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Biochemiczna i funkcjonalna charakterystyka polimerazy DNA
kodowanej przez bakteriofaga vB_EfaS-271
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Wiekszos¢ polimeraz DNA traci wydajno$¢ katalityczng wraz ze spadkiem temperatury ponizej 20°C.
Stanowi to fundamentalne ograniczenie dla metod diagnostyki izotermalnej, zwtaszcza przeznaczonych do
zastosowan terenowych, ktére powinny funkcjonowa¢ bez aktywnego ogrzewania. Niniejsza praca
rozpoczela sie od odkrycia w genomie bakteriofaga vB_EfaS-271, wyizolowanego ze Sciekow w Gdansku,
genu kodujgcego nieopisang wcze$niej polimeraze DNA z rodziny B, nazwang Efa. Enzym ten wykazat
wyjatkowo wysoka aktywno$¢ w niskich temperaturach. Testy wydtuzania startera potwierdzily wydajna
synteze DNA w zakresie od -5 do 50°C. Bezposrednie poréwnania przeprowadzone w temperaturze -10°C
wykazaty, ze Efa syntetyzuje produkt peinej dlugosci. Natomiast polimerazy T4, T7 oraz Pol I z E. coli
pozostaja praktycznie nieaktywne. Wyniki te doprowadzily do postawienia istotnego pytania
mechanistycznego: jakie adaptacje molekularne umozliwiaja polimerazie Efa prowadzenie syntezy DNA w
warunkach, w ktérych wiekszos¢ polimeraz przestaje funkcjonowac?

Pierwszych wskazowek dostarczyly analiza sekwencji aminokwasowej oraz predykcja struktury
biatka. Efa posiada typowy dla polimeraz z rodziny B rdzen katalityczny obejmujacy domeny dtoni, palcow,
kciuka oraz domene egzonukleazowg 3'—5'". Jednocze$nie zawiera dodatkowg domene N-koricowg (reszty
27-124), tworzaca fatd OB (oligonucleotide-binding fold), ktéry jest motywem strukturalnym
charakterystycznym dla biatek wigzacych jednoniciowe DNA. Przyktadami takich biatek sg bakteryjne biatka
SSB (single-stranded DNA-binding proteins) czy eukariotyczne biatka RPA (replication protein A). W celu
okres$lenia funkcji tej domeny skonstruowano wariant delecyjny Efa AN, pozbawiony regionu N-koricowego.
W temperaturze 10°C polimeraza typu dzikiego wbudowywata nukleotydy w warunkach pojedynczego cyklu
katalitycznego (single-turnover) ze stala szybkos$ci obserwowanej wynoszacej 27,3 s-1, podczas gdy
aktywno$¢ wariantu Efa AN byta ponad 500-krotnie nizsza (0,05 s-1). R6znice te byly szczegélnie widoczne
podczas syntezy na matrycach zawierajacych struktury typu spinki do wtoséw. Polimeraza typu dzikiego
skutecznie wydluzata starter przez obszary o strukturze drugorzedowej, wytwarzajgc produkt peinej
dtugosci, natomiast wariant delecyjny zatrzymywat synteze w miejscu rozpoczecia struktury spinki do
wloséw.

Krystalografia rentgenowska pozwolita wyjasnié¢ strukturalne podstawy tej adaptacji do niskich
temperatur. Strukture apoenzymu wyznaczono z rozdzielczoscia 2,3 A, ujawniajac obecno$é N-koicowego
faldu OB potozonego nad rdzeniem polimerazy. Analiza komplekséw tréjsktadnikowych z matryca
starterowa wykazata wystepowanie dwdch odmiennych stanéw konformacyjnych. W pierwszym z nich
domena OB oddziatuje z sze$cionukleotydowym jednoniciowym konicem 5’ poprzez kontakty z udziatem
reszt K53, Y74, R79 i F105. W drugim stanie, obserwowanym przy czteronukleotydowym koncu
jednoniciowym, domena odchyla sie o okoto 4 A i obraca o 22°. Zmiany konformacyjne bezposrednio
przektadajg sie na wlasciwosci kinetyczne enzymu. W obecnosci dtugich jednoniciowych konicéw polimeraza
typu dzikiego charakteryzowata sie szybkim wbudowywaniem pojedynczego nukleotydu, natomiast
skrocenie konica do czterech nukleotydéw powodowato ~130-krotny spadek wartos$ci kobs, upodabniajac
zachowanie enzymu do obserwowanego dla wariantu Efa AN. Analiza Arrheniusa wykazata ponadto, ze
zwigzanie domeny N-koncowej z jednoniciowym DNA wigze sie z inng pozorng zalezno$cig temperaturowa
obserwowanej szybko$ci reakcji w badanych warunkach.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wspierajg model, w ktérym Efa, wedtug naszej wiedzy, jest
pierwsza pochodzacg od bakteriofaga zimnoaktywng polimerazg DNA z rodziny B scharakteryzowang na
poziomie strukturalnym. Wykazano, ze jej N-konicowy fatd OB petni funkcje zintegrowanego modutu
przypominajgcego biatka SSB, stabilizujac jednoniciowe DNA oraz przyspieszajac przytaczanie nukleotydow
w niskich temperaturach. Architektura ta, taczgca klasyczny rdzen polimerazy z dodatkowa domeng wiazaca
DNA, ktéra w sposéb dynamiczny oddziatuje z matryca zaleznie od dtugosci jednoniciowego konca, stanowi
naturalny model dla projektowania wielodomenowych polimeraz o pozadanych wtasciwosciach
temperaturowych. Unikalne cechy polimerazy Efa czynia ja obiecujaca platforma do opracowania
niskotemperaturowych metod amplifikacji izotermalnej zdolnych do dziatania w temperaturze otoczenia bez
specjalistycznych urzadzen grzewczych, co moze istotnie zwiekszy¢ dostepnosc¢ diagnostyki molekularnej w
warunkach ograniczonych zasobdw.
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