Pfu, nazwany V2 Sso7d-Pfu-
Sso7d, zawiera dwa biatka Sso7d na obu koncach, polaczone ze soba lacznikami
o roznych sekwencjach aminokwasowych (rysunek 12 V2). Wariant trzeci (w skrocie V3)
fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA Pfu, nazwany V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
zawiera na N-koncu biatko NeqSSB, natomiast na C-koncu biatko Sso7d, potaczone ze
soba tacznikami o roznych sekwencjach aminokwasowych (rysunek 12 V3). Jako
referencje zastosowano najbardziej znang na §wiecie modyfikowana fuzyjng polimeraze
Pfu, ktéra na C-koncu zawiera biatko Sso7d potaczone za pomoca tacznika (w skrdcie
Refl) (rysunek 12 Refl). W celu zminimalizowania ryzyka nieprawidtowego
przytaczenia gendéw kodujacych podstawnikowe biatka lub powstania krotszego
konstruktu DNA przy zastosowaniu metody klonowania Gibsona wykorzystano dwie
rozne sekwencje linkerowe. Wykorzystanie tacznikdw pozwala na unikniecie zawady
sterycznej w biatku fuzyjnym, ktéra moglaby zaburzy¢ odpowiednie oddziatywanie
z DNA oraz jego amplifikacje przez polimeraze DNA. Zastosowanie r6znych tacznikow
zapewnia uzyskanie rekombinowanych plazmidéw DNA w prawidlowej konfiguracji, tak

jak przedstawiono to na rysunku nr 13.
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Rysunek 13. Schematyczne przedstawienie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA i biatka
referencyjnego otrzymanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej, gdzie V1 oznacza V1 Pfu-
Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl
oznacza Refl Pfu-Sso7d.

8.1.1. Klonowanie gendéw kodujacych biatka Pfu-Sso7d, Pfu-Sso7d-Sso7d,
Sso7d-Pfu-Sso7d, NeqSSB-Pfu-Sso7d

8.1.1.1. Izolacja plazmidowego i genomowego DNA

Pierwszy etap polegat na izolacji DNA 2z plazmidow pBAD/Sso7d
1 pPBAD/NeqSSB pozyskanych z Politechniki Gdanskiej oraz na izolacji genomowego
DNA z P. furiosus DSM3638, ktore zostaty wykorzystane do reakcji PCR jako matryca
[Mat. 6.2, 6.4, Met. 7.1.1].

8.1.1.2. Amplifikacja genow niezbednych do  otrzymania
konstruktéw DNA kodujacych fuzyjne polimerazy DNA

W celu otrzymania konstruktow DNA kodujacych warianty V1 Pfu-Sso7d-Sso7d,
V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d i1 Refl Pfu-Sso7d przeprowadzono
niezalezne reakcje PCR. Pierwsza z nich umozliwila uzyskanie produktow PCR
o sekwencji zgodnej z sekwencjg genu kodujacego wybrane biatka tj. Sso7d oraz
NeqSSB z dodatkowym tacznikiem o dhlugosci 18 nukleotydéw oraz sekwencji
komplementarnych do 11 poczatkowych gendéw kodujacych N-koniec referencyjnej
polimerazy Pfu-Sso7d w przypadku wariantow V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-
Pfu-Sso7d oraz C-koniec polimerazy Pfu-Sso7d dla V1Pfu-Sso7d-Sso7d 1 Refl Pfu-
Sso7d. W wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymano produkty PCR o dtugos$ciach 213
pz oraz 750 pz [Met. 7.1.5].

Na drugi produkt PCR o dtugosci 2328 pz sktadat si¢ gen, ktéry koduje polimeraze
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Pfu wraz z 18-nukleotydowym lgcznikiem oraz 11 dodatkowymi nukleotydami, ktore
byly komplementarne do sekwencji nukleotydowej genu kodujacego C-koniec biatka
Sso7d. Trzeci produkt PCR (2541 pz), ztozony z genu kodujacego polimeraz¢ DNA Pfu
1 genu kodujacego biatko Sso7d wraz z 18-nukleotydowym lacznikiem oraz 11
dodatkowymi nukleotydami, ktore byly komplementarne do sekwencji nukleotydowe;j
genu kodujacego N- lub C-koniec biatka partnerskiego powstal w oparciu o matryce jaka
byto DNA plazmidu pET30-Pfu-Sso7d uzyskanego w drodze klonowania metoda
Gibsona (Wyn. 8.1.1.3). Do kazdej reakcji amplifikacji DNA zostaty uzyte odpowiednio
zaprojektowane startery. Do reakcji PCR zostalo wykorzystane DNA wyizolowane
z P, furiosus i DNA plazmidu pET30-Pfu-Sso7d. Zar6wno DNA genomowe jak
1 plazmidowe stosowane jako matryca w reakcji PCR mialo stezenie ok. 50 ng/ul [Met.
7.1.5]. Produkty otrzymane po reakcji PCR rozdzielano w 1% Zzelu agarozowym

z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat.6.11] (rysunek 14).

V1 V2
1 2 M 3 4 M’ 5 6 M 7 8 WM
V3 Refl

M 9 10 1m 12 W 13 14 M M 15 16

Rysunek 14. Wynik rozdzialu elektroforetycznego produktow reakcji PCR genow kodujacych
fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.1.5]. 1,5% zel agarozowy z dodatkiem
barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdzialu: 35 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3]; V1
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oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza NeqSSB-Pfu-
Sso7d;

M — marker wielkosci DNA GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11.]

M’ — marker wielkoéci GeneRuler 1 kb DNA Ladder [Mat. 6.11.]

1,2,5, 6,13, 14 — produkty amplifikacji genu sso7d

3,4,7,8, 11, 12 — produkty amplifikacji genu pfusso7d

9, 10 — produkty amplifikacji genu negssb

15, 16 — produkty amplifikacji genu pfu

8.1.1.3. Klonowanie gendéw kodujacych fuzyjne polimerazy DNA do
DNA wektora ekspresyjnego pET-30 Ek/LIC

W pierwszym etapie przygotowujagcym do klonowania genéw kodujacych fuzyjne
formy archealnej polimerazy DNA do wektora ekspresyjnego pET-30 Ek/LIC dokonano
ekstrakcji produktow PCR z zelu agarozowego, a nastepnie ich oczyszczania za pomoca
precypitacji [Met. 7.1.4]. Kolejnym etapem bylo poddanie reakcji trawienia DNA
plazmidowego pET-30 Ek/LIC z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych BamHI oraz
Ndel [Mat. 6.6, Met. 7.1.6] i1 podobnie jak w przypadku produktéw PCR izolacji z zelu
agarozowego [Met. 7.1.4]. Nastepnie przeprowadzono proces klonowania metoda
Gibsona gendow kodujacych biatka podstawnikowe i polimeraz¢ DNA Pfu do DNA
plazmidu pET-30 Ek/LIC [Mat. 6.5, Met. 7.1.7]. Na rysunku 15 przedstawiono schemat
wedtug ktorego przeprowadzano klonowanie dla kazdego z konstruktow DNA, na

przyktadzie wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d.

PET30ER/LICF3 linker 6 3a +3507d F6
—
[ Pfu + linker 622 R6 | persomucrz |

} PCh1 } PCR2

fragmaent DNA pET30 Ek/LIC linker + C-keniec sso7d
—_— T
1 —

linker + N- i:onke?iu ——=
r&wnml DNA pET30 EkfLIC
Tra\menle enzymamn -

BamHI oraz Ndel

pET30 Ek/LIC pET30]Sso7d
Pfu-Sso7d

Rysunek 15. Schemat klonowania technika Gibsona na podstawie wariantu V2 tj. Sso7d-Pfu-
Sso7d [opracowanie wlasne z wykorzystaniem platformy BioRender, Joanna Nowicka 2023]
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Po przeprowadzeniu reakcji Gibsona przeprowadzono transformacje mieszanin
reakcyjnych do komorek kompetentnych E. coli DH5a [Mat. 6.5., Met. 7.2.4.] Bakterie
wysiano na podloze stale LA zawierajgce kanamycyne oraz glukoz¢ i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 16 h [Mat. 6.7.2, 6.7.3., Met. 7.2.1]. Nastepnie
przeprowadzono reakcje PCR w celu potwierdzenia obecno$ci odpowiednich DNA
insertéw w otrzymanych koloniach bakteryjnych (tzw. PCR kolonijny) [Met. 7.3] i te
ktore daly pozytywne rezultaty zaszczepiono na podtoze LB z kanamycyng [Mat. 6.7.1,
6.7.3, Met. 7.2.2]. Rezultaty reakcji PCR przedstawiono na rysunku nr 16. Z hodowli
nocnych oczyszczono DNA plazmidowe [Mat. 6.4, Met. 7.1.2] i przekazano je do
sekwencjonowania, w celu ostatecznego potwierdzenia poprawnosci sekwencji

uzyskanych konstruktow DNA.

1 2 3 M’

Rysunek 16. Wynik rozdziatu elektroforetycznego reakcji PCR kolonijnej przeprowadzonej
z wykorzystaniem jako zrddta matrycy DNA kolonii bakteryjnych [Met. 7.3]. 1,5% zel
agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 35 min; napigcie: 100
V [Met. 7.1.3];

M’ — marker wielkosci GeneRuler 1 kb DNA Ladder [Mat. 6.11.]

1. DNA konstruktu Pfu-Sso7d-Sso7d o wielkosci 2772 pz

2. DNA konstruktu Sso7d-Pfu-Sso7d o wielko$ci 2772 pz

3. DNA konstruktu Pfu-Sso7d o wielko$ci 2541 pz

4. DNA konstruktu NeqSSB-Pfu-Sso7d o wielko$ci 3291 pz

5. DNA konstruktu Pfu-Sso7d o wielkos$ci 2541 pz

Analiza wynikéw sekwencjonowania potwierdzita otrzymanie wszystkich
zaplanowanych do uzyskania konstruktéw DNA, ktére nazwano pET30-Pfu-Sso7d-
Sso7d, pET30-Sso7d-Pfu-Sso7d, pET30-NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz pET30-Pfu-Sso7d. Na
rysunku nr 17 przedstawiono poréwnanie sekwencji konstruktu DNA zawierajacego gen
kodujacy fuzyjng polimeraz¢ DNA Pfu-Sso7d otrzymanej w wyniku sekwencjonowania
z sekwencja DNA planowang do uzyskania dla konstruktu Refl Pfu-Sso7d. Analogiczne

analizy przeprowadzono dla kazdego z pozostalych docelowych konstruktéw DNA.
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sekwRefl TGTAAGCGAGAAAGACGCTCCAAAAGAACTACTACAAATGTTAGAAAAGCAAAAGAAA 2638
Pfu_Sso7d TGTAAGCGAGAAAGACGCTCCAAAAGAACTACTACAAATGTTAGAAAAGCAAAAGAAA 2638

Rysunek 17. Porownanie sekwencji genu kodujacego referencyjng polimerazg DNA Refl Pfu-
Sso7d uzyskanej po ztozeniu dostepnych sekwencji z bazy NCBI wraz z sekwencja uzyskang w
dzieki sekwencjonowaniu DNA plazmidu ekspresyjnego pET30-Pfu-Sso7d. Sekwencja
oznaczona skrotem ,,sekwRefl” jest wynikiem otrzymanym po sekwencjonowaniu, natomiast
jako ,,Pfu Sso7d” oznaczono sekwencje planowana do uzyskania dla konstruktu DNA
kodujacego polimerazg referencyjna

Otrzymane wyniki sekwencjonowania [Met. 7.10] potwierdzity 100% zgodno$ci
sekwencji DNA w uzyskanych plazmidach ekspresyjnych V1 pET30-Pfu-Sso7d-Sso7d,
V2 pET30-Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 pET30-NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz Refl pET30-Pfu-

Sso7d. Sekwencje porownywano w programie Clustal Omega [Met. 7.11].
8.2. Produkcja i oczyszczanie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

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

W celu ekspresji gendéw kodujacych fuzyjne formy polimerazy DNA
przeprowadzono transformacj¢ DNA uzyskanych plazmidow ekspresyjnych do komorek
E. coli BL RIL [Met. 7.2.4]. Kolejnym etapem byta optymalizacja warunkéw wydajnej
produkc;ji fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA [Met. 7.4.1]. W tym celu najpierw
zaszczepiono 20 ml pozywki LB z dodatkiem kanamycyny oraz chloramfenikolu, przy
wykorzystaniu kolonii wyrostych na ptytce po transformacji. Hodowle¢ prowadzono
w wytrzasarce w temperaturze 37°C przez 16 h [Mat. 6.7.1, 6.7.3, Met. 7.2.2]. Nastgpnie
pobrano 1 ml hodowli nocnej, ktéry przeniesiono do 100 ml pozywki LB z dodatkiem
kanamycyny oraz chloramfenikolu. Po osiagnieciu przez hodowle ODgoo = 0,5 dodano
IPTG (koncowe stezenie 1 mM). Po zaindukowaniu hodowli prébki pobierano
w okreslonych odstepach czasowych po: 1,5 h, 3 h, 6 h oraz po 16 h. Pobrane probki
wirowano 10 min, 5000 rpm, otrzymany supernatant odrzucono, a osady zawieszono
w buforze 1x TE [Met. 7.5.1.2]. Uzyskane probki poddano denaturacji termicznej
w obecnosci buforu 5x Laemmli [Mat. 6.12.1, Met. 7.5.1.2.], a nast¢pnie nanoszono na
zel poliakrylamidowy [Mat. 6.12, Met. 7.5.1.2] 1 przeprowadzono -elektroforeze
w warunkach denaturujagcych SDS-PAGE [Mat. 6.12.1, Met. 7.5.1]. Po zakonczeniu
elektroforezy Zele wybarwiono, nadmiar barwnika odmyto i dokonano analizy

uzyskanych wynikéw [Met. 7.5.1.3], ktére potwierdzity zgodnos¢ masy molekularnej
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fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA z oszacowanymi za pomocg narzedzia

informatycznego ProtParam (tabela 51) [Met. 7.11].

Tabela 51. Obliczeniowa masa molekularna badanych biatek na podstawie ProtParam

Nazwa bialka Vi V2 V3 Refl

Masa molekularna (kDa) 105,5 105,5 126,1 97,8

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d, natomiast Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

Vi V2 V3

Rysunek 18. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych SDS-PAGE
[Met. 7.5.1] przedstawiajacy nadprodukcje fuzyjnych form polimerazy DNA [Met. 7.4.1]. V1
oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d; rozdziat w 12% zelu poliakrylamidowym czas rozdziatu: 60 min, napigcie: 160 V [Mat.
6.12.1, Met. 7.5.1]; X — V1 Pfu-Sso7d-Sso7d lub V2 Sso7d-Pfu-Sso7d lub V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d

M — Precision Plus Protein All Blue Prestained Protein Standards, biatkowy marker wielkosci 10-
250 kDa [Mat. 6.12.1]

1,5,9— Lizat z hodowli nocnej E. coli/BL RIL/pET30-X, przed odmtodzeniem

2,6, 10 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-X przed indukcjg 1 mM IPTG

3,7, 11 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-X po 1,5 h od indukcji 1 mM IPTG

4, 8, 12 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-X po 3 h od indukcji 1 mM IPTG
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Rysunek 19. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych SDS-PAGE
[Met. 7.5.1] przedstawiajacy nadprodukcje referencyjnej fuzyjnej polimerazy DNA [Met. 7.4.1],
gdzie Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; rozdzial w 12% zelu poliakrylamidowym, czas rozdziatu:
60 min, napigcie: 160 V [Mat. 6.12.1, Met. 7.5.1];

M — Precision Plus Protein All Blue Prestained Protein Standards, biatkowy marker wielkosci 10-
250 kDa [Mat. 6.12.1]

1 — Lizat z hodowli nocnej E. coli/BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d, przed odmtodzeniem

2 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d przed indukcja 1 mM IPTG

3 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d po 1,5 h od indukcji 1 mM IPTG

4 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d po 3 h od indukcji 1 mM IPTG

5 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d po 6 h od indukcji 1 mM IPTG

6 — Lizat z hodowli E. coli/BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d po 16 h od indukcji 1 mM IPTG

Przeprowadzona optymalizacja warunkéw wydajnej produkcji fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA pozwolita na okreslenie odpowiedniego czasu ich
otrzymywania. Najlepsze rezultaty osiggnieto po 3 h od momentu indukcji 1 mM IPTG
(rysunek 18 1 19). Ustalone warunki umozliwity przeprowadzenie wydajnej produkcji
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA na wigksza skale, czyli w objetosci 1000 ml
pozywki LB [Mat. 6.7.1, 6.7.3, Met. 7.4.1].

8.2.2. Oczyszczanie rekombinowanych bialek Pfu-Sso7d-Sso7d, Sso7d-
Pfu-Sso7d, NeqSSB-Pfu-Sso7d, Pfu-Sso7d z wykorzystaniem

chromatografii metalopowinowactwa

W  celu oczyszczenia fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA,
przeprowadzono ich produkcje w objetosci 1000 ml pozywki LB, zgodnie z warunkami
ustalonymi podczas optymalizacji [Mat. 6.7.1, 6.7.3, Met. 7.4.1]. Nastgpnie hodowle
zwirowano, a uzyskane w ten sposob lizaty poddano procesowi sonikacji. Po sonikacji
ponownie je odwirowano, po czym przeprowadzono termiczng denaturacje bialek
gospodarza 1 znow odwirowano [Mat. 6.14, Met. 7.6]. Przygotowane supernatanty

naniesiono na odpowiednio przygotowane kolumny chromatograficzne ze zlozem His-

114



Trap [Mat.6.14]. W trakcie oczyszczania zbierano frakcje dla poszczegdlnych etapow
elucji kazdej z fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA [Met. 7.6]. Probki
zuzyskanych  frakcji poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w  zZelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujagcych SDS-PAGE [Met. 7.5.1] w celu
potwierdzenia ustalonej wczesniej przy pomocy narzgdzia informatycznego ProtParam
[Met.7.11] masy molekularnej fuzyjnych biatek. Oczyszczone biatka poddano dializie we
wczesnie] przygotowanym oraz schtodzonym buforze E [Mat. 6.12.2, Met. 7.6]. Na

rysunku 20 zostaly przedstawione efekty oczyszczania fuzyjnych form archealnej

polimerazy DNA.
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Rysunek 20. Rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych SDS-PAGE
przedstawiajacy efekty oczyszczania badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA na
kolumnie chromatograficznej zawierajacej ztoze His-Trap [Mat. 6.12.2, Met. 7.6]. V1 oznacza
V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d;
rozdziat w 12% zelu poliakrylamidowym, czas rozdziatu: 60 min, napigcie: 160 V [Mat. 6.12.1,
Met. 7.5.1]; X— V1 Pfu-Sso7d-Sso7d lub V2 Sso7d-Pfu-Sso7d lub V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d; Y —
bufor B (40 mM imidazol) dla V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, bufor C (100 mM imidazol) dla V2 Sso7d-
Pfu-Sso7d oraz NeqSSB-Pfu-Sso7d

M — Precision Plus Protein All Blue Prestained Protein Standards, biatkowy marker wielkosci 10-
250 kDa [Mat. 6.12.1]

1, 5, 9 — Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-X po sonikacji

2, 6, 10 — Lizat komorkowy E. coli BL RIL/pET30-X po denaturacji biatek gospodarza

3, 7, 11 — Frakcja po ptukaniu 50 ml buforem A (5 mM imidazol)

4, 8, 12 — Frakcja po elucji 30 ml buforem Y

W taki sam sposob przeprowadzono produkcje biatka referencyjnego Refl,

ktérym bylo Pfu-Sso7d (rysunek 21).
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Rysunek 21. Rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych SDS-PAGE
przedstawiajacy efekty oczyszczania badanej fuzyjnej formy archealnej polimerazy DNA Refl
Pfu-Sso7d na kolumnie chromatograficznej His-Trap [Mat. 6.12.2, Met. 7.6]. Refl oznacza Refl
Pfu-Sso7d; rozdziat w 12% zelu poliakrylamidowym, czas rozdziatu: 60 min, napigcie: 160 V
[Mat. 6.12.1, Met. 7.5.1];

M — Precision Plus Protein All Blue Prestained Protein Standards, biatkowy marker wielkosci 10-
250 kDa [Mat. 6.12.1]

1 — Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d po sonikacji

2 — Lizat komérkowy E. coli BL RIL/pET30-Pfu-Sso7d po denaturacji biatek gospodarza

3 — Frakcja po plukaniu 50 ml buforem A (5 mM imidazol)

4 — Frakcja po elucji 30 ml buforem D (300 mM imidazol)

8.2.3. Usuwanie pozostatosci genomowego DNA E. coli z preparatow

biatkowych

W celu usunigcia pozostatosci genomowego DNA E. coli w oczyszczonych
1 zdializowanych preparatach biatkowych przeprowadzono reakcje trawienia saltonaza,
czyli nukleazg o szerokim spektrum dziatania, zdolng zhydrolizowa¢ kazda form¢ kwasu
nukleinowych [Mat. 6.15, Met. 7.7].

Reakcja trawienia polegata na inkubacji oczyszczonych enzyméw z nukleaza
przez 1 h w temperaturze 37°C [Met. 7.7]. Przeprowadzenie powyzszego etapu jest
istotne z punktu widzenia analiz prowadzonych w trakcie charakterystyki molekularnej
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA. Zbyt duzy stopien zanieczyszczenia DNA
komorek gospodarza moze negatywnie wplywa¢ na wydajnos¢ amplifikacji DNA
w reakcji PCR lub powstawanie niespecyficznych produktow PCR.

Po przeprowadzeniu reakcji trawienia z wykorzystaniem saltonazy [Mat. 6.15,
Met. 7.7], pierwszy etap weryfikacji stopnia degradacji DNA stanowita elektroforeza
w zelu agarozowym probek nie poddanych i1 poddanych procesowi hydrolizy kwasow
nukleinowych [Met. 7.8.1]. W tym celu wszystkie rodzaje preparatow rozdzielono

elektroforetycznie w 2% Zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]
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(rysunek 22).

500 pz

Rysunek 22. Wynik rozdzialu elektroforetycznego przedstawiajacy obecno$é pozostatosci
genomowego DNA E. coli przed oraz po trawieniu saltonaza [Met.7.7, 7.8.1]. 1,5% zel agarozowy
z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 35 min; napigcie: 100 V [Met.
7.1.3];

M — marker wielko$ci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11.]

1 — 20 pl preparatu Pfu-Sso7d-Sso7d bez trawienia saltonaza

2 — 20 pl preparatu Sso7d-Pfu-Sso7d bez trawienia saltonaza

3 — 20 pl preparatu NeqSSB-Pfu-Sso7d bez trawienia saltonaza

4 — 20 pl preparatu Pfu-Sso7d bez trawienia saltonaza

5 —20 pl preparatu Pfu-Sso7d-Sso7d po 1 h trawienia saltonaza

6 — 20 pl preparatu Sso7d-Pfu-Sso7d po 1 h trawienia saltonaza

7 — 20 ul preparatu NeqSSB-Pfu-Sso7d po 1 h trawienia saltonaza

8 — 20 pl preparatu Pfu-Sso7d po 1 h trawienia saltonaza

Z przedstawionego na rysunku 22 rozdziatu elektroforetycznego (Sciezki 1, 2, 3,
4) wynika, Ze oczyszczone preparaty enzymatyczne zawieraly pofragmentowane
genomowe DNA E. coli. Przeprowadzona reakcja trawienia z udzialem saltonazy [Mat.
6.15, Met.7.7] pozwolita na skuteczne usunig¢cie pozostalosci genomowego DNA
gospodarza (rysunek 22, $ciezki 5, 6, 7 oraz 8).

Wyprodukowane w komorkach bakteryjnych fuzyjne biatka moga zawierac
nieznaczne ilosci DNA, ktdre nie s3 widoczne w zelu agarozowym w obecnos$ci bromku
etydyny. Dlatego w celu sprawdzenia czy preparaty biatkowe s3a calkowicie wolne od
kwasow nukleinowych, zastosowano znacznie czulszg oraz dokladniejsza metode
oznaczenia — reakcje PCR z wykorzystaniem polimerazy Phusion (Thermo Fisher
Scientific) [Mat. 6.10]. Startery (L1, G1) komplementarne do polimorficznego regionu
16S-23S operonu rDNA E. coli wykorzystane w reakcji amplifikacji DNA powinny
umozliwi¢ powstanie produktu PCR o wielkosci ok. 500 pz [Mat. 6.9.2., Met. 7.8.1]. Jako
kontrolg prowadzonej reakcji wykorzystano komercyjng polimeraze¢ Phusion (Thermo
Fisher Scientific) [Mat. 6.10], rownolegle przygotowujac ta samag mieszaning reakcyjng
dla wszystkich otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA i referencyjnej polimerazy

DNA. Do analizy zostato uzyte wyizolowane genomowe DNA E. coli. Wynik rozdziatu
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elektroforetycznego uzyskanych produktow PCR przedstawia rysunek 23.

M 1 2 3 4 5 6

500 pz

Rysunek 23. Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktow PCR powstatych podczas
amplifikacji polimorficznego regionu 16S-23S operonu rDNA z E. coli [Mat. 6.9.2, Met. 7.8.1].
1,5% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 35 min;
napiecie: 100 V [Met. 7.1.3];

M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

1 —1 pul polimerazy DNA Pfu-Sso7d- Sso7d w reakcji o objetosci 20 pul bez dodatku genomowego
DNAE. coli

2 — 1 pl polimerazy DNA Sso7d-Pfu-Sso7d w reakcji o objetosci 20 pl bez dodatku genomowego
DNAE. coli

3 — 1 pl polimerazy DNA NeqSSB-Pfu-Sso7d w reakcji o objetosci 20 pl bez dodatku
genomowego DNA E. coli

4 —1 pl polimerazy DNA Pfu-Sso7d w reakcji o objetosci 20 ul bez dodatku genomowego DNA
E. coli

5 — 1 pl polimerazy DNA Phusion (Thermo Fisher Scientific) w reakcji o objetosci 20 pl bez
dodatku genomowego DNA E. coli

6 — 1 ul polimerazy DNA Phusion (Thermo Fisher Scientific) w reakcji o objetosci 20 ul
w obecnosci genomowego DNA E. coli

Druga z metod ze wzgledu na wysoka czuto$¢ umozliwia wykrycie nawet
sladowych ilosci DNA E. coli w analizowanych preparatach biatkowych. Jedynie
w przypadku dodania genomowego DNA E. coli do kontrolnej mieszaniny reakcyjnej
powstal produkt PCR o prawidlowej wielkosci ok. 500 pz. Uzyskany wynik pozwala
zatem na stwierdzenie, ze zastosowanie saltonazy [Mat. 6.15, Met. 7.7] w badanych
preparatach bialkowych byto skuteczne, a otrzymane wyniki s porownywalne do wyniku

uzyskanego dla komercyjnej polimerazy DNA Phusion [Mat. 6.10].

8.2.4. Oczyszczanie fuzyjnych form polimerazy DNA z pozostatosci

saltonazy

W celu oczyszczenia fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA z pozostatosci
saltonazy [Mat. 6.15], wykorzystanej do usunigcia genomowego DNA E. coli [Met. 7.7],
preparaty poddano dzialaniu wysokiej temperatury w obecnosci 1 mM DTT (80°C, 15

min), a nastgpnie odwirowano (10 000 rpm) w schtodzonej wirowce [Met. 7.7]. Inkubacja
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w wysokiej temperaturze pozwolila na denaturacj¢ nukleazy, co zabezpieczyto fuzyjne
formy archealnej polimerazy DNA przed jej niekorzystnym dziataniem na powstajace
produkty PCR w czasie przysztych reakcji amplifikacji DNA. Uzyskane preparaty
biatkowe poddano dializie w buforze F [Mat. 6.12.2], trwajacej 24 h 1 zaggszczono
z wykorzystaniem kolumn wirowniczych Amicon Ultra-15 o punkcie odcigcia membrany
50 kDa [Mat. 6.14]. Po zageszczeniu preparatow biatkowych zmierzono ich stezenie
w kuwecie kwarcowej (dlugos¢ drogi optycznej 1 cm) przy wykorzystaniu
spektrofotometru NanoDrop. W tabeli 52 zostaty zebrane wyniki koncowej wydajnosci
otrzymywania badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA z 1 litra hodowli
bakteryjnej. Ostatnim etapem bylo dodanie do uzyskanych bialek glicerolu do
koncowego stezenia 50% oraz pozostatych zwigzkow chemicznych (m.in. detergentow
oraz stabilizatorow), ktore powinny zapewni¢ mozliwo$¢ dhlugotrwalego

przechowywania polimeraz DNA w temperaturze -20°C [Mat. 6.12.2].

Tabela 52. Wydajno$¢ otrzymywania fuzyjnych polimeraz DNA z 1 | hodowli bakteryjnej

Nazwa polimerazy DNA [mg b‘?z]ti]l?:/jlnl?(f(éiowli] [nmol‘l?gzill?z{;;(;f(fdowli]
V1l Pfu-Sso7d-Sso7d 7 66,28
V2 Sso7d-Pfu-Sso7d 12 113,63
V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d 3 23,79
Refl  Pfu-Sso7d 20 204,47

8.3. Charakterystyka molekularna fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

Otrzymane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA poddano serii
kompleksowych badan pozwalajagcych na ich charakterystyke molekularng, w co
najmniej trzech powtdrzeniach technicznych i trzech powtdrzeniach biologicznych.
W pierwszej kolejnosci wykonano szereg testow pozwalajacych na okreslenie ich
optymalnych warunkéw amplifikacji DNA. Polegaty one na doborze wtasciwego buforu
reakcyjnego, ustaleniu stgzen wybranych soli (MgCl,, KCl, (NH4),SO4) jakie powinny
znajdowac si¢ w w/w buforze oraz ustaleniu najkorzystniejszego pH do przeprowadzenia
reakcji PCR. Ponadto wykonano eksperymenty dotyczace oznaczenia: jednostek
aktywnosci fuzyjnych polimeraz DNA, minimalnej ilosci jednostek pozwalajacych na

wydajng amplifikacje DNA, termostabilnosci, procesywnosci, szybkosci syntezy DNA,
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czutosci oraz zdolno$ci amplifikacji DNA o duzej zawartosci par GC. Dodatkowo
zbadano takze odporno$¢ otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA na popularne
inhibitory, stanowigce problem w réznych obszarach diagnostyki molekularne;j, takie jak
krew petna EDTA, heparyna, ampicylina, izopropanol, etanol oraz kwasy humusowe.
Przeprowadzone analizy mialy na celu wskazanie mozliwych zastosowan badanych
fuzyjnych form polimerazy DNA. Ostatnim etapem badan byto okreslenie oddziatywania
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA z ssDNA oraz dsDNA.

Wyniki uzyskane dla wszystkich trzech badanych wariantow fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA (V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d) byly poréwnywane do wynikéw otrzymanych dla referencyjnej
polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Analizy zwigzane z dokladna charakterystyka
unikalnych witasciwosci enzymoéw prowadzono z dodatkiem kazdej z polimeraz DNA
o stezeniu wyjsciowym 1 U/ul. Zalozenia wstepne pozwolity na doktadne przeliczenie
uzywanej w reakcji PCR ilosci jednostek aktywnos$ci fuzyjnych form archealnej

polimerazy DNA, a takze wiarygodne pordwnanie wynikéw migdzy wariantami.

8.3.1. Okreslenie optymalnych warunkéw amplifikacji DNA fuzyjnych
form polimerazy DNA

8.3.1.1. Wstepny dobor optymalnego buforu reakcyjnego

W celu okreslenia optymalnych warunkoéw amplifikacji DNA przez fuzyjne formy
archealnej polimerazy DNA, przeprowadzono szereg reakcji PCR z wykorzystaniem
dostepnych komercyjnie buforéw reakcyjnych, takich jak: bufor 5x Phusion HF pH 10
(Thermo Fisher Scientific), bufor reakcyjny 5x Phusion GC pH 10 (Thermo Fisher
Scientific), bufor 5x Q5 pH 9,3 (New England Biolabs) oraz bufor 5x OneTaq Standard
pH 8,9 (New England Biolabs) [Mat. 6.10]. Rysunek 24 przedstawia wynik rozdziatu
elektroforetycznego dla otrzymanych produktéw PCR. W reakcji zastosowano rdzne

ilosci dodawanej polimerazy DNA tzn. 1 pl, 0,8 ul, 0,6 pl, 0,4 pul, 0,2 pl [Met. 7.8.2].
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Rysunek 24. Wynik rozdziatu elektroforetycznego dla produktéw PCR amplifikowanych
z wykorzystaniem badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA tj. V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz Refl Pfu-Sso7d przy uzyciu 4 r6znych
komercyjnie dostgpnych buforéw reakcyjnych: 1 — 4 5x bufor GC Phusion, 5 — 8 5x bufor HF
Phusion, 9-12 5x bufor Q5, 13 — 16 5x bufor OneTaq Standard [Mat. 6.10, Met. 7.8.2]. V1
oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 25 min;
napigcie: 100 V [Met. 7.1.3];
M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]
1,5,9,13 -1 pl fuzyjnej formy polimerazy DNA
2,6,10, 14 — 0,8 pul fuzyjnej formy polimerazy DNA
3,7,11,15 - 0,6 pl fuzyjnej formy polimerazy DNA
4,8,12, 16 — 0,4 ul fuzyjnej formy polimerazy DNA

Uzyskane wyniki dla badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
wskazuja na to, ze dwa z analizowanych wariantow (V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-
Pfu-Sso7d) wykazuja najwyzsza aktywnos¢ w buforze 5x HF Phusion [Mat.6.10],
podobnie jak referencyjna polimeraza DNA Refl Pfu-Sso7d. Co istotne, wariant V2
Sso7d-Pfu-Sso7d wydajnie amplifikuyje DNA w kazdym z zastosowanych buforow
reakcyjnych. Natomiast wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d wykazuje aktywno$¢ jedynie
w buforze 5x OneTaq Standard [Mat. 6.10] (rysunek 24). W zwigzku z tym do kolejnych
analiz otrzymanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA wykorzystano bufor 5x
HF Phusion dla wariantéw V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz Refl Pfu-

Sso7d, natomiast dla wariantu V1 Pfu-Sso7d-Sso7d bufor 5x OneTaq Standard.

8.3.1.2. Dobor optymalnego stezenia chlorku magnezu, chlorku

potasu i siarczanu (VI) amonu

W celu doboru optymalnego stgzenia soli dla badanych fuzyjnych form archealne;j
polimerazy DNA testowano roézne zakresy stezen MgCl, (0 — 7 mM), KCI (0 — 70 mM)
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oraz (NH4)2SO4 (0 — 70 mM) w prowadzonych reakcjach PCR [Met. 7.8.2]. Odpowiednio
dobrane stezenie tych soli pozytywnie wplywa na wydajnos¢ amplifikacji DNA, co moze
mie¢ duze znaczenie dla wynikow prowadzonych eksperymentow. Istotnos¢ stezen
wymienionych powyzej zwigzkéw chemicznych sprawdzono dla kazdego
z analizowanych wariantow V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d w odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d.
Reakcje prowadzono we wczesniej wybranych buforach: 5x HF Phusion dla V2 Sso7d-
Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz Refl Pfu-Sso7d, natomiast dla V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d 5x OneTaq Standard [Mat. 6.10, Met. 7.8.2, Wyn. 8.3.1.1]. Zebrane dane zostaly

przedstawione na wykresach rysunku 25.
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Rysunek 25. Wykresy przedstawiajace zmiany wydajnosci amplifikacji DNA dla fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA pod wplywem dodatku MgCl,, KCI, oraz (NH4).SO4 Wyniki dla
wariantow V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d odnoszone sg
do wynikow uzyskanych dla Refl Pfu-Sso7d. Wartosci aktywnosci fuzyjnych form polimerazy
DNA w analizowanych warunkach zostaly oznaczone przy pomocy densytometrii
z wykorzystaniem  programu  GelAnalyzer [Met. 7.11] na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego produktow PCR w 2% Zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe
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[Mat. 6.11]. Pomaranczowe znaczniki odnosza si¢ do wynikéw referencyjnej polimerazy DNA
Refl Pfu-Sso7d, natomiast niebieskie do pozostatych wariantow uzyskanych fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA, tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d [Met. 7.8.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3
oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d

Przeprowadzone analizy pozwolity na okreslenie optymalnych warunkéw dla
dziatania uzyskanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA [Met. 7.8.2].
Dodatkowo, przeprowadzone badania pozwolily na oznaczenie zakresu stezen, ktore sg
tolerowane przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. W tabeli 53 zostaly zebrane

otrzymane wyniki.

Tabela 53. Zakresy optymalnych warunkéw dziatania fuzyjnych form archealnej polimerazy

DNA
Nazwa polimerazy DNA \% | V2 V3 Refl
Optymalne stezenie MgCl, [mM] 0 0-7 0-4 0-7
Optymalne stezenie KCl [mM] 0-50 0-40 0-30 0-40
Optymalne stezenie (NH4):SO4 [mM] 0-70 0-70 0-20 0-70

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

8.3.1.3. Dobor optymalnego zakresu pH 1 ostatecznego sktadu buforu

reakcyjnego

W celu ustalenia optymalnego zakresu pH 1 ostatecznego skiadu buforu
reakcyjnego dla dziatania fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA, oprdcz wczesniej
zbadanych buforéw komercyjnych (5x HF Phusion, 5x GC Phusion, 5 Q5, 5x OneTaq
Standard) zostalo przetestowanych takze kilka innych, réwnie znanych na rynku
biotechnologicznym buforow [Mat. 6.10]. Przeprowadzone eksperymenty mialy za
zadanie okresli¢ zdolnos¢ amplifikacji DNA fuzyjnych polimeraz DNA w szerszym
spektrum warunkéw reakcyjnych niz to dokonano wczesniej [Wyn. 8.3.1.1]. Ponadto
mialy one wskaza¢, ktory wariant fuzyjnej formy polimerazy DNA charakteryzuje si¢
szerokim zakresem tolerancji na heterogeniczny sktad komercyjnie dostgpnych buforow
reakcyjnych, co mogloby $wiadczy¢ o jego uniwersalnos$ci i odpornosci na szeroka game
stosowanych w nich zwigzkow chemicznych o zréznicowanym stezeniu. Wykonane
analizy pozwolity takze na ustalenie optymalnego pH buforow reakcyjnych dla fuzyjnych
form archealnej polimerazy DNA. Podjeto rowniez dziatania ustalenia jednego buforu

reakcyjnego dla wszystkich otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA. Wyniki
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reakcji PCR analizowano z wykorzystaniem 2% zelu agarozowego z dodatkiem barwnika

SimplySafe [Mat. 6.11]. W tabeli 54 zostaty zebrane wszystkie wyniki.

Tabela 54. Zestawienie wynikow reakcji PCR przeprowadzonych w réznych buforach
reakcyjnych, w ktorych testowano dziatanie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA (+ dziala
bez wzgledu na stosowane testy diagnostyczne [Mat. 6.9.2], +/- dziata tylko w wybranych
warunkach reakcyjnych, - nie dziala)

Bufor pH | V1 V2 | V3 Refl
10x Pfu Eurx 8,0 _ + _ -
10x Taq with KCI 8,8 - - - -
10x Taq with (NH4):SO4 | 88 - + - +
10x ThermoPol® 8,8 + - + -
10x TagNova (NH4)2SOs | 88 - - - -
10x TagNova KCl 8,8 - - - -
5x Q5 9,3 - + - +/-
5x Phusion HF 10,0 - + +
5x Phusion GC 10,0 - + + +/-
5x OneTaq Standard 8,9 + + +/- +/-
5x Platinum SuperFi II nd - + - +
2x Marathon 9,0 - - - -
10x phi29 7,9 - + - -
10x Shark 8,8 - - - -

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

Sprawdzenie wielu komercyjnych buforéw reakcyjnych w réznych ukladach
diagnostycznych [Mat. 6.9.2] wykorzystywanych podczas reakcji PCR umozliwito
zweryfikowanie dziatania fuzyjnych form polimerazy DNA w r6znym pH [Mat. 6.10,
Met. 7.8.2, Wyn. 8.3.1.3], deklarowanym przez producenta danego buforu. Pozwolito to
na okres$lenie optymalnego zakresu pH i ostatecznego buforu, w ktorym wydajnie dziataja
otrzymane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. Co wigcej, pozwolilo to na
okreslenie wariantu polimerazy DNA najbardziej odpornego na zmian¢ warunkow
reakcyjnych, w tym wypadku jest to wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d. Mianem najmniej
uniwersalnego wariantu polimerazy DNA pod katem warunkéw reakcyjnych mozna
okresli¢ wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, dla ktérego udalo si¢ uzyskaé pozytywny wynik
w postaci produktu PCR, jedynie w przypadku dwoch buforow reakcyjnych. W tabeli 55

przedstawiono optymalne zakresy pH dla kazdego z wariantéw polimerazy DNA.
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Tabela 55. Zestawienie optymalnych zakresoéw pH buforow reakcyjnych dla fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA

Nazwa polimerazy DNA \%2! V2 V3 Refl

Optymalny zakres pH buforu 8,889 79 -10 8,8-10 8,8-10

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl Pfu-Sso7d

Na podstawie przeprowadzonych analiz zwigzanych z doborem st¢zenia soli, pH
oraz doborem ostatecznego buforu reakcyjnego udato si¢ ustali¢ optymalne warunki
wydajnej amplifikacji DNA przez otrzymane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA
[Mat. 6.10, Met. 7.8.2, Wyn. 8.3.1.1, 8.3.1.2, 8.3.1.3]. Ze wzgl¢du na problemy zwigzane
z doborem buforu, w ktorym dziatajg wszystkie badane fuzyjne formy polimerazy DNA
przygotowano 2 roézne bufory: A) dla wariantéw Refl Pfu-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d,
V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz B) dla V1 Pfu-Sso7d-Sso7d. Tabela 56 przedstawia sktady
buforow reakcyjnych ustalonych dla fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA. Sktad
buforu A ustalono na podstawie informacji zwartych w patencie dla polimerazy Phusion
(Thermo Fisher Scientific) [Mat. 6.10] oraz wielokrotnej optymalizacji. Podany sktad
buforu pozwolil na amplifikacj¢ DNA z taka samg wydajnos$cig jak komercyjny bufor
reakcyjny 5x HF Phusion. Sktad buforu B jest dostgpny na stronie producenta buforu
czyli firmy New England Biolabs.

Tabela 56. Sktad optymalnych buforéw reakcyjnych dla fuzyjnych form archealnej polimerazy

polimeraz DNA. A - bufor dla wariantow Refl Pfu-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-
Pfu-Sso7d; B- bufor dla wariantu V1 Pfu-Sso7d-Sso7d

Bufor A Bufor B
Skladnik Stezenie [1x] Skladnik Stezenie [1x]
Tris-HCl pH 10 30 mM Tris-HCI pH 8,9 20 mM
KCl 10 mM NH,Cl 22 mM
NH;O0Ac 10 mM KCl 22 mM
MgSO4 2 mM MgCl, 1,8 mM
Triton X-100 0,1% IGEPAL® CA-630 0,06%
BSA 0,1 mg/ml Tween® 20 0,05%
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8.3.1.4.  Okreslenie jednostek aktywnosci fuzyjnych form polimerazy
DNA

W celu oznaczenia jednostek aktywnosci otrzymanych fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA wykorzystano komercyjny zestaw o nazwie EvaEZ Fluorometric
Polymerase Activity Assay firmy Biotium [Mat. 6.8]. Przedstawiona przez producenta
testu procedura pozwala na przeprowadzenie reakcji amplifikacji DNA w warunkach
izotermicznych, z uwzglednieniem temperatury optymalnej dla dzialania badanej
polimerazy DNA [Met. 7.8.3]. Na podstawie wcze$niejszych testow dla fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA wybrano temperatur¢ 72°C. Enzymem referencyjnym,
a zarazem kontrolg pozytywng dla prowadzonych reakcji byta komercyjna polimeraza
DNA Phusion (Thermo Fisher Scientific) [Mat. 6.10] o okreslonej przez producenta
jednostkowosci. Temperatura reakcji w przypadku polimerazy DNA Phusion takze
wynosita 72°C, co pozwolito na wykorzystanie uzyskanych wynikéw do ustalenia
krzywej wzorcowe;.

Do oznaczenia jednostek aktywnos$ci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
postuzyta definicja dostgpna w literaturze [130] oraz informacje zawarte w ulotce
dotaczonej przez producenta do komercyjnej polimerazy DNA Phusion (Thermo Fisher
Scientific) [Mat. 6.10]. Ponizej tre$§¢ wykorzystanej definicji:

1 jednostka aktywnosci polimerazy [1U] to ilos¢ polimerazy DNA, ktora jest

w stanie inkorporowaé¢ 10 nmol nukleotydéw w czasie 30 min w jej optymalnej
temperaturze dzialania [130].

Majac na wzgledzie powyzsza definicj¢ mozna zatozy¢, ze jesli polimeraza DNA
jest aktywna to jest w stanie dobudowac¢ kolejne nukleotydy, syntetyzujac jednoczesnie
DNA, co z kolei pozwala na stworzenie dwuniciowego produktu PCR, ktory wchodzac
w oddziatywanie z barwnikiem EvaGreen [Mat. 6.15] powoduje wzrost intensywnosci
mierzonej fluorescencji. Dane literaturowe podaja [130][131][132], Ze poziom
obserwowanej fluorescencji jest powigzany z aktywnosciag polimerazy DNA,
jednoczesnie takze z iloscig wbudowanych przez nig nukleotyddéw. Ponizej przedstawione
zostaty wykresy zaleznosci fluorescencji stosowanego barwnika EvaGreen [Mat. 6.15]
od czasu trwania amplifikacji DNA dla fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
(rysunek 26).
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Rysunek 26. Wykresy zaleznosci fluorescencji stosowanego barwnika EvaGreen [Mat.6.15] od
czasu trwania amplifikacji DNA dla fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA. Obok wykresu
kolorami okreslono rozcienczenia fuzyjnych form polimerazy DNA. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

Na podstawie uzyskanych wynikoéw, ktore pozwolity na przygotowanie
powyzszych wykresow oraz zgodnie z wytycznymi firmy Biotium wyznaczono
maksymalng roznice w sygnale fluorescencji AFmax dla stezen fuzyjnych form polimerazy
DNA, kiedy nastgpowato wysycenie uktadu (tzw. faza plateau), a takze nachylenie
krzywej tgo. Ponizej zostaly przedstawione przykltadowe obliczenia dla jednego
z wariantow tzn. V2 Sso7d-Pfu-Sso7d (rysunek 27). W ten sam sposdb wyliczono
jednostki aktywno$ci dla kazdej z fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
1 referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d.
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Rysunek 27. Wykres zalezno$ci fluorescencji stosowanego barwnika EvaGreen [Mat.6.15] od
czasu trwania amplifikacji DNA dla wariantu V2 tj. Sso7d-Pfu-Sso7d fuzyjnej formy archealnej
polimerazy DNA. Obok wykresu kolorami okreslono stosowane rozcienczenia fuzyjnej formy
archealnej polimerazy DNA. V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d

RFU
AF =tga Xt =0,1593 in X 30 min = 4,779 RFU

AFpg, = 11,22 RFU

4,779 RFU
n= AFmax X 0,2025 nmol = m X 0,2025 nmol = 0,086 nmol
1 0,086 nmol )
u=n X N = W = 0,0086 U w 0,0625 ,Lll pollmerazy DNA

Na podstawie powyzszych wyliczen 1lo$¢ jednostek aktywnos$ci dla polimerazy
DNA V2 Sso7d-Pfu-Sso7d w 1 pl wynosi:
0,0086 U U

m = 0,14 "
Na podstawie wielokrotnych testéw optymalizacyjnych, podczas ktérych
stosowano rozne stezenia badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
okreslono odpowiednie rozcienczenie preparatu stosowe w prowadzonej reakcji
izotermicznej. Do oznaczania jednostkowosci, do analizy jednostek aktywnosci zostat
przygotowany 10-krotnie rozcienczony preparat badanej fuzyjnej formy archealnej
polimerazy DNA, w zwigzku z tym ilo$¢ jednostek aktywnos$ci w wyjSciowym preparacie
otrzymanym bezposrednio po oczyszczeniu oraz zabezpieczeniu go w glicerolu wynosi:
0,14 v x10 =14 v
ul ul

W tabeli 57 przedstawiono ilo§¢ jednostek aktywnosci w wyjSciowych
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preparatach enzymatycznych po oczyszczeniu i zabezpieczeniu w glicerolu, dla kazdej
z analizowanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA i polimerazy DNA

referencyjne;.

Tabela 57. llo$¢ jednostek aktywnosci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA w odniesieniu
do referencyjnej polimerazy DNA Ref1 Pfu-Sso7d

Nazwa polimerazy DNA Ilos¢ jednostek aktywnosci [U/ul]
A\ | Pfu-Sso7d-Sso7d 0,31
V2 Sso7d-Pfu-Sso7d 1,40
V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d 0,73
Refl Pfu-Sso7d 2,77

Uzyskane wyniki dla fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA, pozwolity
jednocze$nie na obliczenie specyficznej aktywno$ci dla kazdego z analizowanych
wariantow fuzyjnych form polimerazy DNA. Aktywnos$¢ specyficzna jest wyliczana jako
aktywno$¢ polimerazy DNA, ktora jest otrzymana z 1 mg lub 1 nmol biatka [133]. Do
dalszych analiz kazdg z fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA doprowadzono do
aktywno$ci wynoszacej 1 U/ul, co umozliwito wiarygodne poréwnywanie wynikow
migdzy sobg i prowadzenie dalszych badan tych enzymdw. W tabeli 58 zaprezentowane

zostaly wyniki aktywnosci specyficznej fuzyjnych form polimerazy DNA.

Tabela 58. Zestawienie aktywnosci specyficznej fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

Aktywno$¢ specyficzna
Nazwa polimerazy DNA
[U/mg] [U/nmol]
Vi Pfu-Sso7d-Sso7d 221 23,39
V2 Sso7d-Pfu-Sso7d 1166,67 123,21
V3  NeqSSB-Pfu-Sso7d 1216, 67 153,43
Refl Pfu-Sso7d 1385 135,48

8.3.1.5. Wyznaczenie minimalnej ilo$¢ jednostek fuzyjnych form

polimerazy DNA w reakcji PCR

W celu okreslenia minimalnej ilo$ci jednostek aktywnosci dla fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA, ktére dodane do reakcji PCR wcigz pozwalaja na wydajng
amplifikacj¢ DNA, wykonano podwdjne seryjne rozcienczenia badanych preparatéw
[Met. 7.9.1]. Nastepnie przeprowadzono reakcje PCR z kazdym z przygotowanych

rozcienczen, a uzyskane wyniki sprawdzono z wykorzystaniem 2% zelu agarozowego
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z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11] (rysunek 28).

U
Vi 294 pz
V2 294 pz
V3 294 pz
Refl
294 pz

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Rysunek 28. Wynik rozdziatu elektroforetycznego przedstawiajacy minimalng ilo$¢ jednostek
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA potrzebnych do wydajnej amplifikacji DNA [Met.
7.15.1]. Wartosci od 1 do 0,00049 sa liczba jednostek fuzyjnych form polimerazy DNA [U]
dodawanej do reakcji PCR. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/ DM2 R, oczekiwana
wielko$¢ produktu to 294 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2
Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d;
2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 25 min;
napigcie: 100 V [Met. 7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11.]

Otrzymane wyniki pozwolily na okre§lenie minimalnej liczby jednostek
pozwalajacej na efektywne przeprowadzenie amplifikacji DNA (tabela 59) przez fuzyjne
formy archealnej polimerazy DNA. Najbardziej aktywna z fuzyjnych form polimerazy
DNA wydaje si¢ by¢ wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, jest on w stanie zamplifikowa¢ DNA
nawet po rozcienczeniu wyjsciowej ilosci stosowanej polimerazy DNA [1 U/ul] ponad
2000 razy. Jest to w przyblizeniu 64 razy mniejsza ilo$¢ niz w przypadku referencyjnej
polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d.

Tabela 59. Zestawienie wyznaczonych minimalnych liczb jednostek dla kazdej z fuzyjnych form
polimerazy DNA umozliwiajacych amplifikacje DNA

Nazwa polimerazy DNA Vi V2 V3 Refl

Minimalna ilo$¢ jednostek [U] 0,5 0,00049 0,01563 0,03125

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d
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8.3.1.6. Okreslenie termostabilnosci 1 stabilnosci w temperaturze

pokojowej fuzyjnych form polimerazy DNA

W celu okreslenia termostabilno$ci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
wykorzystano metodyke opracowang przez Dabrowskiego i Kura [33], ktora zostata
opisana w rozdziale Metody 7.9.2. Kazdg z badanych fuzyjnych form polimerazy DNA
inkubowano w temperaturze 99°C 1 95°C w termocyklerze z pokrywa grzejng ustawiong
na temperature 105°C, co zapobiega odparowaniu mieszaniny, pobierajgc probki w czasie
od t; = 0 min do t;3 = 60 min. Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie reakcji real-time
PCR z pobranymi w r6znych odstgpach czasowych probkami fuzyjnych form polimerazy
DNA oraz z dodatkiem barwnika EvaGreen [Mat. 6.15]. Zmiany termostabilnosci
okreslono na podstawie wydajnosci powstawania produktu PCR o ustalonej temperaturze
topnienia [Met. 7.9.2]. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione na wykresach na rysunku
29.
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Rysunek 29. Wykresy przedstawiajgce zmiany aktywnosci badanych fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA podczas inkubacji przez okreslony czas zardwno w 95°C jak i 99°C. Uzyskane
wyniki porownywano do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Czerwony kolor
przedstawia wyniki uzyskane dla referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d w 99°C
natomiast niebieski okresla zmiany dla pozostatych wariantéw, tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2
Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d. Pomaranczowy kolor przedstawia natomiast
wyniki uzyskane dla referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d w 95°C. Kolor niebieski
podobnie jak w przypadku ustalania aktywnosci dla 99°C, oznacza wyniki otrzymane dla
wariantow fuzyjnych form polimerazy DNA. Aktywnos$¢ okreslono z wykorzystaniem reakcji
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real-time PCR przy uzyciu barwnika EvaGreen [Mat.6.15], ktory pozwolil na oszacowanie r6znic
w wydajnos$ci powstawania produktu o okreslonej temperaturze topnienia w zaleznos$ci od czasu
inkubacji w wybranych temperaturach fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA [Met. 7.9.2].
W reakcji real-time PCR wykorzystano startery DM2 F/DM2 R [Mat. 6.9.2], temperatura
topnienia dla uzyskanego produktu wynosita 85°C. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza
V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

Przeprowadzone analizy dla fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
jednoznacznie wskazujg na wysoka termostabilno$¢ zar6wno w temperaturze 95°C jak
199°C w przypadku wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d. Uzyskane wyniki sg poréwnywalne
z tymi, uzyskanymi dla Refl Pfu-Sso7d. Dla Refl Pfu-Sso7d oraz dla wariantu V2 Sso7d-
Pfu-Sso7d czas inkubacji w obu analizowanych temperaturach wydtuzono dodatkowo do
3 h [Met. 7.9.2], a uzyskane wyniki zamieszczono na wykresach na rysunku 30.
W przypadku wariantow V1 Pfu-Sso7d-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d
w poréwnaniu z polimerazg referencyjng Refl Pfu-Sso7d obserwuje si¢ wyrazny spadek
termostabilnosci w obu testowanych temperaturach (95°C i 99°C). Najmniejsza
termostabilno$¢ wykazuje wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d. Doktadne analizy uzyskanych
wynikow umozliwity okreslenie czasu poéttrwania dla badanych wariantow V1 Pfu-
Sso07d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz Refl Pfu-Sso7d w obu

stosowanych temperaturach (tabela 60).
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Rysunek 30. Wykresy przedstawiajace zmiany aktywnosci w trakcie inkubacji w zaréwno
w 95°C jak i 99°C w czasie do 3 h. Analiz¢ przeprowadzono dla wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d
oraz dla referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Czerwony kolor przedstawia wyniki
uzyskane dla referencyjnej polimerazy DNA Ref1 Pfu-Sso7d w 99°C natomiast niebieski okresla
zmiany dla wariantu V2 tj. Sso7d-Pfu-Sso7d. Pomaranczowy kolor przedstawia wyniki uzyskane
dla referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d w 95°C. Kolor niebieski podobnie jak
w przypadku ustalania dla 99°C, oznacza wyniki otrzymane dla wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d.
Aktywnos¢ okreslono z wykorzystaniem reakcji real-time PCR z udzialem barwnika EvaGreen
[Mat. 6.15], ktory pozwolil na oszacowanie réznic w wydajnosci powstawania produktu PCR
o okreslonej temperaturze topnienia (Tm) w zaleznosci od czasu inkubacji w okreslonych
temperaturach [Met. 7.9.2]. W reakcji real-time PCR wykorzystano startery DM2 F/DM2 R [Mat.
6.9.2], temperatura topnienia dla uzyskanego produktu wynosita 85°C. V2 oznacza V2 Sso7d-
Pfu-Sso7d
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Przeprowadzono tez test, ktéry pozwolit na oznaczenie zmian aktywnoSci
badanych fuzyjnych form polimerazy DNA po pozostawieniu ich w temperaturze
pokojowej (Tpok.). Fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA zostaly pozostawione na
stole laboratoryjnym do 72 h (probki pobrano po 24 h, a nastepnie po 72 h). Podobnie jak
w przypadku inkubacji w temperaturach 95°C 1 99°C, zeby porownac aktywno$¢
badanych fuzyjnych form polimerazy DNA w ustalonych warunkach réwniez
przeprowadzono reakcje real-time PCR z dodatkiem barwnika EvaGreen [Mat. 6.15].
Zmiany okreslono na podstawie wydajnosci powstawania produktu PCR o ustalonej
temperaturze topnienia. Na rysunku 31 zaprezentowano wykresy pozwalajace na
okreslenie stabilnosci badanych polimeraz DNA w temperaturze pokojowej (Tpok.).
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Rysunek 31. Wykresy przedstawiajace zmiany aktywnosci fuzyjnych form archealnej polimerazy
DNA po pozostawieniu ich w temperaturze pokojowej (probki pobrano po 24 hi 72 h). Uzyskane
wyniki poréwnywano do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Zielony kolor
przedstawia wyniki uzyskane dla referencyjnej polimerazy DNA, natomiast niebieski okresla
zmiany aktywnosci dla pozostalych wariantow, tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d
oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d. Aktywnos$¢, podobnie jak w przypadku termostabilno$ci
w temperaturach 99°C oraz 95°C, ustalono z wykorzystaniem reakcji real-time PCR przy uzyciu
barwnika EvaGreen [Mat. 6.15], ktory pozwolit na oszacowanie roéznic w wydajnosci
powstawania produktu PCR o okres$lonej temperaturze topnienia [Met. 7.9.2]. W reakcji real-time
PCR wykorzystano startery DM2 F/DM2 R [Mat. 6.9.2], temperatura topnienia dla uzyskanego
produktu wynosita 85°C. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d,
V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

Uzyskane wyniki wskazuja na wysokg aktywno$¢ wszystkich fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA, tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d po inkubacji w temperaturze pokojowej (Tpok) przez maksymalny
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czas wynoszacy 72 h. Otrzymane po 72 h inkubacji w Tpok wyniki aktywno$ci dla kazdego
z wariantow fuzyjnych form polimerazy DNA sg poréwnywalne z tymi uzyskanymi dla
referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. W tabeli nr 60 zaprezentowano czasy
poltrwania w 99°C, 95°C oraz Tpok dla fuzyjnych form polimerazy DNA.

Tabela 60 Zestawienie wynikdw czasu pottrwania fuzyjnych form polimerazy DNA w
temperaturach: 95°C, 99°C oraz w Tpok

Nazwa polimerazy DNA \%2! V2 V3 Refl
Czas pottrwania w 95°C 10 min >3h 45 min >3h
Czas péltrwania w 99°C 5 min 60 min 45 min 60 min
Czas poéltrwania w Tpox >72h >72h >72h >72h

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

8.3.1.7. Wyznaczenie procesywnosci fuzyjnych form polimerazy

DNA

W celu wyznaczenia procesywnosci badanych fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA skorzystano z metody opracowanej 1 opublikowanej przez
Elshawadfy’a oraz wspotpracownikow [127] [Met. 7.9.3]. Punktem wyjSciowym byla
ponizsza definicja:

Procesywnos¢ to liczba nukleotydéow wbudowywanych w trakcie jednej reakcji
katalitycznej z udzialem pojedynczej czasteczki polimerazy DNA [127].

Reakcje oznaczania procesywnosci dla fuzyjnych form polimerazy DNA
przeprowadzono w taki sposob, by zgodnie z definicjg utrzyma¢ odpowiednie warunki
do zajscia reakcji tj. umozliwi¢ jednokrotne przylaczenie badanej fuzyjnej formy
polimerazy DNA do nici DNA. Reakcje¢ prowadzono w obecnosci 10-krotnie mniejszej
ilosci polimerazy DNA, niz we wczesniej przedstawianych reakcjach PCR. Istotne byto
aby reakcja byta prowadzona w obecnos$ci tzw. pulapki, czyli substancji wigzacej jony
magnezu. Dla badanych w niniejszej pracy fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
jako putapke zastosowano heparyne¢ [Mat. 6.15], ktéra jednoczesnie posiada wigksze
powinowactwo do polimerazy DNA niz sama polimeraza DNA do DNA [Met. 7.9.3].
Dobor stezenia heparyny oznaczano na podstawie okreslenia ilo$ci inhibujacej
amplifikacje DNA, ktorg ustalano dla kazdego wariantu otrzymanych fuzyjnych form
polimerazy DNA [Met. 7.9.7].
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Reakcje prowadzono zgodnie z opisem w rozdziale Metody pkt. 7.9.3.
Mieszaning, na ktora skladala si¢ m.in. badana fuzyjna forma polimerazy DNA,
zoptymalizowany bufor reakcyjny, starter (P), matryca (T) oraz barwnik fluorescencyjny
EvaGreen [Mat. 6.15] poddano inkubacji w 50°C. Miato to umozliwi¢ polimerazie DNA
przytaczenie si¢ do matrycy DNA. Nastepnie do reakcji dodano heparyng o wczesniej
ustalonym stezeniu [Met. 7.9.7], po czym pobrano probki w czasie t=0. Kolejnym
krokiem byto zainicjonowanie reakcji poprzez dodanie do mieszaniny jonéw magnezu
[Mat. 6.10]. Tak przygotowane probki inkubowano w 72°C, poniewaz jest to optymalna
temperatura elongacji dla znanej fuzyjnej komercyjnej polimerazy DNA - Phusion
(Thermo Fisher Scientific) [Mat. 6.10].

Zadaniem heparyny, ktorej zastosowano zwielokrotniong ilo§¢ w odniesieniu do
stosowanych stezen fuzyjnych polimeraz DNA, bylo skuteczne zapobieganie
ponownemu przytaczeniu si¢ juz oddysocjowanej polimerazie DNA do DNA. W ten
sposob uniemozliwila ona takze zajscie drugiej reakcji katalitycznej. Probki fuzyjnych
form archealnej polimerazy DNA do analizy zostaly pobrane w réznych odstgpach
czasowych tzn. przed dodaniem jonéw magnezu (t = 0 min) oraz od momentu dodania
jondw magnezu, ktéore umozliwily zainicjonowanie reakcji. Tak uzyskane proby
umieszczono w aparacie do analizy real-time PCR, w celu detekcji powstatych
fragmentow DNA. Ustalenie temperatury topnienia powstatych fragmentow DNA
(temperatura zostala okre§lona z dokladnoscia do dwdch miejsc po przecinku) bylo
zwigzane z przygotowaniem wczesniej krzywej topnienia dla znanych produktéw PCR.
Umozliwilo to oznaczenie liczby nukleotydow wbudowywanych przez fuzyjne formy
polimerazy DNA. Opisana metoda zostala zmodyfikowana, w porownaniu do tej
opisywanej przez Elshawadfy’a oraz wspotpracownikéw [127], gdzie analizowano
procesywnos¢ na podstawie zeli poliakrylamidowych. Metoda real-time PCR jest
zdecydowanie doktadniejszg i czulszg metoda.

Na podstawie uzyskanych temperatur topnienia dla produktow markerowych
okreslono procesywnos¢ fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA. Otrzymane wyniki
dla polimeraz DNA V1 Pfu-Sso7d-Sso7d V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d
oraz Refl Pfu-Sso7d poréwnywano z tymi, ktore wczesniej uzyskano dla produktow
markerowych [Met. 7.9.3] (tabela 31).

Temperatura topnienia produktu PCR, ktoéry powstal wskutek dziatania
polimerazy DNA wynosita dla V1 Pfu-Sso7d-Sso7d — 80,73°C, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d —
82,16 °C, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d — 81,25°C, natomiast dla Refl Pfu-Sso7d to 82,06°C.
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Wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d fuzyjnej polimerazy DNA wykazuje procesywnos$¢ na tym
samym poziomie, co referencja Refl Pfu-Sso7d, natomiast pozostate dwa warianty, tj. V1
Pfu-Sso7d-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d wykazuja obnizong procesywnosc
w porownaniu do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. W trakcie trwania
inkubacji nie powstajg produkty o wyzszych temperaturach topnienia, co pozwala sadzié,
ze heparyna spehnita role ,,putapki” i skutecznie zwigzata zaro6wno oddysocjowane, jak
1niezwigzane z matrycg pozostale czasteczki badanych polimeraz DNA, co
uniemozliwito przeprowadzenie drugiej reakcji polimeryzacji (rysunek 32).

W tabeli nr 61 przedstawiono temperatury topnienia produktow PCR uzyskane
w wyniku dzialania fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA oraz liczbe

dobudowanych w czasie trwania reakcji nukleotydow.

Tabela 61. Porownanie procesywnosci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA na podstawie
okres$lonej temperatury topnienia w odniesieniu do produktow markerowych

Nazwa polimerazy DNA Vi1 V2 V3 Refl
Tm produktu [°C] 80,73 82,16 | 81,25 82,06
Liczba dobudowanych nukleotydow [nt] 20 22 21 22

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl
Pfu-Sso7d
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Rysunek 32. Wykresy przedstawiajace analiz¢ poréwnawcza temperatur topnienia dla
fragmentow DNA powstalych wskutek prowadzonej izotermicznej reakcji wydtuzania przez
badane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d
oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, w odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d.
W goérnej czeSci wykresu oznaczono liczbe nukleotydow, o ktére zostalo wydluzone DNA
matrycowe. Kolorem pomaranczowym zostala oznaczona krzywa topnienia odpowiadajaca
probkom pobranym w czasie t = 0 min tj. przed zainicjowaniem reakcji (obserwujemy krzywa
dla dimeru starter-matryca DNA), kolorem granatowym po czasie 30 s od zainicjowania reakcji,
kolorem fioletowym po 1 min od zainicjowania reakcji, kolorem zielonym po 2 minutach od
zainicjowania reakcji, natomiast kolorem niebieskim po 5 min od zainicjowanej reakcji.
Inkubacja po zainicjowaniu reakcji byta prowadzona w 72°C [Met. 7.9.3]. V1 oznacza V1 Pfu-
Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2  Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d
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8.3.1.8. Oznaczenie szybko$ci syntezy DNA przez fuzyjne formy
polimerazy DNA

W celu okreslenia szybkosci syntezy DNA przez fuzyjne formy archealnej
polimerazy DNA wykorzystano metod¢ opisang w publikacji autorstwa Lee
1 wspolpracownikow [128]. Wykonanie analizy opierato si¢ o ponizej podang definicje:

Szybkos¢ elongacji okreslana jest na podstawie ilosci nukleotydow
wbudowywanych przez dokladnie 1 U polimerazy DNA w czasie 1 sekundy [nt/s].

Analize szybkos$ci syntezy DNA przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA
prowadzono z wykorzystaniem reakcji PCR w ktorej zastosowano startery (3 pary) [Mat.
6.9.2] umozliwiajace powstanie rdéznej wielkosci produktéw: 300 pz, 500 pz oraz 1000
pz. Do otrzymania kazdego z produktow wykorzystano rézne czasy wydtuzania od 5 do
20 sekund, zgodnie z warunkami opisanymi w pkt. 7.9.4. rozdziatu Metody. Na rysunku

33 przedstawiono wyniki, ktore uzyskano w trakcie przeprowadzonych reakcji:

M 5 s M 5 10 15 20 s M 5 10 15 20 s
: .=-
V3

Rysunek 33. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR o okreslonej wielkosci (300
pz, 500 pz, 1000 pz) uzyskanych przy wykorzystaniu fuzyjnych form archealnej polimerazy
DNA. Nad studzienkami zostaty okreslone zastosowane czasy elongacji dla przeprowadzonych
reakcji PCR [Met. 7.9.4]. W reakcji PCR wykorzystano startery: VPS13B F/VPS13B R,
oczekiwana wielkos¢ produktu 300 pz; HEMA1 F/ HEMAT1 R, oczekiwana wielko$¢ produktu
500 pz oraz pET F/pET R, oczekiwana wielko$¢ produktu 1000 pz. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza
Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas

V2
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rozdziatu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA
Ladder [Mat. 6.11]

Uzyskane wyniki dla fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA wskazujg na
porownywalne szybkosci syntezy DNA dla wariantow V1 Pfu-Sso7d-Sso7d oraz V3
NeqSSB-Pfu-SSo7d, w odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d.
Natomiast wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d wykazuje wydtuzenie czasu elongacji podczas
otrzymywania produktéw o wielkosci 500 pz oraz 1000 pz, w stosunku do referencyjne;j
polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d, ale takze w odniesieniu do pozostatych wariantow V1
Pfu-Sso7d-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d. Zestawienie uzyskanych wynikow

szybkos$ci syntezy DNA zaprezentowano w tabeli 62.

Tabela 62. Zestawienie uzyskanych wynikow dla szybkosci elongacji fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA w odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA Ref1 Pfu-Sso7d

Nazwa polimerazy DNA 300 pz 500 pz | 1000 pz Szybkos¢ elongacji
Vi 5s 5s 5s 200 nt/s
V2 5s 15s 20s 50 nt/s
V3 5s 5s 5s 200 nt/s
Refl 5s 5s 5s 200 nt/s

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

8.3.1.9. Badanie czulo$ci fuzyjnych form polimerazy DNA

W celu oznaczenia czutosci badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy
DNA wykorzystano metod¢ opisang przez Halley’a oraz Prezioso [129]. Wedlug
naukowcow definicja czutosci polimerazy DNA brzmi nastgpujaco:

Czulo$¢ polimerazy DNA to najmniejsza ilos¢ matrycy DNA, ktora wciaz
pozwala na jej wydajne amplifikowanie w prowadzonej reakcji PCR przez 1 U
polimerazy DNA [129] (Halley i Prezioso, 2003).

Badanie czutosci dla otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA
przeprowadzono z wykorzystaniem genomowego DNA wyizolowanego z krwi psiej
[Mat. 6.1, 6.4]. Przygotowanie matrycy DNA do reakcji polegato na wykonaniu seryjnych
10-krotnych rozcienczen. Stgzenie wyjsciowe wynosito 300 ng/pul [Met. 7.9.5]. Uzyskane

wyniki przedstawiono na rysunku 34.
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NG
Y ng

V1 294 pz
V2 294 pz
V3 294 pz
Refl 294 pz

M1 2 3 4 5 6

Rysunek 34. Wyniki rozdzialu elektroforetycznego przedstawiajace analize czulosci fuzyjnych
form archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami oznaczono wykorzystane w reakcji PCR
rozcienczenia genomowego DNA [Met. 7.9.5]. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/
DM2 R, oczekiwana wielkos$¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d,
V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-
Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat.6.11]; czas rozdzialu: 25 min;
napiecie: 100 V [Met. 7.1.3]; M — marker wielkos$ci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

Otrzymane wyniki wskazujg na dziesigciokrotnie wyzsza czuto$¢ fuzyjnych form
polimerazy DNA: V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d w odniesieniu do
referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d wykazuje
czuto$¢ na takim samym poziomie jak referencyjna polimeraza DNA Refl Pfu-Sso7d.

Zestawienie wynikoéw przedstawiono w tabeli 63.

Tabela 63. Wyniki przedstawiajace czuto$¢ badanych fuzyjnych form archealnej polimerazy
DNA

Nazwa polimerazy DNA Vi V2 V3 Refl

Czulo$¢ polimerazy DNA 30 ng 3ng 3ng 30 ng

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d,
a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d
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8.3.1.10. Badanie zdolnos$ci amplifikacji DNA o duzej zawartosci par
GC przez fuzyjne formy polimerazy DNA

W celu sprawdzenia zdolnosci amplifikacji sekwencji bogatych w pary GC przez
fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA przeprowadzono reakcje PCR
z wykorzystaniem matrycy wyizolowanej z Mycobacterium bovis BCG Moreau PL [Mat.
6.3, Met. 7.9.6]. Amplifikowana sekwencja DNA zawierata ok. 80% par GC, a w jej
obrebie znajduje si¢ fragment, gdzie wystepuje az 29 nukleotydow G obok siebie.
Produkty PCR rozdzielono z wykorzystaniem 2% zelu agarozowego [Met. 7.1.3],

a otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 35.

M 3

[ 8]
-
[

V1

V2

V3

Refl

Rysunek 35. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego przedstawiajace zdolnos¢ amplifikacji
matrycy bogatej w pary GC przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami
oznaczono liczbe jednostek aktywnosci [U] fuzyjnej formy polimerazy DNA dodawanej do
reakcji PCR [Met. 7.9.6]. W reakcji PCR wykorzystano startery MC15 F/ MC15 R, oczekiwana
wielko$¢ produktu 300 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-
Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel
agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 25 min; napiecie: 100
V [Met. 7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

Uzyskane wyniki wskazuja na wydajng amplifikacje matryc bogatych w pary GC
jedynie przez wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, a wydajno$¢ reakcji PCR jest porownywalna
do tej uzyskanej z wykorzystaniem referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d.
Jednak w odréznieniu od wynikéw uzyskanych dla referencji Refl Pfu-Sso7d, w zadnym
z zastosowanych warunkow nie pojawiajg si¢ niespecyficzne produkty PCR. Wariant V1

Pfu-Sso07d-Sso7d nie jest w stanie przeprowadzi¢ amplifikacji matrycy bogatej w pary
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GC, mimo zwigkszenia ilo$ci dodawanych jednostek polimerazy DNA w reakcji.
Podobnie sytuacja wyglada dla wariantu V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, jednak w tym wypadku
powstaje szereg niespecyficznych produktéw PCR, z ktorych zaden nie znajduje si¢ na

odpowiedniej wysokosci.

8.4. Poréwnanie odpornosci fuzyjnych form polimerazy DNA na popularne
inhibitory stanowigce problem w roznych obszarach diagnostyki

molekularnej

8.4.1. Zdolnos$¢ amplifikacji DNA w obecnosci inhibitora pochodzacego
z krwi pelnej oraz krwi pelnej EDTA

W celu sprawdzenia odpornosci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA na
inhibitory pochodzace z krwi psiej, przeprowadzono reakcje PCR w obecnosci
ustalonych stezen wybranych inhibitorow:

1. heparyna — zakres badanych stezen: 0,024 mg —1,5 mg

2. krew pelna EDTA — zakres badanych stezen: 0,78% v/v —50% v/v mieszaniny
reakcyjnej.

Reakcje prowadzono zgodnie z punktem 7.9.7 opisanym w rozdziale Metody.
Otrzymane produkty PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika

SimplySafe [Mat.6.11, Met. 7.1.3]. Wyniki umieszczono na rysunku 36.
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Rysunek 36. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego umozliwiajagce porownanie wplywu
stosowanych inhibitorow: heparyny oraz krwi psiej na wydajno$¢ amplifikacji DNA przez
fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami umieszczono ste¢zenia dla kazdego
z wykorzystywanych inhibitoréw [Met. 7.9.7]. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/
DM2 R, oczekiwana wielko$¢ produktu 294 pz oraz WFFS F/ WFFS R o oczekiwanej wielko$ci
produktu 284 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-
Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy
z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat.6.11]; czas rozdziatu: 25 min; napigcie: 100 V [Met.
7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

Przedstawione na rysunku 36 wyniki dowodza, ze najwyzsza odporno$¢ na oba
wykorzystane w analizach inhibitory wykazuje wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d
w poréwnaniu do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Wariant V3 NeqSSB-
Pfu-Sso7d posiada podobne wihasciwosci jak referencyjna polimeraza DNA Refl Pfu-
Sso7d. Wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d nie jest odporny na badane w zastosowanych
zakresach stezen inhibitory.

W tabeli 64 zostaty zebrane szczegotowe zakresy maksymalnych dopuszczalnych
stezen badanych inhibitoréow, pozwalajacych na wydajng amplifikacje przez fuzyjne
formy archealnej polimerazy DNA.

143



Tabela 64. Zestawienie maksymalnych tolerowanych st¢zen wykorzystywanych inhibitorow w
probee mieszaniny reakcyjnej przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA

Nazwa polimerazy DNA Vi1 V2 V3 Refl
Heparyna [mg/ml] <0,024 > 150 70 70
Krew [% v/v] <0,78 >50 25 25

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl
oznacza Refl Pfu-Sso7d

8.4.2. Zdolno$¢ amplifikacji DNA w obecnosci krwi petnej EDTA jako
czynnika petnigcego rolg matrycy oraz inhibitora przez fuzyjne formy

polimerazy DNA

W celu okreslenia zdolnosci amplifikacji matrycy pochodzacej z krwi przez
fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA przeprowadzono reakcje¢ PCR
z wykorzystaniem krwi peilnej EDTA jako matrycy. Do przeprowadzenia analizy
wykorzystano krew psig. Maksymalne stezenie krwi peilnej EDTA stosowanej
w mieszaninie reakcyjnej wynosito 50% jej objetosci [Met. 7.9.7]. Produkty otrzymane
w wyniku reakcji PCR rozdzielono w 2% zelu agarozowym [Met. 7.1.3], natomiast

uzyskane wyniki zostaty przedstawione na rysunku 37.
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Rysunek 37. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego umozliwiajace poréwnanie wptywu krwi
peinej EDTA jako matrycy (jednoczes$nie inhibitor i zrodto matrycy) w reakcji PCR na wydajno$é
amplifikacji przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami umieszczono
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stezenie dodawanej krwi pelnej EDTA do mieszaniny reakcyjnej [Met.7.9.7]. W reakcji PCR
wykorzystano startery DM2 F/ DM2 R, oczekiwana wielkos¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. V1
oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe
[Mat. 6.11]; czas rozdzialu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3]; M — marker wielkos$ci
GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

Uzyskane wyniki wskazuja na pelng odpornos$¢ wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d na
zastosowane stezenia krwi pelnej EDTA jako matrycy w reakcji PCR. Obserwowana jest
zdolnos¢ amplifikacji DNA dla tego enzymu przy co najmniej czterokrotnie wyzszym
stezeniu krwi niz w przypadku referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d, przy
czym wzrastajace st¢zenie krwi praktycznie nie wplywa na wydajno$¢ amplifikacji DNA
w reakcji PCR. Ponadto wariant V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d wykazuje zdolno$¢ amplifikacji
DNA przy co najmniej dwukrotnie wyzszym stezeniu krwi w pordwnaniu do
referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Natomiast wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d
nie przejawia jakiejkolwiek odpornosci na inhibitor. W tabeli 65 przedstawiono

zestawienie otrzymanych wynikow.

Tabela 65. Zestawienie maksymalnych tolerowanych stezen krwi pelnej EDTA wykorzystanej
w mieszaninie reakcyjnej przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA

Nazwa polimerazy DNA A\ V2 V3 Refl

Krew [% v/v] <0,78 > 50 25 12,5

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl
oznacza Refl Pfu-Sso7d

8.4.3. Zdolnos¢ amplifikacji DNA w obecnosci antybiotyku przez fuzyjne
formy polimerazy DNA

W celu sprawdzenia zdolnosci amplifikacji DNA w obecnos$ci antybiotyku przez
fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA przeprowadzono reakcje¢ PCR z dodatkiem
powszechnie stosowanego antybiotyku, jakim jest ampicylina [Mat. 6.15, Met. 7.9.7].
Odpornos¢ otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA sprawdzano w zakresie stezen
ampicyliny od 3,125 pg do 200 pg. Podobnie jak w przypadku poprzednich analiz
otrzymane produkty PCR rozdzielono w 2% zelu agarozowym [Met. 7.1.3]. Uzyskane

wyniki zamieszczono na rysunku 38.
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Rysunek 38. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego poréwnujace wplyw dodatku ampicyliny na
wydajno$¢ amplifikacji DNA przez otrzymane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. Nad
studzienkami umieszczono st¢zenie dodawanego antybiotyku do mieszaniny reakcyjnej [Met.
7.9.7]. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/ DM2 R, oczekiwana wielko$¢ produktu
294 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3
oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem
barwnika SimplySafe [Mat.6.11]; czas rozdziatu: 25 min; napiecie: 100 V [Met. 7.1.3], M —
marker wielkos$ci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

Wyniki rozdziatu elektroforetycznego przedstawiaja odpornos$¢ wariantu V2
Sso7d-Pfu-Sso7d na co najmniej dwukrotnie wyzsze stezenie ampicyliny w pordwnaniu
do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Odpornos¢ na ten antybiotyk dla
pozostalych wariantow fuzyjnych formy polimerazy DNA, tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d jest poréwnywalna z wynikiem uzyskanym dla referencyjnej
polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. W tabeli 66 zostaty przestawione dokladne zakresy
tolerowanych stezen ampicyliny przez wszystkie testowane warianty fuzyjnych form

polimerazy DNA.

Tabela 66. Zestawienie maksymalnych tolerowanych stezen ampicyliny w mieszaninie
reakcyjnej przez warianty fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA

Nazwa polimerazy DNA Vi V2 V3 Refl

Ampicylina [pg/ml] 100 > 200 100 100

gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl
oznacza Refl Pfu-Sso7d
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8.4.4. Zdolno$¢ amplifikacji DNA w obecnosci izopropanolu oraz etanolu

przez fuzyjne formy polimerazy DNA

W celu okreslenia zdolnosci amplifikacji DNA w obecnosci 100% izopropanolu
oraz 70% etanolu przez wybrane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA
przeprowadzono reakcje PCR z wymienionymi inhibitorami [Met. 7.9.7]. Na podstawie
wynikow otrzymanych z wcze$niej przeprowadzanych badan do analizy zostat wybrany
wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, ze wzgledu na wysoka odporno$¢ na wszystkie dotychczas
stosowane inhibitory. Te same testy zostaly wykonane z wykorzystaniem referencyjnej
polimerazy DNA Ref1 Pfu-Sso7d.

Wybdr izopropanolu oraz etanolu jako inhibitoréw nie byl przypadkowy,
poniewaz sg to odczynniki powszechnie stosowane podczas izolacji genomowego DNA,
w kazdym laboratorium diagnostycznym. W przypadku obu inhibitorow zastosowano
stezenie od 0,78% do 50% objetosci mieszaniny reakcyjnej, podobnie jak w przypadku
testow zwigzanych z krwig pelng EDTA. Uzyskane w wyniku przeprowadzonych reakcji
PCR produkty rozdzielono w 2% zelu agarozowym. Na rysunku 39 przedstawiono
rezultaty przeprowadzonych analiz. W naktadaniu prob na zel agarozowy uwzgledniono
dodatek wigkszej ilosci buforu obcigzajacego (w sktad ktorego wchodzi glicerol), ze
wzgledu na specyfike prob. Wigksza ilo$¢ glicerolu w przypadku prob uniemozliwita
wyplyniecie ich ze studzienki oraz pozwolita na uwidocznienie wynikow w zelu

agarozowym.
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Rysunek 39. Wyniki rozdzialu -elektroforetycznego pordéwnujace wptyw dodatku 100%
izopropanolu oraz 70% etanolu na wydajno$¢ amplifikacji DNA przez wybrane fuzyjne formy
archealnej polimerazy DNA. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/ DM2 R, oczekiwana
wielko$¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. Nad studzienkami umieszczono stezenie dodawanego
inhibitora do mieszaniny reakcyjnej. V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz Refloznacza Refl
Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 25
min; napiecie: 100 V [Met. 7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat.
6.11]
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Dzigki przeprowadzonym eksperymentom uzyskano wyniki, ktore wskazuja na
poréwnywalng odporno$¢ na zastosowane inhibitory wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d
w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA Ref1 Pfu-Sso7d. Fuzyjna polimeraza DNA
V2 Sso7d-Pfu-Sso7d przedstawia taki sam zakres tolerancji na obecno$¢ zarowno 100%
izopropanolu i 70% etanolu, jak jej referencyjny odpowiednik Refl Pfu-Sso7d. W tabeli
67 zaprezentowano zestawienie otrzymanych wynikow.

Tabela 67. Zestawienie maksymalnych tolerowanych stgzen 100% izopropanolu oraz 70%

etanolu wykorzystanych w mieszaninie reakcyjnej przez wybrane fuzyjne formy archealnej
polimerazy DNA

Nazwa polimerazy DNA V2 Refl
100% izopropanol [%] 6,25% 6,25%
70% Etanol [%] 8,75% 8,75%

gdzie V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

8.4.5. Zdolno$¢ amplifikacji DNA w obecno$ci kwasu humusowego przez

fuzyjne polimerazy DNA

W celu oznaczenia zdolno$ci amplifikacji DNA w obecnos$ci kwasu humusowego
przez wybrane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA przeprowadzono reakcj¢ PCR
z jego dodatkiem jako inhibitorem czgsto spotykanym w probkach §rodowiskowych
[Met. 7.9.7]. Sprawdzono efekt dzialania kwasu humusowego na wydajnos¢ amplifikacji
DNA w zakresie stezen od 15,63 ng do 1000 ng. Uzyskane po reakcji PCR produkty
rozdzielono w 2% zelu agarozowym [Met. 7.1.3]. Na rysunku 40 zamieszczono
otrzymane wyniki.
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Rysunek 40. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego poréwnujgce wptyw dodatku kwasu
humusowego na wydajno$¢ amplifikacji DNA przez wybrane fuzyjne formy archealnej
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polimerazy DNA. Nad studzienkami umieszczono st¢zenie dodawanego inhibitora do mieszaniny
reakcyjnej [Met. 7.15.7]. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/ DM2 R, oczekiwana
wielko$¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, Refl oznacza Refl Pfu-
Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdzialu: 25 min;
napigcie: 100 V [Met. 7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

Otrzymane wyniki analizy elektroforetycznej wskazujg na odpornos$¢ wariantu V2
Sso7d-Pfu-Sso7d na co najmniej czterokrotnie wyzsze st¢zenie kwasu humusowego w
odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. W tabeli 68

zaprezentowano podsumowanie uzyskanych wynikow.

Tabela 68. Zestawienie maksymalnych tolerowanych stezen kwasu humusowego w mieszaninie
reakcyjnej przez wybrane fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA

Nazwa polimerazy DNA V2 Refl

Kwas humusowy [mg/ml] 0,25 0,0625

gdzie V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

8.5. Odzialywanie badanych fuzyjnych form polimerazy DNA z kwasami

nukleinowymi

W celu ustalenia oddzialywan otrzymanych fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA z dsDNA oraz z ssDNA, przeprowadzono test EMSA, ktory zostat
opisany w pkt. 7.9.9 rozdzialu Metody. Dodatkowo okreslono takze wptyw bialek
wigzacych DNA na hybrydyzacje wybranych oligonukleotydéw do matrycy DNA [Met.
7.9.8].

8.5.1. Wplyw fuzyjnych form polimerazy DNA na amplifikacjc DNA

w zmiennych temperaturach hybrydyzacji starterow

Jedna z najwazniejszych wlasciwosci bialek partnerskich stosowanych do
tworzenia kowalencyjnych fuzji z polimerazami DNA jest ich zdolno$¢ do oddziatywania
z roznymi formami kwasow nukleinowych, a co si¢ z tym zazwyczaj taczy zdolnos¢
stabilizacji DNA. Biatko wigzace DNA moze pozytywnie wplywaé na proces
przytaczenia oligonukleotydu do matrycy w czasie reakcji PCR, co skutkuje zdolno$cia
hybrydyzacji w szerokim zakresie temperatur [94]. W celu okreslenia wptywu fuzyjnych
enzymoOw na w/w etap reakcji PCR przeprowadzono amplifikacje DNA w szerokim
spektrum temperatur przylaczania starterow od 55°C do 72°C [Met. 7.9.8]. Do
przeprowadzenia zaplanowanej reakcji PCR wykorzystano genomowe DNA

wyizolowane z krwi psa, niezbedne do amplifikacji fragmentu genu SOD/! (produkt PCR
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o dhugosci 294 pz). Jedynym elementem zmiennym w reakcji PCR byta temperatura
hybrydyzacji starterow, ktoérg ustawiono w termocyklerze w postaci gradientu
temperaturowego w zakresie od 55°C do 72°C [Met. 7.9.8]. Na rysunku nr 41

przedstawiono otrzymane rezultaty.
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Rysunek 41. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego przedstawiajace wplyw zmiennej
temperatury hybrydyzacji starter6w na amplifikacje genu SOD! przez fuzyjne formy archealnej
polimerazy DNA [Met. 7.9.8]. Wykorzystane w reakcji PCR startery to DM2 F/DM2 R,
a oczekiwana wielko$¢ produktu to 294 pz. Nad studzienkami umieszczono temperatury, ktore
zastosowano podczas hybrydyzacji starterow w reakcji PCR. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d,
V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-
Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdzialu: 25 min;
napigcie: 100 V [Met. 7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11]

Uzyskane wyniki dowodza, ze zaré6wno wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d sa w stanie efektywnie przeprowadzi¢ reakcje PCR w pelnym
zakresie badanych temperatur od 55°C do 72°C mimo tego, ze optymalna wyliczona przy
pomocy algorytmu OligoAnalyzer temperatura przytgczania wybranych starterow
wynosi 65°C. Wyniki te sg porownywalne z otrzymanymi dla referencyjnej polimerazy
DNA Refl Pfu-Sso7d. Jedynie w przypadku wariantu V1 Pfu-Sso7d-Sso7d zakres
temperatur, w ktoérych wydajnie powstaje produkt PCR jest bardzo ograniczony i wynosi
od 55°C do 66,5°C. Obecnos¢ w fuzyjnych polimerazach DNA dodatkowych biatek
posiadajacych zdolno$¢ wigzania kwaséw nukleinowych prawdopodobnie umozliwia
stabilizacje¢ jednoniciowego DNA lub powstajacej w trakcie hybrydyzacji dwuniciowej
struktury zloZzonej z matrycy i komplementarnego do niej startera. Te wtasciwosci

pozwalaja prowadzi¢ amplifikacji DNA bez potrzeby optymalizacji temperatury
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przylaczania starterow, co moze znaczaco skroci¢ czas walidacji reakcji PCR.

8.5.2. Analiza oddziatywania fuzyjnych form polimerazy DNA z jedno-
1 dwuniciowym DNA

W celu sprawdzenia zdolno$ci otrzymanych fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA do wigzania jedno- oraz/lub dwuniciowego DNA wykonano test EMSA
(ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay). Przygotowanie eksperymentu odbyto si¢
wedhlug protokotu opisanego w punkcie 7.9.9 Metod 1 opracowanego wczesniej przez
zespot dr hab. inz. Marcina Olszewskiego prof. uczelni jako test dwubarwny pozwalajacy
zaobserwowaé preferencje oddziatywania biatka z ssDNA lub dsDNA, na bazie
tworzonych kolorowych kompleksoéw, po raz pierwszy zaobserwowanych w przypadku
biatka NeqSSB [111]. Barwa zielona pochodzi od fluorescencyjnie znakowanego
oligonukleotydu d(T)7s [Mat. 6.15] lub jego kompleksu z badanym biatkiem fuzyjnym.
W kolorze r6zowym, ktory powstal na skutek dodania bromku etydyny, widoczny jest
produkt PCR o diugosci 191 pz uzyskany dzigki wykorzystaniu starterow Drd4a F
iDrd4a R lub jego kompleksy z fuzyjng polimeraza DNA. Na rysunku 42
zaprezentowano  wyniki  rozdziatu  elektroforetycznego [Met. 7.1.3] dla
przeprowadzonego eksperymentu kompleksowania dwoch roéznych postaci DNA

z fuzyjnymi polimerazami DNA.
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Rysunek 42. Wyniki rozdzialu elektroforetycznego przedstawiajace rezultaty testu EMSA
w obecnosci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA z ssDNA oraz dsDNA [Met. 7.9.9]. V1
oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny [Mat.
6.11]; czas rozdziatu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3]; Mieszanina nakladana na zZel
zawierata 10 pmol fluorescencyjnie znakowanego oligonukleotydu d(T) 76 [Mat. 6.15] oraz 2,5
pmol produktu PCR o dlugosci 191 pz

d(T) 7

191 pz

d(T) 7+ 191 pz

d(T) 76+ 191 pz + 1 U fuzyjnej polimerazy DNA
d(T) 76+ 191 pz + 2 U fuzyjnej polimerazy DNA
d(T) 76+ 191 pz + 4 U fuzyjnej polimerazy DNA
d(T) 76+ 191 pz + 8 U fuzyjnej polimerazy DNA
d(T) 76+ 191 pz + 16 U fuzyjnej polimerazy DNA
d(T) 7+ 191 pz + 32 U fuzyjnej polimerazy DNA

©CoN>O~wWDNE

Wyniki testu EMSA wskazuja na zwigkszona zdolno$¢ wigzania zaréwno jedno-
jak i dwuniciowego DNA jedynie przez wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, w odniesieniu do
referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Jednocze$nie warto zauwazyé, ze
wariant ten wigze dsDNA juz przy 8 U, a ssDNA przy 16 U, co $§wiadczy o jego
preferencji wigzania najpierw dwuniciowego DNA, podobnie jak ma to miejsce
w przypadku biatka referencyjnego, przy czym nie udato si¢ dla tego ostatniego zwigzac
catkowitej ilosci oligonukleotydu, a w pelni wysycony kompleks z produktem PCR
powstaje dopiero przy dodaniu maksymalnej ilosci biatka (32 U). Najmniejsza zdolnos$cia

wigzania obu form DNA charakteryzuje si¢ wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d. W przypadku
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wariantu V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d nastgpito cze$ciowe zmniejszenie oddziatywania
rez ssDNA i dsDNA w stosunku do referencyjnej polimerazy DNA, jednakze biatko to
nieco lepiej wigze si¢ z kwasami nukleinowymi niz wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, przy
czym nie udalo si¢ zaobserwowaé catkowitego wigzania obu form kwasow

nukleinowych.
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Tabela 69. Zestawienie zbadanych cech fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA w odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA

Minimalna Termostabilnosé
liczba Wydajnos¢
Nazwa . Jedn0§tek Procesywnosé Czulosé amplifikacji | Szybkos$¢ Hybrydyz’acja
polimerazy pH Bufory pozwalajq‘cych 99 95 Tpok [nt] [ng/ul] matryc syntezy starterow
DNA na wydajna [min] | [min] [h] bogatych w [nt/s] [°C]
amplifikacje pary GC
U]
Vi 8,889 2 0,5 5 10 >72 20 30 brak 200 55-66,5
>60 | >180 >72 22 tak 50 55-72
45 45 >72 21 brak 200 55-72
Refl 0,03125 >60 | >180 >72 22 30 tak 200 55-72

,gdzie V1 oznacza V 1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

wartosci dla referencyjnej polimerazy DNA Refl oraz niezmienione w odniesieniu do niej
parametry, ktore ulegly poprawie
parametry, ktore ulegty pogorszeniu

Tabela 70. Porownanie odpornosci na inhibitory fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA w odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA

Krew pelna EDTA
Nazwa Heparyna . L. jako matryca i Ampicylina Izopropanol 100% Etanol 70% Kwas humusowy
polimerazy DNA [mg/ml] Jal“’omhlbltor inhibitor [pg/ml] [%] vIv [%] v/iv [mg/ml]
[%] viv (%] viv
V1 < 0,024 <0,78 <0,78 100 n.d. n.d. n.d.
V2 625 12,5 [ 025 ]
V3 n.d. n.d. n.d.
Refl 6,25 12,5 0,0625

,gdzie V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d

wartosci dla referencyjnej polimerazy DNA Refl oraz niezmienione w odniesieniu do niej
parametry, ktore ulegly poprawie
parametry, ktore uleglty pogorszeniu



9. Whnioski i dyskusja

Postep cywilizacyjny miat ogromny wplyw na rozwdj réznych dziedzin nauki,
zwlaszcza w XXI wieku. Diagnostyka molekularna to obecnie najszybciej rozwijajacy
si¢ dzial medycyny oraz biologii. Badania oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych
nabieraja w dzisiejszych czasach szczegdlnie waznego znaczenia, umozliwiajac szybkie
wykrycie wielu choréb, jak réwniez predyspozycji genetycznych. PCR czyli fancuchowa
reakcja polimerazy jest podstawowg technikg diagnostyki molekularnej typu NAAT (ang.
Nucleic Acid Amplification Test). Zdarzenia epidemiologiczne zwigzane z gwattownym
rozprzestrzenianiem si¢ chorob zakaznych w ostatnich latach, w tym pandemia wirusa
SARS-CoV-2, mialy ogromny wptyw na rynek biotechnologiczny, zwlaszcza na
btyskawiczny rozwo6j sektora diagnostyki molekularnej, czego konsekwencja jest
wzmozony popyt na biatka oddzialywujace z kwasami nukleinowymi, w szczegoélnosci
polimerazy DNA. Intensyfikacja badan nad uzyskaniem coraz bardziej wydajnych
1 odpornych na inhibitory enzymow tego rodzaju stanowi gldwne zainteresowanie wielu
grup badawczych oraz czolowych firm biotechnologicznych na catym $wiecie. Z uwagi
na powyzsze, celem niniejszej pracy doktorskiej byto otrzymanie, charakterystyka oraz
zastosowanie zupetlnie nowych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA, ktore
moglyby wykazywac¢ lepsze wlasciwosci niz ich dotychczas opisane w literaturze
odpowiedniki.

Modele badawcze, tj. polimeraza DNA Pfu oraz biatka wigzace DNA czyli Sso7d
1 NeqSSB, wykorzystane w prezentowanej rozprawie doktorskiej, wybrane zostaty ze
wzgledu na swoje unikalne cechy, takie jak m. in. wysoka termostabilnos¢ oraz
potencjalna odporno$¢ na wybrane inhibitory.

W ramach niniejszej pracy zaprojektowano 1 otrzymano konstrukty genetyczne
kodujace referencyjng polimeraz¢ DNA Refl Pfu-Sso7d, jak tez trzy fuzyjne formy
archealnej polimerazy DNA tzn. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d. Wszystkie konstrukty, poza referencyjng polimeraza DNA Ref1 Pfu-
Sso7d, zawieraly dwie rozne sekwencje tacznikow sktadajacych sie¢ z 6-ciu reszt
aminokwasowych. Pierwszy lacznik o skroconej nazwie £.1 1 sekwencji aminokwasowej
Gly-Gly-Val-Asp-Met-Ile zastosowano na N-koncu polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d dla
wariantow V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz na C-koncu
referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d dla wariantu V1 Pfu-Sso7d-Sso7d.



Natomiast drugi tacznik o skréconej nazwie £.2 i sekwencji aminokwasowej Gly-Ser-Gly-
Gly-Asp-Val zastosowano na C-koncu polimerazy DNA P furiosus, czyli w celu
otrzymania referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Wykorzystanie tacznikow
umozliwito kowalencyjne powigzanie wybranych biatek wigzacych DNA tzn. NeqSSB
oraz Sso7d z referencyjng polimeraza DNA Refl Pfu-Sso7d, w sposob pozwalajacy na
optymalne wzajemne zachowanie dystansu pomi¢dzy polaczonymi biatkami, a zarazem
zapewniajacy elastycznos¢, dzigki obecnosci niewielkich reszt aminokwasowych takich
jak glicyna, seryna, valina czy izoleucyna.

Elementy tacznikowe wykazuja coraz wigksze znaczenie w konstrukcji
stabilnych, bioaktywnych bialek fuzyjnych [134]. Ogo6lne wilasciwosci i sktad
aminokwasowy linkeréw pochodzacych z naturalnie wystepujacych biatek
wielodomenowych mozna uzna¢ za punkt wyj$cia w projektowaniu ich nowych
rekombinowanych wariantow [134]. Laczniki zaprojektowane in silico dzieli si¢ na
3 kategorie w zaleznosci od ich cech strukturalnych, tzn. wyr6znia si¢ linkery: elastyczne,
sztywne 1 rozszczepialne in vivo. Poza podstawowa rolg integrowania ze soba domen
funkcjonalnych (jak w elastycznych i1 sztywnych linkerach) lub uwalniania wolnych
domen funkcjonalnych in vivo (jak w linkerach rozszczepialnych in vivo), taczniki moga
oferowa¢ wiele innych korzy$ci w produkcji biatek fuzyjnych, takich jak poprawa
aktywnosci biologicznej, zwigkszenie wydajnosci ekspresji 1 uzyskanie pozadanych
profili farmakokinetycznych [134]. Dodatkowo obecno$¢ linkera pomigdzy dwoma
biatkami w przeciwienstwie do sztywnego lub bezposredniego taczenia biatek bez
linkera, jest w stanie zapewni¢ dotagczonemu partnerowi fuzyjnemu, jak np.
wykorzystanemu w niniejszej pracy biatku NeqSSB lub Sso7d, pewna swobod¢ wigzania
z substratem, zapewniajac jednoczesnie odpowiedni dystans wzglgdem polimerazy DNA.
Pozwala to na uniknigcie zawady sterycznej, ktéora moglaby zaburzy¢ proces
oddziatywania z DNA oraz jego amplifikacje [101].

Kolejny etap pracy dotyczyt produkcji, oczyszczania i charakterystyki trzech
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA oraz polimerazy DNA stanowigcej
referencj¢. Zbadanie potencjalnych zastosowan otrzymanych fuzyjnych form archealne;j
polimerazy DNA wskazato wlasciwy kierunek modyfikacji enzymoéw, takich jak
polimerazy DNA w celu uzyskania unikalnych wlasciwosci w odniesieniu do
popularnych komercyjnych odpowiednikéw.

Przeprowadzajac doglebng analiz¢ wtasciwosci fuzyjnych form polimerazy DNA,
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niniejsza praca doktorska miata na celu poszerzenie zakresu wiedzy dotyczacej tego
enzymu i dostarczenie cennych spostrzezen naukowcom oraz praktykom zajmujacym si¢
amplifikacja DNA. Przedstawione wyniki badan i wyciggnigte wnioski moga przyczynic
si¢ do udoskonalenia technik opartych na fuzyjnych polimerazach DNA, co
w konsekwencji powinno przetozy¢ si¢ na poprawienie ich wydajnosci, szybkosci,
czulos$ci, doktadnosci oraz znalezienie szerszego zastosowania w biologii molekularne;.
Realizowane prace byly cz¢scig projektu Miodych Naukowcow pt.: ,,Fuzyjna polimeraza
DNA z biatkami wigzacymi jedno- i dwuniciowe DNA — produkcja, charakterystyka
1 zastosowanie w trudnych reakcjach PCR”, nr projektu 539-D000-B954-22. Dodatkowo
prezentowana rozprawa doktorska ma wysoce aplikacyjny charakter, co zostalo
potwierdzone wynikami uzyskanymi w eksperymentach z udziatem probek klinicznych.

Polimerazy DNA to niezwykle istotne enzymy zaangazowane w metabolizm
kwasow deoksyrybonukleinowych, ktore m.in. syntetyzuja komplementarne nici DNA na
bazie istniejacej matrycy w komorkach kazdego zywego organizmu. Polimerazy DNA sg
szeroko stosowane w r6znych technikach molekularnych, opartych na manipulacji DNA,
w tym migedzy innymi lancuchowej reakcji polimerazy (PCR), klonowaniu
molekularnym, sekwencjonowaniu, znakowaniu DNA i1 mutagenezie [135][136][1].
Wiele termostabilnych polimeraz DNA zostalo wyizolowanych 1 zbadanych
u prokariotow [137][138][139][140][141]. Ze wzgledu na duza roéznorodnosé
strukturalng polimeraz DNA dokonano ich podziatu na osiem rodzin: A, B, C, D, X, Y,
RT 1 AEP [136][1]. Wigkszo$¢ polimeraz DNA stosowanych w reakcji PCR nalezy do
rodziny A 1 B polimeraz DNA, pochodzacych z bakterii termofilnych 1 archeonow. Kazda
polimeraza DNA wykorzystywana w reakcji amplifikacji materialu genetycznego
powinna posiada¢ cechy wazne m.in. z punktu widzenia samego procesu, ale
1 koncowego przeznaczenia zamplifikowanego DNA — np. klonowania DNA
1 diagnostyki molekularnej. Do najbardziej istotnych wiasciwosci zalicza si¢:
termostabilnos$¢, szybkos¢ wydluzania DNA, wiernos$¢, procesywnos¢, specyficznose,
odporno$¢ na zanieczyszczenia i inhibitory, mozliwo$¢ dotaczania zmodyfikowanych
nukleotydéw 1 zdolno$¢ korektorska zwigzang 2z posiadaniem aktywnos$ci
nukleolitycznej. Polimerazy DNA rodziny A bakterii rodzaju Thermus nadal naleza do
najczesciej uzywanych w diagnostyce molekularnej i1 dotycza przede wszystkim
powszechnie stosowanej polimerazy DNA Taq pochodzacej z T aquaticus, uwazanej za

enzym referencyjny. Z innych gatunkéw bakterii rodzaju Thermus wyizolowano oraz
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scharakteryzowano szereg polimeraz DNA, w duzej mierze o podobnych wlasciwosciach
do bialka referencyjnego Taq, w tym polimerazy DNA: Tfi z T filiformis, Tfl z T. flavus,
Tbr z T. brockianus, Tca z T. caldophilus 1 Tth z T. thermophilus. Niewielkie rdznice
w sekwencjach aminokwasowych polimeraz DNA pochodzacych z tego samego rodzaju
mikroorganizmu, ale réznego gatunku mogg skutkowa¢ drastycznymi zmianami ich
wlasciwosci, co sugeruje, ze mozliwe jest otrzymanie polimeraz DNA o ulepszonej
funkcjonalnosci [135]. Ponadto polimerazy DNA rodziny A z innych termofilnych
bakterii zostaty wyizolowane i wdrozone do komercyjnej sprzedazy, jak chociazby
z rodzaju Thermotoga, np. polimeraza DNA Tma z 7. maritima i polimeraza DNA Tne
z T. neapolitana [99]. Pomimo stale wzrastajacej liczby modyfikowanych, a zarazem
dostepnych komercyjnie polimeraz DNA, wcigz istnieje ogromne zapotrzebowanie na
enzymy o nowych cechach [142], a niniejsza praca wskazuje na jeden z mozliwych
kierunkow modyfikacji polimeraz DNA.

Polimeraza DNA Pfu pochodzaca z hipertermofilnego archeona Pyrococcus
furiosus jest znacznie bardziej termostabilna niz polimeraza DNA Taq [143], dlatego jej
modyfikacje cieszg si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem wsrod naukowcow. Efektywna
amplifikacja DNA w reakcji PCR wymaga polimerazy DNA, ktora jest nie tylko wysoce
termostabilna, ale takze charakteryzuje si¢ duzg wiernoscig i szybkoscia syntezy DNA.
Zdolnos¢ polimerazy DNA do przeprowadzania syntezy DNA bez dysocjacji od matrycy
nazywana jest procesywnos$cig. Definiuje si¢ ja jako S$rednig liczbg nukleotydow
wbudowanych przez czasteczke polimerazy DNA w trakcie jednej reakcji katalitycznej
[144][145]. Wysoka procesywnos¢ 1 wierno$¢ to podstawowe cechy polimerazy DNA,
ktore skracaja czas wydluzania 1 umozliwiaja bezbtedng amplifikacje diugich
fragmentow DNA [144]. Istotnym parametrem jest tez czutos¢, ktora pozwala na wydajna
amplifikacj¢ DNA przy uzyciu minimalnej ilo$ci matrycy [10]. Wszystkie wymienione
cechy odnoszg si¢ m.in. do polimerazy DNA Pfu, dlatego jej r6zne modyfikacje, w tym
fuzyjne formy znajduja si¢ od wielu lat w kregu zainteresowan roznych zespotow
badawczych.

Najbardziej znang technika oparta na polimerazie DNA jest reakcja PCR, ktora
stanowi podstawowe narzedzie amplifikacji DNA [146]. Zwigkszenie szybko$ci oraz
procesywnosci stosowane] polimerazy DNA wptywa na efektywnos$¢ reakcji PCR
podczas analizy genetycznej, klonowania i1 diagnostyki. W wielu doniesieniach

naukowych coraz cze$ciej zwraca si¢ uwage na potrzebe pozyskiwania
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zmodyfikowanych polimeraz DNA o ulepszonych wlasciwosciach do reakcji PCR.
Elshawadfy i wspotpracownicy wykazali, ze potaczenie domen biatkowych o pozadanych
cechach z kilku polimeraz DNA w jeden enzym chimeryczny moze zwigkszy¢ zarowno
szybkos$¢, jak 1 procesywnos¢ podczas reakcji PCR [127]. Podobnie Yamagami i in.
tworza nowe polimerazy DNA poprzez zamian¢ domen zwigzanych z miejscem
aktywnym polimerazy DNA wystepujacych u organizmow bytujacych w goracych
zrodtach w celu selekcji hybrydowych polimeraz DNA o pozadanych wtasciwosciach
[147].

Polimerazy DNA s3 kluczowymi narzedziami w biotechnologii molekularne;j,
umozliwiajacymi wydajng, szybka i doktadng amplifikacjc DNA, jednak wiele
pozadanych cech tych enzymow, jak zostato to juz wyzej omdwione, nie jest obecna
w natywnych formach polimeraz DNA. Nowe lub ulepszone wlasciwosci mozna
wprowadzi¢ poprzez mutageneze lub tworzenie chimer biatkowych. Inzynieria
genetyczna pozwolita na otrzymanie polimeraz DNA, ktore tolerujg ekstremalne warunki
lub obecno$¢ inhibitorow w znaczacych stgzeniach [1]. Niniejsza praca prezentuje
przyklad wykorzystania inzynierii genetycznej do proby poprawy wlasciwosci
najbardziej popularnej na $wiecie fuzyjnej polimerazy DNA (Pfu-Sso7d) o komercyjne;j
nazwie Phusion, wyposazonej w jednego partnera fuzyjnego (biatko Sso7d), poprzez
otrzymanie innych fuzyjnych wariantow tej polimerazy DNA wyposazonych
w dodatkowe domeny wigzace kwasy nukleinowe czyli biatko NeqSSB lub Sso7d.

Na podstawie wielu wykonanych do tej pory analiz przez r6zne grupy badawcze,
w tym zespot naukowy dr hab. inz. Marcina Olszewskiego, poznany zostal pozytywny
wplyw faczenia polimerazy DNA (np. Taq) z innymi biatkami wigzacymi zar6wno
ssDNA jak 1 dsDNA na wtasciwosci fuzyjnych polimeraz DNA. Z danych literaturowych
wynika, Zze poprawie ulegla procesywnos¢, czutos¢, szybkos¢ syntezy czy odpornos¢ na
stosowane w reakcji inhibitory [93][94].

Uzyte w niniejszej pracy biatka wigzace DNA sg wynikiem wnikliwej analizy
dostepnej literatury. Biatka fuzyjne sa znane, ze swoich unikalnych wtasciwosci,
a w ostatnich latach literatura podaje coraz wigcej przyktadow fuzji biatkowych
o poprawionych wlasciwosciach w odniesieniu do polimerazy DNA dzikiego typu.
Jednym z przyktadow moga by¢ np. odwrotne transkryptazy w skrécie RT (ang. reverse
transcriptase), ktore sa polimerazami DNA zaleznymi od RNA, rutynowo stosowanymi

zarbwno w badaniach podstawowych, jak 1 diagnostyce wykorzystywanej do
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profilowania transkryptomu, czy wykrywania wirusow RNA-zaleznych. Odwrotne
transkryptazy powinny charakteryzowaé si¢ wyzsza optymalng temperaturg syntezy
cDNA, wysokg stabilnoscig termiczng, procesywnoscia oraz tolerancja na
zanieczyszczenia pochodzace z analizowanych substancji biologicznych. Skonstruowano
szereg fuzyjnych form odwrotnej transkryptazy, opartych na kombinacji odwrotnej
transkryptazy M-MuLV (ang. murine leukemia virus) i domen wigzacych DNA: domeny
wigzacej DNA ligazy DNA Pyrococcus abyssi i biatka Sto7dz Sulfolobus tokodaii,
odpowiednika Sso7d. Fuzyjne formy odwrotnej transkryptazy wykazywaty t¢ samg
optymalng temperatur¢ syntezy DNA i wydajnos¢, co niezmodyfikowany enzym.
Natomiast procesywnos$¢ i wydajnos¢ syntezy cDNA przez fuzyjng forme¢ odwrotnej
trankryptazy ze Sto7d wzroslta kilkukrotnie. Przytaczenie Sto7d do C-kofica odwrotne;j
transkryptazy M-MuLV zwigkszyto tolerancj¢ tego enzymu na znane inhibitory
amplifikacji DNA tj. NaCl, mocznik, chlorek guanidyny, formamid, sktadniki ludzkiej
krwi pelnej 1 osocza krwi ludzkiej. Zatem polaczenie odwrotnej transkryptazy M-MuLV
z dodatkowa domenag wiazaca kwasy nukleinowe zaowocowalo otrzymaniem enzymu
o pozadanych walorach aplikacyjnych, charakteryzujacym si¢ zwigkszong odpornoscia
na inhibitory i zwiekszong wydajnoscig syntezy cDNA [96].

Ze wzgledu na stale rosngce zainteresowanie fuzyjnymi polimerazami DNA
o unikalnych cechach, interesujacymi wlasciwosciami biatka Sso7d 1 NeqSSB
w kowalencyjnym polaczeniu z polimerazami DNA, w niniejszej pracy podjeto probe
skonstruowania fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA Pfu, w konfiguracjach
dotychczas niespotykanych w literaturze. W przypadku otrzymywania fuzyjnych
polimeraz DNA literatura wskazuje na ogromne zainteresowanie wtasciwosciami biatka
Sso7d, ktore wydaje si¢ by¢ najlepiej poznanym oraz najcze¢sciej wykorzystywanym
bialkiem wigzacym DNA w fuzjach z polimerazami DNA. Nalezy jednak pamigtal, ze
mechanizmy, ktére pozwalajg polimerazom DNA osiggngé wysoka procesywnos¢, sg
czgsto specyficzne dla danej polimerazy i1 nie mozna ich uogdlnia¢ na inne.
Wykorzystujac biatko Sso7d wykazano, ze procesywnos$¢ zarowno polimeraz rodziny A,
jak 1 rodziny B mozna znacznie zwickszy¢ [102]. Wprowadzajac mutacje punktowe
w Sso7d dowiedziono natomiast, ze wlasciwo$¢ wigzania dsDNA przez Sso7d jest
niezbedna do polepszenia wlasciwosci polimeraz DNA. Po pierwsze, fuzja
heterologicznego biatka wigzacego dsDNA z polimeraza DNA moze zwigkszy¢

procesywnos¢ bez uszczerbku dla aktywnos$ci katalitycznej 1 stabilno$ci enzymu. Po
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drugie enzymy fuzyjne wykazuja znaczng przewage nad niezmodyfikowanymi
enzymami w zastosowaniach PCR [98].

Natomiast wykorzystujac biatko Sso7d do kowalencyjnego potaczenia
z polimerazg DNA Taq na jej koncu aminowym, przedstawiono przydatnos$¢ takiego
fuzyjnego enzymu do przeprowadzania reakcji PCR bezposredniego z ludzkiej krwi
peinej oraz do wykrywania wirusa zapalenia watroby typu B bezposrednio z probek
klinicznych, bez potrzeby izolacji materiatu genetycznego. Dzigki fuzji uzyskano tez
zwigkszong termostabilno$¢ polimerazy DNA Sso7d-Taq (S-Taq) w pordwnaniu
z polimerazg DNA Taq oraz wykazano jej wyzsza stabilno§¢ w reakcji z dodatkiem
detergentow [100].

Badania naukowe przeprowadzone przeze mnie nieuj¢te W niniejszej pracy
doktorskiej wykazuja zasadno$¢ zastosowania biatka pochodzacego z archeonu
Nanoarchaeum equitans (NeqSSB). Biatko NeqSSB pochodzi z hipertermofilnego
archeonu posiadajacego najmniejszy zidentyfikowany genom przy jednoczesnej peinej
funkcjonalnosci kluczowej dla procesoéw transkrypcji, translacji i replikacji DNA. Biatko
NeqSSB ma charakter plejotropowy wykazujacy wiasciwosci wigzania jedno-
i dwuniciowego DNA, jak tez RNA. W niniejszej pracy przeprowadzono poréwnanie
sekwencji aminokwasowych najwazniejszych biatek wigzacych DNA, uwzgledniajac
przede wszystkim modelowe biatko Sso7d (rysunek 11) oraz biatko NeqSSB, z ktérych
wynika, Ze pomimo duzych rozbieznos$ci w wielko$ci obu biatek 1 zgodno$ci sekwencji,
to ich regiony odpowiedzialne za oddziatywanie z DNA posiadaja podobne
zakonserwowane reszty aminokwasowe odpowiedzialne za wigzanie DNA. Ponadto
dokonano modelowania molekularnego biatka NeqSSB 1 pordéwnania struktur obu
termostabilnych bialek w kompleksie z DNA. Z analiz tych jednoznacznie wynika, ze
w obrebie porownywanych regionéw przedmiotowych biatek ich struktury wykazuja
duzy stopien podobienstwa, tgcznie z rozmieszczeniem waznych reszt aminokwasowych
odpowiedzialnych za interakcje z kwasami nukleinowymi.

Jedyna znang do tej pory fuzyjna polimeraza DNA wykorzystywana do reakcji
PCR z biatkiem NeqSSB jest polimeraza NeqSSB-TagS. Sekwencj¢ kodujaca polimeraze
DNA Taq Stoffel i1 biatko wigzace DNA z N. equitans poddano fuzji. Fuzyjne biatko
NeqSSB-TaqS wykazywalo znacznie wyzsza szybko$¢ wydtuzania, procesywnos¢,
termostabilno$¢ 1 wyzsza tolerancj¢ na inhibitory PCR niz niemodyfikowana polimeraza

DNA. Ponadto badania wykazaly, Ze polimeraza DNA NeqSSB-TaqS wykazuje duza
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tolerancje w stosunku do jonéw Mg?* oraz soli KCI1 lub (NH4),SOs. Uzycie polimerazy
DNA NeqSSB-TagS zamiast polimerazy DNA Taq moze by¢ lepszym wyborem w wielu
zastosowaniach PCR [93].

Na podstawie wyzej przytoczonych doniesien literaturowych do otrzymania
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA zostaty wybrane dwa biatka wigzace DNA:
Sso7d (wigzace dsDNA) oraz NeqSSB (wigzace ssDNA oraz dsDNA), ktorych obecnosé
polepszyta wtasciwosci dwoch z trzech zaprojektowanych w niniejszej pracy fuzyjnych
form archealnej polimerazy DNA.

W celu otrzymania trzech konstruktéw DNA tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-
Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d,
wykorzystano klonowanie metoda Gibsona, ktora umozliwia wstawienie jednego lub
wigkszej liczby fragmentow DNA w praktycznie dowolng pozycje zlinearyzowanej
czasteczki DNA wektora. Zastosowanie opisanej metodyki w niniejszej pracy pozwolito
na efektywne otrzymanie zaprojektowanych konstruktow DNA. W porownaniu
z konwencjonalng metoda klonowania, wykorzystanie techniki Gibsona w znacznym
stopniu skrocilo czas otrzymania konstruktow DNA.

Najczesciej stosowanym  systemem  ekspresji  gendw  heterologicznych
pochodzenia prokariotycznego jest system bakteryjny oparty na szczepach E. coli, ze
wzgledu na liczne zalety takie jak krotki czas trwania hodowli, wysoki poziom ekspres;ji
docelowych genéw, tatwe oczyszczanie rekombinowanych biatek oraz niskie koszty
prowadzenia hodowli [148]. W niniejsze] pracy przetestowano ekspresje genow
kodujacych fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA w rdéznych szczepach
bakteryjnych E. coli. Analiza produkcji bialek w wyzej wymienionych szczepach,
wykazala najlepsza wydajno$¢ w przypadku komorek E. coli BL (DE3) RIL.

W celu oczyszczenia fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA wybrano
chromatografi¢ metalopowinowactwa (ztoze HisTrap), ktéra jest bardzo czesto
stosowang technika wykorzystywang przy oczyszczaniu polimeraz DNA [100].
Charakteryzuje si¢ ona prostota przy jednoczesnym zachowaniu wydajnosci
oczyszczania biatek. Metoda ta zostala wybrana wzorujac si¢ na przyktadzie dostepnego
w literaturze opisu wydajnego sposobu oczyszczania polimerazy DNA Taq. W przypadku
produkcji enzymoéw na duzg skale, wysitek, czas 1 koszty sg kluczowymi czynnikami.
Polimeraza DNA Taq ze znacznikiem His byla produkowana w komorkach E. coli

1izolowana w pierwszym etapie przez denaturacj¢ termiczng lizatu bakteryjnego, by
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pozby¢ si¢ termolabilnych bialek gospodarza. Polimeraza DNA Taq jest biatkiem
termostabilnym, dlatego po denaturacji pozostaje we frakcji rozpuszczalnej, a nastepnie
oczyszczono j3 za pomocg chromatografii metalopowinowactwa. Dzigki temu uzyskano
enzym o wysokiej jakosci 1 czysto$ci, o aktywno$ci poréwnywalnej z wickszoscig
dostepnych na rynku odpowiednikow [100][149]. Sugerujac si¢ m.in. w/w danymi
literaturowymi 1 do$wiadczeniem wilasnym postanowiono w ramach niniejszej pracy
oczysci¢ fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA dwuetapowo tzn. z wykorzystaniem
denaturacji termicznej 1 chromatografii metalopowinowactwa, poniewaz wszystkie
docelowe biatka fuzyjne wykazaty termostabilno$¢. Uzyskane fuzyjne formy archealnej
polimerazy DNA oczyszczono na ztozu HisTrap z wysoka czystos$cig i wydajnoscia
(Wyn. 8.2.2).

Zanieczyszczenie kwasami nukleinowymi gospodarza rekombinowanych
polimeraz DNA stanowi powazny problem, zwlaszcza podczas amplifikacji DNA,
poniewaz ich obecno$¢ moze powodowaé powstawanie niespecyficznych produktow
PCR. Wszystkie polimerazy DNA sa bialkami wigzacymi DNA, ktére powinny by¢
pozbawione DNA w procesie ich oczyszczania rowniez tego, ktore jest z nimi zwigzane.
W zwigzku z tym niezmiernie waznym etapem bylo usunigcie z preparatow
enzymatycznych zanieczyszczen w postaci pozostatosci genomowego DNA E. coli za
pomocy saltonazy hydrolizujacej wszystkie formy kwaséw nukleinowych, ktéra obecnie
uwazana jest za najlepsza komercyjna nukleaze, m.in. ze wzgledu na aktywnos$¢ w bardzo
wysokich stezeniach soli 1 mozliwo$¢ nieodwracalnej inaktywacji w lagodnych
warunkach termicznych, nawet w temperaturze 55°C.

W celu potwierdzenia czy oczyszczone fuzyjne formy archealnej polimerazy
DNA zostaly skutecznie pozbawione pozostatosci DNA gospodarza, wykonano wstepny
test poprzez sprawdzenie czysto$ci otrzymanych preparatow biatkowych w agarozowym
tescie elektroforetycznym w obecnosci barwnika SimplySafe. Przeprowadzono takze
szczegdblowe badanie wykonujac reakcje PCR z udziatem starterow pozwalajacych na
amplifikacje fragmentu genu 16S-23S rDNA. Wyniki obu eksperymentdéw jednoznacznie
wykazaly, ze oczyszczone fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA nie zawieraja
kwasow nukleinowych, tym samym zostaly w petni przygotowane do dalszej czgsci prac
badawczych zwigzanych z okresleniem ich wtasciwosci (Wyn. 8.2.3)

Charakterystyka otrzymanych wariantow fuzyjnych form archealnej polimerazy

DNA sktadata si¢ z kilku etapoéw. Referencyjng polimeraze¢ DNA Refl Pfu-Sso7d
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uzyskano jednocze$nie ze wszystkimi pozostalymi wariantami enzymow (V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d), zapewniajac identyczne warunki
otrzymywania, co pozwolilo na przeprowadzenie dalszych wiarygodnych doswiadczen
porownawczych wszystkich preparatéw biatkowych. Komercyjnie dostepna polimeraza
DNA (np. Phusion) nie s3 odpowiednim enzymem referencyjnym ze wzgledu na brak
doktadnych informacji na temat wprowadzonych w niej modyfikacji w obrebie sekwencji
aminokwasowej, jak tez samym buforze do przechowywania. Z analiz
elektroforetycznych 1 badan spektrometrii mas (przeprowadzonych przez zespot
naukowy promotora) dot. badania zawarto$ci sktadnikow zawartych w sprzedawanych
polimerazach DNA wynika, ze zawieraja one niejednokrotnie liczne wzmacniacze
amplifikacji DNA jak np. albumina wolowa. Co wigcej, wyniki testOw ujawniane przez
producenta polimeraz DNA nie wskazujg parametréw, wedlug ktérych produkty sa
porownywane. Dlatego zasadnym bylo otrzymanie referencyjnej polimerazy DNA
w sposob identyczny jak pozostatych jej modyfikowanych fuzyjnych form
z dodatkowymi podstawnikami. By zachowa¢ wiarygodno$¢ wynikéw, kazdy
z przeprowadzonych eksperymentéw zwigzanych z charakterystyka badanych fuzyjnych
form polimerazy DNA odnosit si¢ do jednostki wyjsciowej tj. 1 U. Wiasciwosci
uzyskanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2
Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d zawsze porownywano do referencyjnej
polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. W poszczegolnych eksperymentach dotyczacych
charakterystyki molekularnej badanych biatek fuzyjnych wzorowano si¢ na dobrze
opisanej w literaturze metodyce ich wykonania [33][93][94][128][130][127][111][129].

Pierwszym etapem charakterystyki molekularnej bylo ustalenie optymalnych
warunkoéw dziatania kazdego z otrzymanych wariantow fuzyjnych form polimerazy
DNA. Przetestowano kilka komercyjnych buforéw, a nastgpnie wybrano dwa najlepsze,
ktore umozliwity ustalenie optymalnych stezen soli, stanowigcych kluczowy sktadnik
buforéw reakcyjnych, zapewniajacy odpowiednig wydajnos¢ amplifikacji DNA [93][94].
Warto podkresli¢, ze wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d jako jedyny dziatat praktycznie
w kazdym buforze, niezaleznie od ilosci uzytej do reakcji PCR. Z uwagi na rozbieznosci
w przypadku tolerancji stezen soli przez badane warianty biatek, jak réwniez utrudniong
mozliwos¢ doboru jednego buforu dla wszystkich otrzymanych fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA ustalono dwa bufory (Wyn. 8.3.1.3, tabela 56), ktore

stosowano w trakcie molekularnej charakterystyki otrzymanych fuzyjnych polimeraz
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DNA. Jedynie wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d wykazat tak szeroka tolerancj¢ na testowane
stezenia réznych soli (KCI, MgCl» oraz (NH4)2SO4) jak wariant referencyjny Refl Pfu-
Sso7d. Polimeraza DNA V1 Pfu-Sso7d-Sso7d wykazata wigksza tolerancje jedynie
w przypadku (NH4)2SO4 w stosunku do pozostatych wariantéw oraz referencji. Ogodlnie
jednak warianty V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d oraz V1 Pfu-Sso7d-Sso7d wykazaly znacznie
mniejszg tolerancje stosowanych stezen wybranych soli (Wyn. 8.3.1.2, tabela 53).
Prawdopodobnie obecnos$¢ kolejnego biatka wigzacego DNA nie wptywa istotnie na
zwiekszenie stezen tolerancji soli.

Kolejny test dotyczyt weryfikacji wydajnosci amplifikacji DNA w znacznie
wickszej puli komercyjnie dostepnych buforéw reakcyjnych. Najwigksza
uniwersalno$cig oraz zakresem tolerancji pH wykazal si¢ wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d,
zdecydowanie wigksza w porownaniu do Refl Pfu-Sso7d. Najmniejsza uniwersalnoscia
oraz zakresem tolerancji na zmienno$¢ warunkow reakcyjnych wykazat si¢ wariant V1
Pfu-Sso7d-Sso7d (Wyn. 7.3.1.3, tabela 54). Przeprowadzone eksperymenty nie pozwolity
na ustalenie jednego wspolnego buforu reakcyjnego dla wszystkich badanych enzymow.
Dla wariantow V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a takze biatka
referencyjnego Refl Pfu-Sso7d zostal wybrany bufor A, natomiast dla V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d bufor B (Wyn. 8.3.1.3, tabela 56). Literatura wskazuje, ze pierwotnym zalozeniem
stworzenia fuzyjnej polimerazy Pfu-Sso7d byto uzyskanie polimerazy DNA odpornej na
zmiany st¢zen soli w buforze reakcyjnym [150], co jak przedstawiaja uzyskane wyniki
W niniejszej pracy, nie udato sie. Taka tendencj¢ obserwujemy jedynie w przypadku
wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, poniewaz jako jedyny z otrzymanych wariantéw nie tylko
wykazal zdolno$¢ amplifikacji DNA w wigkszosci zastosowanych buforow (8 z 14), ale
ma takze najszerszy zakres tolerancji na rozne pH (tabela 54).

W dalszych badaniach ustalenie liczby aktywnych jednostek otrzymanych
fuzyjnych form polimerazy DNA, stato si¢ jednym z kluczowych eksperymentow,
poniewaz na jego podstawie okreslono jednakowe stezenia dla kazdego preparatu
enzymatycznego, tak by mozna bylo w sposob wiarygodny porownywaé wyniki
pozostalych testow migdzy nimi. Najwigksza jednostkowos¢ wykazata referencyjna
polimeraza DNA Ref1 Pfu-Sso7d, a dalej kolejno V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d 1V1 Pfu-Sso7d-Sso7d (Wyn. 8.3.1.4, tabela 57). Wszystkie uzyskane warianty
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA 1 biatka referencyjnego doprowadzono do

stezenia 1 U/ul. Analize przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
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firmy Biotum, EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay [93][130][94].

Kolejny etap, czyli weryfikacja minimalnej ilosci jednostek w reakeji,
umozliwiajgca wcigz wydajng amplifikacje DNA pozwolita na okreslenie aktywnos$ci
1 stabilnos$ci badanych polimeraz DNA w reakcji PCR. Kazdg z otrzymanych fuzyjnych
form archealnej polimerazy DNA [1 U] rozcienczono ponad 2000 razy. Ustalono, ze
wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d jest w stanie zamplifikowa¢é DNA nawet przy
maksymalnym zastosowanym rozcienczeniu, czyli jest ponad 64x aktywniejszy niz
polimeraza DNA Refl Pfu-Sso7d oraz 1000x aktywniejszy niz wariant V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d (Wyn. 8.3.1.5, tabela 59). Uzyskane wyniki wskazuja, ze nawet cz¢sciowa utrata
aktywnos$ci w przypadku wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d nie zmniejszy wydajnos$ci
amplifikacji DNA.

Nastepny etap wigzal si¢ z okresleniem stabilno$ci w temperaturze pokojowej
i termostabilnosci  otrzymanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA.
Eksperyment polegat na inkubacji wszystkich wariantoéw fuzyjnych form polimerazy
DNA oraz referencyjnej polimerazy DNA w trzech rdéznych temperaturach [33].
Zaktadano, ze fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA beda wysoce termostabilne.
Najwicksza termostabilnoscig, porownywalng do polimerazy Refl Pfu-Sso7d, zaréwno
w 95°C 1 jak 1 99°C charakteryzuje si¢ wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, okres pottrwania
w temp. 99°C wynosit >60 min, natomiast w 95°C wynosil >3 h czyli poréwnywalnie do
Refl Pfu-Sso7d. Najnizsza termostabilno$cig charakteryzowat si¢ wariant V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d, czas pottrwania w tym wypadku wynosit jedynie 5 min w 99°C, natomiast 10 min
w 95°C. W przypadku wariantu V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d w obu temperaturach czas
pottrwania wynosit 45 min. Weryfikacja aktywnos$ci w temperaturze pokojowej (Tpox) dla
wszystkich trzech wariantow wynosita >72h czyli porownywalnie z Refl Pfu-Sso7d
(Wyn. 8.3.1.6, tabela 60). Powyzsze wyniki moga mie¢ wptyw, na wydajno$¢ amplifikacji
DNA o specyficznym profilu temperaturowo-czasowym tzn. w przypadku zastosowania
dtugiego czasu denaturacji lub denaturacji w temperaturze podwyzszonej np. do 98°C.
Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna okresli¢, ze wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d,
podobnie jak Refl Pfu-Sso7d beda w stanie przeprowadzi¢ amplifikacj¢ DNA w bardzo
wymagajacych warunkach termicznych.

Procesywnos$¢ jest jednym z parametrow szeroko opisywanym w literaturze jako
ulegajacy poprawie w przypadku tworzenia fuzyjnych polimeraz DNA. Pozwala na

oznaczenie liczby nukleotydéw wbudowywanych w trakcie trwania reakcji przez jedna
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czasteczke polimerazy DNA [127]. Dla wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d wynosi on 22 nt,
czyli tyle samo ile w przypadku Refl Pfu-Sso7d. Natomiast dla pozostalych wariantow
czyli V1 Pfu-Sso7d-Sso7d — 20 nt, a dla V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d 21 nt, czyli mniej niz dla
Refl Pfu-Sso7d (Wyn. 8.3.1.7, tabela 61). Wysoka procesywnos$¢ swiadczy o mozliwosci
wydajnej amplifikacji DNA przez fuzyjne formy polimerazy DNA. Obecno$é
dodatkowych domen we wszystkich wariantach polimerazy DNA nie zwigkszyla jej
procesywnosci, tak jak poczatkowo zaktadano.

Kolejnym z istotnych oznaczanych parametrow byto okreslenie szybkosci syntezy
DNA. Przeprowadzenie tego eksperymentu moze mie¢ szczegdlne znaczenie w analizie
dhlugich produktow PCR [128]. Nalezy mie¢ jednak na wzgledzie, ze kazdy
z analizowanych uktadow jest inny oraz potrzebuje na poczatku zmudnej optymalizacji
warunkow reakcji, na ktore sktadajg si¢ dobdr profilu temperaturowo-czasowego,
wzmacniaczy, buforu reakcyjnego czy odpowiedniej iloSci starterow oraz stezenia
dNTPs. Otrzymane wyniki wskazuja na porownywalng szybko$¢ syntezy DNA przez V1
Pfu-Sso7d-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d w odniesieniu do Refl Pfu-Sso7d, ktora
wynosi 200 nt/s. Natomiast w przypadku V2 Sso7d-Pfu-Sso7d jest ona 4x nizsza
w poréwnaniu z pozostalymi wariantami oraz Refl Pfu-Sso7d i wynosi 50 nt/s (Wyniki
8.3.1.8, tabela 62). Otrzymane wyniki moga by¢ istotng wskazoéwka dla kierunku
projektowania nowych fuzyjnych polimeraz DNA, zwlaszcza w przypadku
otrzymywania dhlugich produktow PCR. Dodatkowe biatka w konstrukcji nowych
polimeraz DNA mogg poprawia¢, badz utrzymywaé procesywno$¢ na wysokim
poziomie, jednak moze to spowodowac¢ wydtuzenie czasu elongacji oraz szybkosSci
syntezy DNA, co mozna zaobserwowa¢ w przypadku wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d. Tak
zmodyfikowane enzymy nie nadaja si¢ do uzyskiwania dtugich produktéw PCR. Nie bez
znaczenia moze by¢ tutaj rodzaj biatka wiazacego DNA, czy sposob jego lokalizacji.
Otrzymywanie bardzo dtugich produktow PCR jest efektywniejsze w przypadku dodania
do mieszaniny reakcyjnej dwoch réznych polimeraz DNA [53]. Istotnym czynnikiem
w tym wypadku jest takze procesywnos¢ oraz szybko$¢ syntezy stosowanej polimerazy
DNA, dlatego w takiej sytuacji odpowiednia jest polimeraza DNA Taq, ktora
charakteryzuje sie wymagang wysoka procesywnoscia. Zeby uzyskaé¢ produkt PCR
znaczgcej wielkosci przy jednoczesnym zachowaniu wydajnosci reakcji stosuje si¢
mieszaning polimerazy DNA Taq oraz Pfu. Reakcja jest katalizowana przez polimeraze

DNA Taq, natomiast polimeraza DNA Pfu pelni funkcje korektorska [52][53].
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W przypadku bardzo dlugich produktow PCR projektowanie nowych enzymow
dedykowanych ich powstawaniu powinno raczej skupia¢ si¢ na tworzeniu mutacji
punktowych, niz na tworzeniu fuzyjnych wariantéw polimeraz DNA [150], ktorych nowo
pozyskane wtasciwosci mogg znalez¢ zastosowanie w szeroko pojetej diagnostyce, gdzie
kluczowa moze by¢ wysoka odporno$¢ na inhibitory.

Nastgpnym etapem pracy byla analiza czulo$ci otrzymanych fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA [129]. Wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d wykazujg 10x wickszg czuto$¢ niz referencyjna polimeraza DNA Ref1 Pfu-Sso7d,
co moze by¢ istotne z punktu widzenia laboratoriow diagnostycznych, gdzie st¢zenia prob
czesto sg niskie. Natomiast czuto§¢ enzymu V1 Pfu-Sso7d-Sso7d jest na takim samym
poziomie jak dla biatka referencyjnego Refl Pfu-Sso7d (Wyn. 8.3.1.9, tabela 63).

W dalszej kolejnosci sprawdzono wydajnos¢ amplifikacji matryc bogatych w GC
[93][94], co jest istotne w przypadku badan m.in. bakterii rodzaju Mycobacterium.
Amplifikowana sekwencja wykorzystana podczas eksperymentéw zawierata az ok. 80%
par GC przy czym cze$¢ zawierala dlugie ciagi nukleotydow G obok siebie nawet do
29 G. Analiza wynikow uzyskanych w tych dos$wiadczeniach z udzialem badanych
enzymow pozwolila na ustalenie, ze zard6wno wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d jak i Refl
Pfu-Sso7d sg w stanie wydajnie amplifikowa¢ matryce bogate w pary GC, czego nie
mozna stwierdzi¢ w przypadku wariantéw V1 Pfu-Sso7d-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d, mimo dokonania wielu prob optymalizacyjnych (Wyn. 8.3.1.10, rysunek 34).

Kolejne eksperymenty dotyczyly amplifikacji DNA z udzialem badanych
enzymoOw w obecnos$ci inhibitoréw, przy czym ze wzgledu na obszerno$¢ uzyskanych
rezultatow dyskusje z nimi zwigzang przeniesiono na koniec tego rozdziatu.

Dodatkowo okreslono takze wptyw dodatkowego biatka wiazacego DNA na
hybrydyzacje oligonukleotydow komplementarnych do matrycy. Zar6wno w przypadku
wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d jak i V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d zastosowanie zr6znicowane]
temperatury przylaczania starterow w zakresie 55°C — 72°C nie wptyneto na wydajnosé
amplifikacji DNA. Uzyskane wyniki sg pordwnywalne z otrzymanymi dla referencyjnej
polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Jedynie w przypadku wariantu V1 Pfu-Sso7d-Sso7d
wydajno$¢ amplifikacji DNA drastycznie spada przy zastosowaniu temperatury wyzszej
niz optymalna dla wykorzystywanych starterow, tzn. produkt PCR powstaje w zakresie
temperatury przylaczania starterow od 55°C do 66,5°C, czyli zdecydowanie odbiega od
wynikow osiagnietych przez pozostate enzymy (Wyniki 8.5.1, rysunek 40).

168



Ostatnim etapem pracy byta weryfikacja oddzialywan otrzymanych fuzyjnych
form archealnej polimerazy DNA z ssDNA oraz z dsDNA z wykorzystaniem testu EMSA
[111]. Wyniki przeprowadzonego testu wskazuja na zwigkszong zdolno$¢ wigzania
zaré6wno jedno- jak i dwuniciowego DNA jedynie przez wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d,
w odniesieniu do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d. Najmniejsza
zdolno$cig wigzania ss- i dsDNA charakteryzuje si¢ wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d,
natomiast wyniki uzyskane dla wariantu V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d wskazujg, iz nastgpito
czgsciowe pogorszenie zdolno$ci wigzania obu form kwaséw nukleinowych. Dane
literaturowe dowodza, ze zwigkszenie oddziatywania z dwuniciowym DNA przez
polimerazy DNA jest istotnym warunkiem do polepszenia wtasciwosci nowych
polimeraz DNA, co jest zgodne z wigkszo$cia wynikoéw uzyskanych dla wariantu V2
Sso7d-Pfu-Sso7d [98] (Wyniki 8.5.2, rysunek 41.). Warto doda¢, Zze enzym ten wigze tez
efektywniej jednoniciowe DNA niz referencyjna polimeraza DNA i to tez moze mieé
pozytywny wplyw na poprawe jego parametrow.

Najistotniejszymi eksperymentami z punktu widzenia diagnostyki molekularnej
byly prace zwiazane ze sprawdzeniem odpornosci otrzymanych fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA na szereg inhibitorow wystepujacych w probkach
klinicznych zaréwno ludzkich, zwierzecych jak 1 srodowiskowych. Dodatkowe biatka
wiazace, ktorymi zostaty zmodyfikowane polimerazy DNA by¢ moze nie sg najlepszym
rozwigzaniem do otrzymywania dtugich produktéw PCR, ale moga zwigksza¢ odpornos¢
fuzyjnych polimeraz DNA na inhibitory, ktore stanowig ogromny problem w diagnostyce
[93][96][100][94]. W analizach wykorzystano inhibitory takie jak krew petna EDTA,
heparyna, ampicylina, etanol, izopropanol oraz kwas humusowy. Sa to jedne z najczgsciej
wystepujacych w badanych probkach inhibitoréw, ktore moga hamowac reakcje PCR
nawet w niskich stezeniach.

Najwigksza odpornos¢ na kazdy z zastosowanych inhibitorow wykazuje wariant
V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, minimum dwukrotnie wigksza niz biatko referencyjne Refl Pfu-
Sso7d, co jest doskonatym rezultatem i1 spojnym z wynikiem dot. badania oddziatywan z
DNA - wariant ten osiaggnal najlepsza zdolnos¢ ich wigzania. W polaczeniu z jego
zwigkszong czutoscig, moze mie¢ to istotne znaczenie w przypadku badania
zanieczyszczonych inhibitorami probek m.in. w laboratorium diagnostycznym probek
zwierzgcych, gdzie przeprowadzono czgs$¢ eksperymentdw. Najmniejszg odpornosé na

stosowane inhibitory wykazuje wariant V1 Pfu-Sso7d-Sso7d (Wyniki 8.4, tabela 64, 65,
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66, 67, 68).

Biorac pod uwage wszystkie wykonane eksperymenty najbardziej uniwersalnym
enzymem jest zdecydowanie wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d. Sposrod wszystkich
otrzymanych fuzyjnych form polimerazy DNA zostal on poddany najwigkszej ilosci
eksperymentéw ze wzgledu na najlepsze wlasciwosci jakie wykazal we wcze$niej
przeprowadzonych doswiadczeniach. Uniwersalno$¢ buforéw, stosowanego profilu
temperaturowo-czasowego, odpornosci na inhibitory sprawia, ze moze by¢ doskonaltym
rozwigzaniem w roznego typu laboratoriach diagnostycznych. Jako jedyny dziata w
szerokiej puli komercyjnie dostgpnych buforow reakcyjnych oraz wydajnie amplifikuje
DNA bez wzgledu na zastosowany profil temperaturowo-czasowy. Dodatkowo warianty
V1 Pfu-Ss07d-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d nie sa w stanie amplifikowa¢ matrycy
zawierajace] w swojej sekwencji ponad 80% par GC, co jest istotnym problemem z
punktu widzenia diagnostyki molekularnej w przypadku analiz materiatu genetycznego
bogatego w pary GC. Odpornos$¢ na szeroki zakres inhibitoréw w przypadku wariantu V2
Sso7d-Pfu-Sso7d oraz mozliwo$¢ bezposredniego dodatku probek klinicznych jako
matrycy do reakcji PCR, pozwolitoby na znaczne obnizenie kosztéw pracy laboratoriow
klinicznych. Ponadto dzigki wykorzystaniu biatka V2 Sso7d-Pfu-Sso7d mozna
zniwelowaé negatywny wplyw czynnikdéw inhibujacych amplifikacje DNA, jakie moga
znalez¢ si¢ nawet w wyizolowanym DNA.

Jak juz wielokrotnie podnoszono dodatek biatka wigzacego DNA moze w
znacznym stopniu wplyna¢ na poprawe cech otrzymywanych fuzyjnych form polimerazy
DNA. Powyzej omoéwione wyniki wskazuja na to, ze dotaczenie kolejnego biatka do
polimerazy DNA, tak jak ma to miejsce w przypadku wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d,
moze wzmocni¢ odporno$¢ polimerazy DNA na inhibitory. Co wigcej pozwala takze na
zastosowanie szerokiej puli buforow reakcyjnych oraz ich pH bez zmniejszenia
wydajnosci reakcji PCR. W przeciwienstwie do wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d wariant
V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, mimo obecnosci dodatkowego tego samego biatka wigzacego
DNA, ale zamieszczonego na C-koncu polimerazy DNA (jako kolejne biatko Sso7d) nie
wykazuje polepszenia jakichkolwiek wlasciwos$ci. Przeprowadzone z udzialem tego
enzymu eksperymenty wskazuja wrgcz na znaczace obnizenie wydajnosci amplifikacji
DNA, drastyczny spadek odpornosci na inhibitory i termostabilno$ci oraz problemy z
doborem odpowiedniego buforu reakcyjnego.

Sposrdd trzech otrzymanych wariantow tylko jeden z nich wykazuje sig
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unikalnymi wlasciwosciami, ktorych jest co najmniej kilka. Wptyw na to ma zarazem
dobdr wlasciwego biatka wigzacego kwasy nukleinowe, jak tez wybor jego miejsca
przylaczenia do polimerazy DNA. Otrzymanie polimerazy DNA o wszechstronnych
cechach 1 aplikacjach jest nie lada wyzwaniem, by¢ moze nieosiggalnym, ale z calg
pewnos$cig mozna i nalezy projektowac nowe polimerazy DNA, ktére wykazuja unikalne
cechy dedykowane do okreslonych zastosowan. Niniejsza praca doktorska wskazata
nowy kierunek do prowadzenia dalszych badan zwigzanych z modyfikowaniem
polimeraz DNA, w celu nadania im cennych wtasciwosci.

Polimerazy DNA sg obecne we wszystkich organizmach i s3 waznymi enzymami
syntetyzujacymi czasteczki DNA. Znajduja one zastosowanie w réznych dziedzinach
nauki, przede wszystkim jako niezbedne sktadniki do syntez DNA in vitro, gtdéwnie
reakcji PCR. Nowoczesna diagnostyka, biologia molekularna i1 inZynieria genetyczna
potrzebuja polimeraz DNA, ktoére przewyzszaja wilasciwosciami dotychczas poznane
m.in. wykazuja lepsza wydajno$¢ amplifikacji DNA w zréznicowanych warunkach.

Reakcja PCR 1 jej liczne odmiany od wielu lat zajmuja bardzo wazne miejsce
w diagnostyce, zarowno ludzkiej, jak 1 zwierzecej, czy $§rodowiskowej. Do czynnikow
wpltywajacych na jakos$¢ uzyskiwanych wynikéw w diagnostyce naleza migdzy innymi
wykorzystywane w laboratoriach polimerazy DNA. Wptywaja one przede wszystkim na
wydajnos¢ 1 wierno$¢ prowadzonych amplifikacji DNA podczas rutynowo
wykonywanych reakcji PCR. Oprécz wspomnianej wydajnos$ci 1 wiernosci polimeraza
DNA w zastosowaniach diagnostycznych powinna wykazywac si¢ takze, a nawet w opinii
czesci naukowcow przede wszystkim odpornoscig na inhibitory, ktdrych niejednokrotnie
nie sposob unikng¢ mimo izolacji materialu genetycznego. Na szczegdlng uwage
zastuguje krew oraz jej pochodne, ktore sa gtdéwnym i najczesciej dostarczanym do
laboratorium materiatem do badan. Poszukiwane sg polimerazy DNA, ktére wykazuja si¢
duza odpornoscig na réznego rodzaju inhibitory, bez utraty aktywnos$ci. Jednym
z najlepszych rozwigzan okazuje si¢ mozliwos¢ wykorzystania do reakcji PCR fuzyjnych
polimeraz DNA, ktore niejednokrotnie juz dowiodly swojej wyzszosci w stosunku do
dotychczas rutynowo wykorzystywanych w laboratoriach polimeraz DNA.

Majac na uwadze fakt stalego zapotrzebowania na polimerazy DNA
o zwigkszonej efektywnosci 1 odpornosci na inhibitory postanowiono podjacé si¢
zaprojektowania, produkcji, charakterystyki i zastosowania opisanych w niniejszej pracy

doktorskiej trzech réznych wariantow fuzyjnych archealnych form polimerazy DNA
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tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d. Otrzymanie
tego typu fuzyjnych polimeraz DNA miato na celu wykazanie pozytywnego wptywu fuzji
dwoch roéznych biatek partnerskich wigzacych kwasy nukleinowe na odpornos$¢ na
inhibitory przy zachowaniu dotychczasowych parametréw, w tym czutosci, co moze miec
szczegolne wpltyw na efektywniejsze wykonywanie badan w laboratoriach
diagnostycznych lub kryminalistycznych. Przeprowadzone i opisane w niniejszej pracy
eksperymenty wykazaty, ze jest mozliwe uzyskanie doskonalszego enzymu niz uwazane
za najlepsze dostgpne na rynku i opisane w literaturze biatka fuzyjne do reakcji PCR,
czego doskonatym przyktadem a zarazem wielkim sukcesem jest fuzyjna forma
polimerazy DNA V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, bedaca owocem moich badan.

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki poszerzyly wiedz¢ podstawowa z zakresu
biologii molekularnej oraz inzynierii genetycznej fuzyjnych form archealnej polimerazy
DNA. Natomiast uzyskane wyniki i wyciagni¢te wnioski stanowig cenne wskazoéwki,
ktoére moga by¢ wykorzystane do projektowania innych wariatow fuzyjnych polimeraz

DNA
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10. Podsumowanie

Od wielu lat zesp6t dr hab. inz. Marcina Olszewskiego prof. uczelni prowadzi
badania nad termostabilnymi polimerazami DNA oraz biatkami oddziatywujacymi
z kwasami nukleinowymi. Dzi¢ki zastosowaniu technik biologii molekularnej zespét ten
otrzymal i scharakteryzowal bialko wiazace wszystkie formy DNA pochodzace
z Nanoarcheum equitans (NeqSSB) 1 wykazal jego potencjalne znaczenie w rozwoju
fuzyjnych form bakteryjnych polimeraz DNA.

Niniejsza praca dotyczyta badan nad fuzyjnymi formami archealnej polimerazy
DNA, ktorej gtownym celem bylo zbadanie wpltywu dodatkowych bialek wigzacych
zardwno jedno- jak i dwuniciowe DNA na wilasciwos$ci najbardziej komercyjnie znanej
fuzyjnej polimerazy DNA, posiadajacej jedno biatko fuzyjne (Sso7d) na C-koncu. W toku
badan zaprojektowano, wyprodukowano i scharakteryzowano trzy rézne fuzyjne formy
archealnej polimerazy DNA. Dwie z nich posiadaty fuzj¢ z bardzo dobrze opisanym
w literaturze biatkiem Sso7d. Zbadano wptyw umiejscawiania biatka wigzacego DNA na
wlasciwosci uzyskanych fuzyjnych form polimeraz DNA. Przeprowadzona analiza
wykazala, iz obustronna eskorta polimerazy DNA (biatko partnerskie na jej N- 1 C-
koncu) w znaczny sposob wplywa na odpornos¢ na szeroki zakres inhibitoréw czgsto
spotkanych w probkach analizowanych przez laboratoria diagnostyczne. Ponadto oba
biatka fuzyjne cechuja si¢ zwigkszong czutoscia i1 aktywnoscia w pordwnaniu
z referencyjng polimerazag DNA Refl Pfu-SSo7d. Wariant posiadajacy obustronng fuzje
tego samego biatka partnerskiego (V2 Sso7d-Pfu-Sso7d), wykazuje wysoka wydajnosé¢
enzymatyczng 1 amplifikuje DNA praktycznie bez wzgledu na zastosowane warunki
reakcji PCR.

Trzeci wariant (V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d) fuzyjnej formy polimerazy DNA
zawierajacy biatka wigzace kwasy nukleinowe na obu koncach wykazywat si¢ wyzsza
czulo$cig, aktywnoscig oraz odporno$cig na inhibitory, takie jak krew pelna w stosunku
do referencyjnej polimerazy DNA Refl Pfu-Sso7d.

Analiza poréwnawcza dwdch uzyskanych w niniejszej pracy wariantoéw wykazata
lepsze wlasciwosci dla wariantu V2 Sso7d-Pfu-Sso7d niz dla wariantu V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d. Analiza sekwencji aminokwasowej obu biatek partnerskich wigzacych DNA, czyli
Sso7d 1 NeqSSB, ujawnita znaczace rdznice, niemniej jednak ich struktury przestrzenne

wykazuja znaczace podobienstwo, zwlaszcza w rejonie odpowiedzialnym za
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oddziatywanie z kwasami nukleinowymi. Zastosowanie podwdjnej fuzji identycznych
bialek wigzacych DNA na C- koncu polimerazy DNA (V1 Pfu-Sso7d-Sso7d) wplyneto
negatywnie na jej aktywno$¢ 1 wszystkie badane parametry, a takze spowodowato utrate
odpornosci na inhibitory.

Uzyskane wyniki wykazuja zasadno$¢ wykorzystania technik inzynierii
genetycznej i zastosowania odpowiednio umiejscowionych bialek partnerskich do
opracowywania innowacyjnych enzymow o unikalnych wiasciwosciach, w tym

fuzyjnych polimeraz DNA.
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fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA pod wptywem dodatku MgCl,, KCl, oraz
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95°C jak 1 99°C. Uzyskane wyniki poréwnywano do referencyjnej polimerazy DNA Refl
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polimerazy DNA. Aktywno$¢ okreslono z wykorzystaniem reakcji real-time PCR przy
uzyciu barwnika EvaGreen [Mat.6.15], ktory pozwolit na oszacowanie réznic w
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temperaturach [Met. 7.9.2]. W reakcji real-time PCR wykorzystano startery DM2 F/DM?2
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193



polimerazy DNA, natomiast niebieski okresla zmiany aktywnos$ci dla pozostatych
wariantoéw, tj. V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d.
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fioletowym po 1 min od zainicjowania reakcji, kolorem zielonym po 2 minutach od
zainicjowania reakcji, natomiast kolorem niebieskim po 5 min od zainicjowanej reakcji.
Inkubacja po zainicjowaniu reakcji byta prowadzona w 72°C [Met. 7.9.3]. V1 oznacza
V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d ......ccccooiiiiieiiiiii e 137

Rysunek 33. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego produktow PCR o okreslone;
wielkosci (300 pz, 500 pz, 1000 pz) uzyskanych przy wykorzystaniu fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami zostaly okreslone zastosowane czasy
elongacji dla przeprowadzonych reakcji PCR [Met. 7.9.4]. W reakcji PCR wykorzystano
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napiecie: 100 V [Met. 7.1.3], M —marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat.
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Rysunek 34. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego przedstawiajace analize
czutosci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami oznaczono
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oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3
NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem
barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdzialu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3],
M — marker wielko$ci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11] .......cccceovveernnnnne 141

Rysunek 36. Wyniki rozdzialu elektroforetycznego umozliwiajace porownanie
wplywu stosowanych inhibitorow: heparyny oraz krwi psiej na wydajno$¢ amplifikacji
DNA przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami umieszczono
stezenia dla kazdego z wykorzystywanych inhibitorow [Met. 7.9.7]. W reakcji PCR
wykorzystano startery DM2 F/ DM2 R, oczekiwana wielko$¢ produktu 294 pz oraz
WFFES F/ WFFS R o oczekiwanej wielkosci produktu 284 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza
V1 Pfu-Sso07d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-
Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika
SimplySafe [Mat.6.11]; czas rozdziatu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3], M — marker
wielko$ci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6. 117 ...cocueeiiiiiiiiiiiiieiieieeec e 143

Rysunek 37. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego umozliwiajace porownanie
wptywu krwi pelnej EDTA jako matrycy (jednocze$nie inhibitor 1 zrodto matrycy) w
reakcji PCR na wydajno$¢ amplifikacji przez fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA.
Nad studzienkami umieszczono st¢zenie dodawanej krwi pelnej EDTA do mieszaniny

reakcyjnej [Met.7.9.7]. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/ DM2 R,
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oczekiwana wielko$¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2
oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl
Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas
rozdzialu: 25 min; napiecie: 100 V [Met. 7.1.3]; M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp
DNA Ladder [Mat. 6. 117 ...uoiiiiiieieeiieseeeee ettt 144

Rysunek 38. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego poréwnujace wptyw dodatku
ampicyliny na wydajnos¢ amplifikacji DNA przez otrzymane fuzyjne formy archealne;j
polimerazy DNA. Nad studzienkami umieszczono stezenie dodawanego antybiotyku do
mieszaniny reakcyjnej [Met. 7.9.7]. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2 F/ DM2
R, oczekiwana wielko$¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d,
V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza
Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem barwnika SimplySafe [Mat.6.11]; czas
rozdziatu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3], M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp
DNA Ladder [Mat. 6. 117 ...uiiiiiiiieiieeiieseeeiee ettt 146

Rysunek 39. Wyniki rozdziatlu elektroforetycznego poréwnujace wptyw dodatku
100% izopropanolu oraz 70% etanolu na wydajnos¢ amplifikacji DNA przez wybrane
fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA. W reakcji PCR wykorzystano startery DM2
F/ DM2 R, oczekiwana wielko$¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. Nad studzienkami
umieszczono stezenie dodawanego inhibitora do mieszaniny reakcyjnej. V2 oznacza V2
Sso7d-Pfu-Sso7d oraz Refloznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem
barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 25 min; napiecie: 100 V [Met. 7.1.3],
M — marker wielkos$ci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11].......cccccevvivrninnne 147

Rysunek 40. Wyniki rozdziatlu elektroforetycznego porownujace wptyw dodatku
kwasu humusowego na wydajno$¢ amplifikacji DNA przez wybrane fuzyjne formy
archealnej polimerazy DNA. Nad studzienkami umieszczono stg¢zenie dodawanego
inhibitora do mieszaniny reakcyjnej [Met. 7.15.7]. W reakcji PCR wykorzystano startery
DM?2 F/ DM2 R, oczekiwana wielko$¢ produktu 294 pz [Mat. 6.9.2]. V2 oznacza V2
Sso7d-Pfu-Sso7d, Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem
barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdziatu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3],
M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11].......cccceevvvvriinnnnn 148

Rysunek 41. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego przedstawiajace wptyw
zmiennej temperatury hybrydyzacji starteréw na amplifikacje genu SODI przez fuzyjne
formy archealnej polimerazy DNA [Met. 7.9.8]. Wykorzystane w reakcji PCR startery to
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DM2 F/DM2 R, aoczekiwana wielko$s¢ produktu to 294 pz. Nad studzienkami
umieszczono temperatury, ktore zastosowano podczas hybrydyzacji starterow w reakcji
PCR. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, V3 oznacza
V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy z dodatkiem
barwnika SimplySafe [Mat. 6.11]; czas rozdzialu: 25 min; napigcie: 100 V [Met. 7.1.3],
M — marker wielkosci GeneRuler 100 bp DNA Ladder [Mat. 6.11] .......cccocvieiirnnnenne 150

Rysunek 42. Wyniki rozdzialu elektroforetycznego przedstawiajace rezultaty
testu EMSA w obecno$ci fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA z ssDNA oraz
dsDNA [Met. 7.9.9]. V1 oznacza V1 Pfu-Sso7d-Sso7d, V2 oznacza V2 Sso7d-Pfu-Sso7d,
V3 oznacza V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d, a Refl oznacza Refl Pfu-Sso7d; 2% zel agarozowy
z dodatkiem bromku etydyny [Mat. 6.11]; czas rozdzialu: 25 min; napigcie: 100 V [Met.
7.1.3]; Mieszanina nakladana na zel zawierata 10 pmol fluorescencyjnie znakowanego

oligonukleotydu d(T) 76 [Mat. 6.15] oraz 2,5 pmol produktu PCR o dlugosci 191 pz. 152
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