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Streszczenie

Amplifikacja kwasu deoksyrybonukleinowego (ang. Deoxyribonucleic Acid, DNA)
w warunkach izotermicznych stanowi uproszczong alternatywe dla tadcuchowej reakcji
polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR), umozliwiajgc powielanie materiatu
genetycznego bez uzycia termocyklera. Metoda ta znajduje szczegdlne zastosowanie
w diagnostyce molekularnej, zwlaszcza w warunkach point-of-care. Kluczowym
czynnikiem determinujagcym skuteczno$¢ reakcji sg polimerazy DNA. Celem niniejszej
rozprawy bylo zaprojektowanie i scharakteryzowanie fuzyjnych wariantow polimeraz
DNA o ulepszonych wlasciwoSciach do zastosowan w izotermicznej amplifikacji
DNA. Na podstawie przegladu literatury wytypowano dwie reakcje 1 odpowiednie
zaangazowane w nie enzymy: reakcje¢ RPA (ang. Recombinase Polymerase
Amplification) z polimeraza Bsu z Bacillus subtilis oraz reakcje amplifikacji toczacego
si¢ kota (ang. Rolling Circle Amplification, RCA) z polimeraza Phi29 z faga ®29.
Do stworzenia fuzyjnych polimeraz zastosowano trzy bialtka wigzace DNA: gp32
z faga T4 oraz pochodzace z Nanoarchaeum equitans NeqSBB 1 Neql50. Wigkszos¢
genowe dla bialek fuzyjnych otrzymano z wykorzystaniem klonowania metoda Gibsona.
Nastepnie biatka nadprodukowano w bakteryjnym systemie ekspresyjnym z uzyciem
E. coli 1 oczyszczono za pomocg chromatografii metalopowinowactwa. WtasciwoSci
enzymatyczne oceniono m.in. metodami pomiaru fluorescencji w czasie rzeczywistym
oraz analiza zmiany ruchliwosci elektroforetycznej (ang. Electrophoretic Mobility Shift
Assay, EMSA). Uzyskane warianty polimerazy Phi29 okazaly si¢ nieaktywne, natomiast
6 z 10 wariantéw polimerazy Bsu przeprowadzalo izotermiczng amplifikacje DNA.
Niefuzyjna polimeraza Bsu nie amplifikuyje DNA w stalej temperaturze, natomiast

jej duza podjednostka tak. Zastosowanie fuzji do polimerazy Bsu umozliwia jej



przeprowadzenie amplifikacji. Zastosowane do stworzenia fuzyjnych polimeraz biatka
wigzace DNA mialy réznoraki i SciSle zalezny od lokalizacji (N- lub C-koniec
polimerazy) wptyw. Biatko gp32 pozwolito na zwickszenie zakresu tolerancji na
obecno$¢ wybranych inhibitoréw amplifikacji DNA w mieszaninie reakcyjnej, biatko
Neql50 zwigkszylo efektywnoS§¢ 1 stabilnoS§¢ w podwyzszonej temperaturze, a biatko
NeqSSB nie wykazalo pozytywnego wplywu na polimeraze. Wyniki te stanowig
podstawe do dalszych badain nad projektowaniem enzymoéw do szybkiej 1 tatwej

diagnostyki genetycznej.

Stowa Kkluczowe: fuzyjne polimerazy DNA, biatka fuzyjne, biatka wiazace kwasy
nukleinowe, polimeraza Bsu, polimeraza Phi29, gp32, NeqSSB, Neql50, amplifikacja

izotermiczna, inhibitory amplifikacji



Abstract

Isothermal deoxyribonucleic acid (DNA) amplification represents a simplified
alternative to the Polymerase Chain Reaction (PCR), enabling the replication
of genetic material without the use of a thermocycler. This method finds particular
application in molecular diagnostics, especially in point-of-care settings. DNA
polymerases are key determinants of reaction efficiency. The aim of this dissertation
was to design and characterize fusion polymerases with improved properties for
applications in isothermal DNA amplification. Based on a literature review, two
isothermal amplification reactions and their corresponding enzymes were selected:
the RPA (Recombinase Polymerase Amplification) reaction with Bsu polymerase from
Bacillus subtilis, and the RCA (Rolling Circle Amplification) reaction with Phi29
polymerase from phage ®29. Three DNA-binding proteins were used to create fusion
polymerases: gp32 from phage T4, and NeqSBB and Neql50 from Nanoarchaeum
equitans. Most of the genetic constructs for the fusion proteins were obtained using
Gibson cloning. The proteins were then overexpressed in a bacterial expression
system using E. coli and purified using metal affinity chromatography. Enzymatic
properties were assessed using methods such as real-time fluorescence measurements
and electrophoretic mobility shift assays (EMSA). The resulting Phi29 polymerase
variants were inactive, while 6 out of 10 Bsu polymerase variants performed
isothermal DNA amplification. Non-fusion Bsu polymerase does not amplify DNA
at a constant temperature, however its large subunit does. Fusion with other proteins
enabled Bsu polymerase to perform amplification. The DNA-binding proteins used to
create the fusion polymerases had diverse effects on enzyme properties, dependent

on their location (N- or C-terminus of the polymerase). Increased tolerance to



the presence of selected inhibitors of amplification was observed with gp32, while
Neql150 increased efficiency and stability at elevated temperatures, and NeqSSB did
not have a positive effect on the polymerase. These results provide a basis for

further research into the design of enzymes for rapid and easy genetic diagnostics.

Keywords: fusion DNA polymerases, fusion proteins, nucleic acids binding
proteins, Bsu polymerase, Phi29 polymerase, gp32, NeqSSB, Neql50, isothermal

amplification, inhibitors of amplification
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Rozdzial 1

Wstep

1.1. Charakterystyka polimeraz

Polimerazy to bialka enzymatyczne, ktére w bazie KEGG (ang. Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) zostaly sklasyfikowane do  grupy
EC 2.777 jako nukleotydotransferazy, czyli enzymy Kkatalizujace przylaczenie
si¢ nukleotydow. Ws§réd nich mozna wyrézni¢ cztery podgrupy polimeraz:
EC 2.7.7.6 — DNA-zalezne polimerazy RNA, EC 2.7.7.7 — DNA-zalezne polimerazy
DNA, EC 2.7.7.48 — RNA-zalezne polimerazy RNA 1 EC 2.7.7.49 — RNA-zalezne
polimerazy DNA [1, 2].

Polimerazy RNA odpowiadaja za synteze czasteczek kwasu rybonukleinowego
(ang. Ribonucleic Acid, RNA). DNA-zalezne polimerazy (EC 2.7.7.6) sa kluczowymi
enzymami w procesie transkrypcji. Syntetyzuja one RNA z wykorzystaniem
kwasu deoksyrybonukleinowego (ang. Deoxyribonucleic Acid, DNA) jako matrycy.
W przypadku organizméw eukariotycznych wystepuje wigksza réznorodno$¢ polimeraz
RNA. Wyr6zni¢ mozna 3 formy takich polimeraz: polimeraze I RNA, ktora
syntetyzuje rybosomalne RNA (ang. ribosomal RNA, rRNA), polimeraz¢ II RNA
- informacyjne RNA (ang. messenger RNA, mRNA) oraz polimeraze¢ III RNA -
transportujace RNA (ang. transfer RNA, tRNA) [3]. Natomiast RNA-zalezne polimerazy
RNA (EC 2.7.7.48) syntetyzuyja RNA na matrycy RNA 1 najczeScie] wystepuja
u wiruséw, ktére swoja informacje genetyczng przechowuja w formie czasteczek RNA.
Odpowiadaja one za replikacje i transkrypcje wirusowego RNA [4]. U eukariotéw
RNA-zalezne polimerazy RNA odpowiedzialne s3 glownie za degradacje mRNA

poprzez tworzenie dwuniciowych czasteczek RNA, ktére sa degradowane [5].
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Polimerazy DNA odpowiadaja za syntez¢ kwasu deoksyrybonukleinowego.
RNA-zalezne polimerazy DNA (EC 2.7.7.49), inaczej zwane odwrotnymi
transkryptazami, syntetyzuja ni¢ DNA na matrycy RNA. Sa to kluczowe enzymy
w cyklu zycia retrowirusow. Po przepisaniu informacji genetycznej z RNA wirusowego
na DNA nastepuje integracja z genomem gospodarza, w konsekwencji czego dochodzi
do replikacji wiruséw. [6]. Natomiast DNA-zalezne polimerazy (EC 2.7.7.7) syntetyzuja
DNA na matrycy DNA i sa kluczowymi enzymami w replikacji genomu. Sa one
rowniez enzymami wykorzystywanymi powszechnie w laboratoriach biologicznych do
syntezy DNA [7]. Dalszy opis bedzie skupial si¢ wylacznie na DNA-zaleznych

polimerazach DNA, skrétowo nazywanych polimerazami DNA.

1.1.1. Polimerazy DNA - budowa, mechanizm dzialania i podzial

Pierwsza poznang polimeraza DNA byta polimeraza 1 z Escherichia coli, odkryta
przez Israela Roberta Lehmana i Arthura Kornberga w 1956 r. Opisali oni dzialanie
nowego enzymu jako dobudowywanie deoksyrybonukleotydéw (ang. Deoxynucleotides,
dNTP) do DNA. Przylagczanymi deoksyrybonukleotydami byly deoksytrifosforany
adenozyny (ang. Deoxyadenosine triphosphate, dATP), cytozyny (ang. Deoxycytidine
triphosphate, dCTP), guanidyny (ang. Deoxyguanosine triphosphate, dGTP) i tymidyny
(ang. Thymidine triphosphate, dTTP), a po ich dotaczeniu do DNA, uwalniat
si¢ pirofosforan (ang. Pyrophosphate, PPi). Wykazali oni réwniez, ze do syntezy
nowej nici DNA kluczowa okazala si¢ takze obecno$¢ jonéw magnezu (Mg?™)
[8]. W kolejnych latach odkrywano i charakteryzowano kolejne polimerazy DNA,
az w 1987 r. Patrick Argos poréwnal sekwencje 57 rbéznych polimeraz DNA
(11 DNA-zaleznych i 46 RNA-zaleznych) i odkryl motyw sktadajacy si¢ 15 reszt
aminokwasowych, w ktérym dla polimeraz DNA-zaleznych najsilniej konserwowany jest
fragment 5 reszt aminokwasowych (Tyr-Gly-Asp-Thr-Asp), a w przypadku polimeraz
RNA-zaleznych 4 reszt aminokwasowych (Tyr-Gly-Asp-Asp). Sugerowal on réwniez,
ze reszty kwasu asparaginowego moga by¢ kluczowe do aktywnoSci polimeraz
np. poprzez wiazanie jonOw magnezu [9].

Jedne z pierwszych badain nad strukturg przestrzenng polimeraz, ktére uzyly
poréwnania struktury do wygladu prawej dloni, mialy miejsce w 1985 r. Zespot

z uniwersytetu w Yale pod kierownictwem T. A. Steitz wykazal, ze deoksynukleotydy
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wigza si¢ z mniejsza domeng poprzez oddzialywanie z jonem metalu. Natomiast
duza domena polimerazy przypominajagca wygladem dlon wigze DNA matrycowe
[10]. Na podstawie kolejnych badan krystalograficznych oraz poréwnan sekwencji
aminokwasowych réznych polimeraz, udalo si¢ scharakteryzowaé 3 gléwne domeny
— §rédrecza, placow 1 kciuka. Domena S$rddrecza zawiera centrum aktywne z silnie
konserwowang reszta kwasu asparaginowego, gdzie dochodzi do Kkatalizy reakcji.
Domena palcow zbudowana jest z «-helis z dodatnio naladowanymi resztami
aminokwasowymi, a jej funkcja to wyboér i przyblizenie odpowiedniego nukleotydu
do matrycy. Domena kciuka stabilizuje kompleks polimerazy z DNA i reguluje
procesywnos¢ enzymu. Dodatkowo czesto mozna wyr6zni¢ domen¢ egzonukleazy 3°—5’
z podwdjnym fadunkiem ujemnym w strukturze zakretu [3, znajdujaca si¢ w poblizu
domeny S$rédrecza [11, 12, 13]. W zaleznoSci od polimerazy struktura przestrzenna
moze si¢ rozni¢, lecz domeny Srédrecza, placéw i kciuka zostaja zachowane, choé
czasem w zredukowanej formie. Swiadczy to o bardzo waznej roli tych domen
oraz ich silnym ewolucyjnym konserwowaniu. Przykladowa strukture tréjwymiarowa
polimerazy przedstawiono na rysunku 1 na przykladzie polimerazy I DNA z Thermus

aquaticus [14].

Domena
egzonukleazy

Rysunek 1. Tréjwymiarowa struktura polimerazy I DNA z Thermus aquaticus (PDB: 1KTQ).
Kolorem czerwonym oznaczono domene S$rédrecza, zielonym — kciuka, niebieskim — palcéw

i szarym - egzonukleazy 3’—5 [14].
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Mechanizm dziatania polimeraz jest SciSle zwigzany z ich budowa przestrzenng
i opisanymi wyzej domenami. Jak juz wspomniano, centrum aktywne enzymu
znajdujace sie¢  w domenie Srodrecza, zawiera silnie  konserwowang  reszte
kwasu asparaginowego 1 katalizuje reakcje polimeryzacji. Reakcja inicjowana jest
przylaczeniem matrycy wraz ze starterem do polimerazy. Nastepnie domena
palcéw, ze zwigzanymi deoksyrybonukleotydami, przybliza si¢ do matrycy zamykajac
struktur¢ dioni. Po zblizeniu nukleotydéw do matrycy, nastepuje kataliza tworzenia
wigzania fosfodiestrowego migdzy dolagczanym nukleotydem a syntetyzowang nicig
DNA. Nastepnie domena kciuka przesuwa ni¢ matrycowa 1 nastepuje kolejne
dofaczenie nukleotydow. Proces ten powtarzany jest wielokrotnie, do momentu
zakoficzenia syntezy nowej nici DNA. Wystepujaca w polimerazach domena 3’—5’
egzonukleolityczna pozwala na usuni¢cie btednie wstawionych nukleotydéw, co czyni
polimeraze¢ enzymem zdolnym do samokorekty [10, 11, 12, 14, 15]. Kolejne
nukleotydy dolgczane sa zgodnie z zasada komplementarnoSci Watsona 1 Cricka
[16], lecz poprawno$¢ ich dotaczenia, czyli wierno$¢ polimeraz, zalezna jest zar6éwno
od geometrii miejsca aktywnego, oddzialywania z bialkami pomocniczymi oraz
dostepnosci nukleotydow w Srodowisku reakcji [17]. Bardzo waznym elementem
w mechanizmie dzialania polimeraz s3 jony dwudodatnie, najczeSciej magnezu.
Sa one kofaktorami reakcji polimeryzacji. Dwa jonu metalu sa koordynowane
w miejscu aktywnym i dzigki nim mozliwe jest tworzenie wigzan fosfodiestrowych.
Skoordynowanie jonéw metalu z grupami fosforanowymi w trifosforanie umozliwia
przesuniecie fadunku w obrebie trifosforanu 1 wytworzenie czastkowego fadunku
dodatniego na fosforze pierwszej grupy fosforanowej, co skutkuje tworzeniem wigzania
fosfodiestrowego pomiedzy fosforem, a grupa hydroksylowa uprzedniego nukleotydu
z jednoczesnym odlgczeniem pirofosforanu [12, 15]. Poza mechanizmem z uzyciem
dwéch jonéw, postulowany jest réwniez mechanizm, w ktérym biorg udzial trzy jony.
Trzeci jon réwniez przylacza si¢ do trifosforanu, a przesunigcie fadunkéw nastepuje
w analogiczny sposob, z ta rdznica, ze tworzenie czastkowego tadunku dodatniego na
fosforze stabilizowane jest przez trzy jony metalu a nie dwa [12, 18]. Schematyczne

przedstawienie obu mechanizméw przedstawiono na rysunku 2.
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Rysunek 2. Mechanizm tworzenia wigzania fosfodiestrowego z udzialem jonéw metali dwudodatnich

(A) stabilizowany przez dwa jony (B) stabilizowany przez trzy jony [18].

Poza badaniami nad funkcjami poszczegdlnych domen czy mechanizmami reakcji
polimeryzacji, réwnolegle poréwnywano odkrywane kolejne polimerazy, aby pogrupowac
je na podstawie podobienistwa funkcjonalnego. Poczgtkowo zaproponowano podziat
na rodziny A, B, C 1 X. Rodziny A, B 1 C swoje nazwy zawdzieczaja
nazwa gendw polA, polB 1 polC, ktére koduja kolejno polimeraze I, II 1 II
z E. coli. Natomiast rodzing¢ polimeraz wykazujagcych homologie sekwencji do
terminalnych deoksynukleotydotransferaz, nazwano rodzing X [19, 20]. W 1998 roku
po odkrciu i1 przebadaniu polimeraz z Pyrococcus furiosus 1 Methanococcus jannaschii,
ktére znacznie si¢ réznily od dotychczas opisanych, zaproponowano utworzenie
rodziny D [21, 22]. Ostatnia opisang rodzing polimeraz jest rodzina Y, ktorej
wyrdznienie na podstawie badan filogenetycznych zaproponowano w 2001 roku [23].
Rodziny polimeraz poza pewnymi rdznicami strukturalnymi, rdznig si¢ rowniez swoj3
aktywnoScig 1 wystepowaniem. Rodzina A odpowiada za replikacje i naprawe DNA,
posiada aktywno§¢ 3’—5" 1 5’—3’ egzonukleolityczng oraz wystepuje w organizmach
prokariotycznych, eukariotycznych oraz wirusach. Rodzina B nie posiada aktywnosci
5’—3’ egzonukleolitycznej, a rodzina C odpowiada tylko za replikacje 1 wystepuje
wylacznie u prokariotéw. Rodzina D to hetorodimery odpowiedzialne za replikacje

u eukariotow. Rodzina X réwniez wystepuje wyltacznie u eukariotow 1 odpowiada za
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replikacje 1 naprawe¢ DNA. Rodzina Y natomiast wystepuje zar6wno u prokariotéw jak
i eukariotéw, odpowiadajac za replikacje i naprawe DNA. [24]. Dodatkowo, w wielu
opisach podzialu polimeraz wyrdznia si¢ rowniez rodzing RT, czyli polimerazy zdolne
do odwrotnej transkrypcji, tzn. przepisania informacji genetycznej z RNA na DNA,
natomiast nalezag one do grupy RNA-zaleznych polimeraz DNA, ktére w tej pracy

nie zostaly szczegétowo opisane.

1.1.2. Charakterystyka polimerazy Bsu

Przyktadem polimerazy z rodziny A jest polimeraza I DNA z Bacillus subtilis,
nazywana polimeraza Bsu. W 1964 r. Tuneko Okazaki i Arthur Kornberg oczyScili,
przebadali 1 poréwnali ta polimeraz¢ do polimerazy I z E. coli. Oczyszczona
polimeraza charakteryzowata si¢ mniejsza aktywnoScia egzonukleolityczng 1 brakiem
aktywnoSci endonukleazy. Dodatkowo analogi zasad wlgczane byly iloSciowo w takich
samych proporcjach jak w przypadku polimerazy z E. coli [25]. Badania nad
szczepami B. subtilis wykazaly, ze mutanty o obnizonej aktywnoSci polimerazy I,
wykazujg wrazliwo§¢ na czynniki alkilujace, promieniowanie UV 1 RTG, ktére to
powoduja uszkodzenia DNA. Sugerowato to, ze gléwna rola polimerazy I jest wilasnie
naprawa DNA [26, 27]. Badania poréwnujace polimerazy I, II 1 IIl z B. subtilis
wykazatly, ze polimeraza I jest najmniej wrazliwa na sulfthydrylowe reagenty i wysokie
stezenia soli, co wskazuje na jej stabilno§¢ w trudniejszych warunkach. Dodatkowo,
posiada ona aktywno$¢ egzonukleolityczng zaréwno 3’—5° jak i 5°—=3’, co pozwala
jej naprawia¢ bledy w trakcie syntezy DNA [28].

Badania nad polimeraza I DNA z E. coli wykazaly, ze w wyniku dziatania
proteazy — subtylizyny dochodzi do rozdzielenia polimerazy na dwa fragmenty.
Mniejszy fragment na N-konicu (1-325 reszt aminokwasowych) odpowiada za
aktywno$¢ 5°—3’ egzonukleolityczng, natomiast wickszy za synteze DNA. Na czesé
odkrywcy fragment ten nazywany jest fragmentem Klenowa [29, 30, 31]. Takie same
obserwacje poczyniono w przypadku polimerazy Bsu, gdzie fragment o aktywnosci
5’—3’ egzonukleolitycznej to pierwsze 296 reszt aminokwasowych. Pozostata
czeS¢ biatka, bedaca odpowiednikiem fragmentu Klenowa, zostala nazwana duzym
fragmentem polimerazy Bsu. Do dzi§ struktura przestrzenna polimerazy Bsu nie

zostala rozwigzana, natomiast korzystajac z baz bioinformatycznych mozna znalezé
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predykcje struktury przestrzennej polimerazy Bsu, ktéra przedstawiono na rysunku 3

[32, 33, 34].

Rysunek 3. Predykcja struktury przestrzennej polimerazy Bsu. Kolorami zaznaczono przewidywane
domeny wyznaczone na podstawie bazy TED (ang. The Encyclopedia of Domains) [32], przez
AlphaFold [33, 34] Domena w kolorze ciemno zielonym (w goérnej czeSci obrazka) to domena

5’—=3’ egzonukleolityczna. (AlfaFold: AF-034996-F1-v4 [35]).

Polimeraza Bsu w bazie UniProt dostgpna jest pod numerem 034996 [36].
Duzy fragment polimerazy wystepuje pod nazwa handlowg polimeraza Bsu large
1 jest produkowany przez kilka firm, m. in. New England Biolabs [37], EURx [38]
czy Intact Genomics [39]. Polimeraza Bsu large znalazta zastosowanie m.in. w reakcji

RPA, ktéra przedstawiono szczegélowo w dalszej czgSci pracy (Wstep 1.2.3.1) [40].

1.1.3. Charakterystyka polimerazy Phi29

Polimeraza Phi29 =z bakteriofaga ®29 nalezy do rodziny B 1 nie posiada
aktywnoSci 5°—3’ egzonukleolitycznej. Po raz pierwszy scharakteryzowal ja w 1984 r.
zesp6t Margarity Salas [41]. Dalsze badania zespotu wykazaly unikatowe wlaSciwosci
polimerazy, tj. wysoka efektywno$¢, procesywnoS¢ i aktywno$¢ przemieszczania nici.

Dowiodt on réwniez, ze do zajScia replikacji konieczne sa wylacznie dwa biatka:
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polimeraza Phi29 1 biatko p3 (TP), ktére dziata jak starter w inicjacji reakcji
[42]. Co ciekawe biatko p3 (TP) przylacza si¢ do polimerazy w miejscu, gdzie
wigzane jest DNA 1 odiacza si¢ dopiero po przylaczeniu ok. 6 nukleotydow. Taki
mechanizm jest kluczowy, aby replikacja zachodzita tylko na koncach genomu, co
jest wazne w przypadku liniowej budowy genomu bakteriofaga ®29 [43]. Badania
nad strukturg i funkcjg polimerazy wykazaly, Zze N-koniec odpowiedzialny jest za
aktywnoS§¢ egzonukleolityczng 3’—5’°, natomiast C-koniec odpowiedzialny jest za
syntez¢. Pomiedzy nimi wyrézniono obszar ct, ktéry umozliwia wspétprace obu
czeSci 1 zachowuje réwnowage miedzy synteza, a aktywnoScig korektorska polimerazy
[44]. Zespot przebadal réwniez szereg mutacji punktowych 1 wykazat kluczowe
znaczenie w procesie replikacji nastepujacych reszt aminokwasowych: Tyr59, His6l,
Phe69 i Phel28 [45, 46]. Dowiédt on réwniez, ze Val250 jest kluczowym enzymem
w miejscu aktywnym do koordynacji metalu oraz Leu384 wplywa na selektywnosS¢
nukleotydow 1 poprawno$¢ parowania zasad [47, 48].

Strukture przestrzenng polimerazy Phi29 rozwigzano w 2004 r., dzigki czemu
precyzyjnie okreSlono wystepowanie poszczegllnych domen, co przedstawiono na
rysunku 4. Egzonukleaza 3’—5’ obejmuje reszty aminokwasowe 5-190, Srodrecze —
191-261 oraz 428-531, w tym konserwowane w centrum aktywnym reszty Asp249
i Asp458, palce — 360-395, kciuk — 532-575 oraz TPR1 - 262-359 i TPR2
— 396-427. TPR1 to domena odpowiedzialna za kontakt z biatkkiem p3 (TP)
1 inicjacj¢ replikacji, natomiast TPR2 odpowiada za interakcje z nicig matrycowa
DNA. Badania strukturalne polimerazy pozwolily wyjasni¢ wysokg procesywno$¢ i brak
koniecznosci obecnosci kofaktorow w replikacji. W strukturze tego biatka mozna
wyrézni¢ 3 tunele. Pierwszy z nich nazwano tunelem dupleksu upstream, ktory jest
tworzony przez domeny egzonukleazy, Srédrecza, kciuka, TPRI 1 TPR2. Tunel ten jest
odpowiedzialny za stabilizacj¢ dwuniciowego produktu. Drugi tunel — tunel matrycowy
downstream jest budowany przez domene Srédrecza, palcow, egzonukleazy i1 TPR2.
Tworzy on kanal prowadzacy do centrum aktywnego dla matrycowej nici DNA.
Jego niewielka szeroko$¢ umozliwia przejScie tylko pojedynczej nici. Rozdzielenie
podwdjnej nici DNA przed wejSciem do tunelu, tlumaczy wystepowanie aktywnoSci
przemieszczania nici, charakterystyczne np. dla helikaz. Ostatni tunel to miejsce

wejscia deoksynukleotydéw 1 uwalniania pirofosforanu [49].
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Rysunek 4. Struktura przestrzenna polimerazy Phi29 (PDB: 1XHX). Kolorem czerwonym oznaczono
domene egzonukleazy, rézowym — S§rédrgcza, ciemnoniebieskim — palcéw, zielonym - kciuka,
z6ttym — TPR1 i jasnoniebieskim — TPR2. Ponizej struktury w sposéb schematyczny pokazano
roztozenie domen w sekwencji aminokwasowej, zaznaczajac przy tym (*) konserwowane reszty

kwasu asparaginowego w pozycjach 149 i 458 [49].

Polimerazg Phi29 w bazie UniProt znaleZé mozna pod kodem PO03680 [50].
Jest ona rowniez sprzedawana przez wielu producentéw, m.in. New England Biolabs
[51], EURx [52] czy Thermo Fisher Scientific [53]. Wykorzystuje si¢ ja miedzy
innymi w reakcjach MDA (ang. Multiple Displacement Amplification) 1 RCA
(ang. Rolling Circle Amplification), ktéra opisano szczegétowo w dalszej czeSci

pracy (Wstep 1.2.3.2) [54, 55].
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1.2. Amplifikacja DNA

Definicja amplifikacji DNA wedlug Encyklopedii PWN brzmi nastepujaco:
,Proces powodujacy zwickszenie liczby kopii danego odcinka DNA (genu)
przypadajacych na genom. Wystepujagca naturalnie amplifikacja DNA jest mechanizmem
regulacyjnym, umozliwiajgcym trwale zwigkszenie iloSci produktu danego genu
w odpowiedzi na zmian¢ w parametrach Srodowiska lub w ramach zaprogramowanego
cyklu rozwojowego; dodatkowe kopie genéw moga wystepowa¢ w chromosomach
utozone szeregowo w miejscu (locus) danego genu albo poza chromosomami jako
DNA pozachromosomowe; amplifikacja DNA jest waznym czynnikiem w ewolucji,
dostarcza dodatkowe kopie genu, zmniejszajac presje selekcyjng na zachowanie pelnej
funkcjonalnos$ci kazdej kopii, co z kolei umozliwia zmiany w jednej z wersji danego

2

genu.” [56]. W tym rozdziale zostang przedstawione wybrane reakcje amplifikacji

DNA wykorzystywane w badaniach laboratoryjnych.

1.2.1. PCR - zloty standard amplifikacji DNA

Aktualnie najczesSciej wykorzystywana technika do amplifikacji DNA jest reakcja
fadicuchowa polimerazy (ang. Polimerase Chain Reaction, PCR). Zostala ona
opracowana 1 po raz pierwszy wykorzystana w 1985 r. przez Kary’ego Mullis’a.
Poczatkowo nazwano ja reakcja enzymatycznej amplifikacji DNA, a pdzniej nazwe
zmieniono na reakcje ladcuchowg polimerazy. Pierwszym amplifikowanym fragmentem
DNA byt gen ludzkiej [3-globiny, a kluczowe do tego bylo wykorzystanie dwdéch
oligonukleotydow — komplementarnych do poczatku 1 kofica genu [57]. Poczatkowo
do reakcji uzywano fragmentu Klenowa, co wymagalo dodawania kolejnych porcji
polimerazy po etapie denaturacji. Zmienito si¢ to po roku 1988, kiedy po raz
pierwszy zastosowano w reakcji polimerazg¢ termostabilna z 7. aquaticus, co znacznie
uproScifo procedure. Polimeraza ta nie tracita aktywnoSci podczas denaturacji
termicznej, co wyeliminowato konieczno$¢ dodawania jej w trakcie trwania reakcji
[58]. Za swoje osiagnigcia zwigzane z opracowaniem metody PCR w 1993 r.
K. Mullis otrzymal nagrode Nobla z chemii. Reakcja sktada si¢ z 3 gldwnych
etapow: denaturacji, hybrydyzacji starteréw oraz elongacji. W trakcie denaturacji
nastepuje rozdzielenie podwdjnej nici DNA, dzieki czemu mozliwa jest hybrydyzacja

starterOw z matryca 1 kolejno elongacja, w trakcie ktdrej polimeraza syntetyzuje nowa
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ni¢ DNA. Powtarzanie tych cykli prowadzi do wykladniczego wzrostu amplifikowanego
fragmentu DNA, gdyz w kolejnych cyklach powstate wczesSniej produkty staja sie
matryca [57, 59].

Nieustajacy rozwdj metody PCR doprowadzit do wielu modyfikacji procedury,
skutkujagc stworzeniem wielu odmian tej reakcji, pozwalajgcych na coraz bardziej
szczegbtowe analizy. Jedna z nich jest metoda qPCR (ang. quantitative PCR),
nazywana rowniez real-time PCR (PCR czasu rzeczywistego). Dzigki zastosowaniu
znacznikéw fluorescencyjnych, ktére wigzg si¢ do nowo powstajacej podwdjnej nici
DNA, mozliwe jest iloSciowe opisanie reakcji bezposrednio po jej zakoriczeniu, bez
koniecznosSci dodatkowych etapow, tj. wizualizacji reakcji na zelu [60]. Kolejng
metoda oparta o technike PCR, jest RT-PCR (ang. Reverse Transcription PCR).
W tej metodzie wykorzystywany jest dodatkowy enzym — odwrotna transkryptaza
(RNA-zalezna polimeraza DNA), ktéora na matrycy mRNA syntetyzuje DNA,
wykorzystywane jako matryca w metodzie PCR. Opracowano réwniez wariant
gRT-PCR (ang. quantitative Reverse Transcription PCR), ktéry pozwala §ledzic¢
reakcje w czasie rzeczywistym [60, 61]. Interesujaca modyfikacja techniki PCR
jest ddPCR (ang. Droplet Digital PCR), umozliwiajacy iloSciowa analize DNA.
Reakcja jest prowadzona w emulsji wodno-olejowej, powodujacej podzielenie probki
na wiele mikroreakcji, dzigki czemu zwigkszona zostaje czulo$¢ i1 precyzja wzgledem
standardowej procedury [62]. Kolejnym zastosowaniem PCR jest multipleks PCR,
w ktorym dzieki uzyciu przynajmniej dwoéch par starterow w jednej reakcii,
mozliwe jest amplifikowanie wigcej niz jednego fragmentu DNA jednocze$nie, co

jest wykorzystywane m.in. do identyfikacji patogenéw [63, 64].

1.2.2. Problemy z amplifikacja DNA

W reakcjach amplifikacji DNA, mimo ich wielu modyfikacji, wcigz pozostaja
nierozwigzane niektére problemy, giéwnie z tzw. ,trudnymi matrycami” i1 obecnoScig
inhibitoréw amplifikacji w mieszaninie reakcyjnej [65]. Do tak zwanych ,trudnych”
mozna zaliczy¢ matryce zawierajace duzg 1iloS¢ par GC oraz wiele sekwencji
repetytywnych. Matryce bogate w pary GC moga tworzy¢ struktury drugorzedowe,
uniemozliwiajace przylaczenie si¢ polimerazy 1 starterdw do matrycy. Problem

pojawia si¢ rowniez w przypadku starteréw zawierajacych duzo par GC, gdyz
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mogg one hybrydyzowa¢ ze sobg tworzac struktury tzw. ,,primer-dimer”. Dodatkowo
ich temperatura topnienia moze by¢ podwyzszona, co powoduje wydluzenie procesu
optymalizacji warunkow reakcji. Denaturacja i1 elongacja, rowniez moga by¢ utrudnione,
ze wzgledu na wystepowanie trzech wigzaii wodorowych pomigdzy cytozyna i guaning.
Czesto, aby reakcja z takg matryca mogla zajs¢ prawidlowo, konieczne jest
dodanie odczynnika zwigkszajacego specyficzno$¢ i wydajnos¢ amplifikacji DNA
np. dimetylosulfotlenku (ang. dimethyl sulfoxide, DMSO) [66, 67]. Innym rodzajem
tzw. ,trudnych matryc” jest DNA zawierajgce sekwencje repetytywne. Uzycie takiej
matrycy moze prowadzi¢ do powstawania produktéw o réznych dlugosciach, poprzez
niespecyficzne przylaczanie starterow oraz wczeSniejsze odlaczanie si¢ polimerazy
od matrycy [68].

Kolejnym problemem jest zanieczyszczenie prébek inhibitorami amplifikacji, ktére
moga prowadzi¢ do calkowitego zahamowania reakcji. Inhibitory moga pochodzic¢
z r6znych 7Zrédel, w tym z prébek klinicznych (hemoglobina, heparyna, laktoferyna,
immunoglobulina G), préobek stolca (mocznik, sole zoétciowe), roSlin (pektyny,
polisacharydy), prébek sSrodowiskowych (kwas humusowy, jony metalu) oraz prébek
archeologicznych (pyt kostny, torf koprolitowy) [69]. Mozemy wyr6zni¢ co najmniej
trzy mechanizmy inhibicji: inhibicje¢ poprzez oddziatywanie z polimeraza, z matryca
lub zmiang¢ Srodowiska reakcji. W grupie inhibitor6w wplywajacych na obnizenie
efektywnoSci polimerazy mozemy wyrdzni¢: hemoglobing, heparyng, mocznik i sole
z6tciowe. Hemoglobina 1 heparyna oddzialujg z taficuchem peptydowym enzymu,
natomiast mocznik 1 sole zoéiciowe destabilizujg jego strukture [69, 70, 71, 72,
73, 74]. Inhibitory oddzialywajace z DNA to: laktoferyna, immunoglobulina G,
kwas humusowy, kolagen i jony metali. W przypadku laktoferyny, immunoglobuliny
G, kwasu humusowego oraz kolagenu wigzanie z DNA ,blokuje” matryce, co
uniemozliwia polimerazie zwigzanie si¢ z nig 1 prowadzenie reakcji amplifikacji.
Natomiast jony metali zmniejszaja specyficzno$¢ starteréw [70, 71, 75, 76, 77, 78].
Inhibitory wplywajace na Srodowisko reakcji to pektyny i1 polisacharydy. Ich inhibicja
wynika gléwnie ze zwigkszenia lepkoSci probki, co ogranicza dostep enzymu do
matrycy [69, 79]. Wymienione na poczatku pyl kostny i torf koprolitowy s3
substancjami zlozonymi, a co si€¢ z tym wiaze moga zawiera¢ wiele rdznych

inhibitoré6w. W pyle kostnym moga wystepowaé np. substancje hemowe, dzialajace
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jak hemoglobina, czy kolagen, natomiast w torfie koprolitowym znaleZé mozna sole

z6lciowe czy polisacharydy [78, 80].

1.2.3. Izotermiczne metody amplifikacji kwaséw nukleinowych

Amplifikacja izotermiczna to grupa reakcji o zréznicowanym mechanizmie dziatania
i sktadzie mieszaniny reakcyjnej. Wspdlng cecha tych reakcji jest stala temperatura
prowadzenia reakcji. Zainicjowanie amplifikacji moze zachodzi¢ wedlug jednego
z pieciu mechanizmdéw: promotorowego, przerywania nici, ponownego skladania nici,

rozplatania lub inwazji nici, ktére podsumowano w tabeli 1 [81].

Tabela 1. Podsumowanie mechanizméw inicjacji amplifikacji izotermicznej kwaséw nukleinowych.

Na podstawie [81].

Przykladowe
Mechanizm Opis dzialania
metody
Miejscem inicjacji amplifikacji, jest sekwencja
NASBA,
Promotorowy promotorowa. Wymaga dotgczenia sekwencji
3SR, TMA
promotorowej na starterze.
Enzymy nacinajg jedna z nici DNA, co SDA,
Przerywania nici | umozliwia przylaczenie polimerazy do powstatego EXPAR,
3’ konca. CRISDA
Ponownego Tworzenie struktur petli umozliwia wiazanie si¢
LAMP, HIP
sktadania nici starterow 1 rozpoczecie reakcji.
Wykorzystanie enzyméw lub wstepnej denaturacji
Rozplatania nici HDA
do rozplecenia podwdjnej nici DNA.
Dziatanie biatek rekombinacyjnych umozliwia
Inwazji nici RPA, SIBA
inwazje starteréw w podwdjng ni¢ DNA.

Mechanizm promotorowy polegajacy na inicjacji reakcji w miejscu sekwencji
promotorowych wykorzystywany jest gtéwnie w przypadku izotermicznej amplifikacji
RNA. Reakcjami, ktére go wykorzystuja sa m. in. 3SR (ang. Self-Sustained
Sequence Replication), NASBA (ang. Nucleic Acid Sequence-Based Amplification)
i TMA (ang. Transcription-Mediated Amplification). Opis mechanizmu promotorowego

przedstawiono ponizej na przykfadzie reakcji 3SR, ktora jest pierwsza opisana technika
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izotermicznej amplifikacji kwasu nukleinowego. Do matrycy RNA przylacza si¢ starter
z dodatkowa sekwencja promotora T7, a nastgpnie odwrotna transkryptaza syntetyzuje
ni¢ komplementarnego DNA (ang. complementary DNA, cDNA). Kolejno RNAza H
degraduje RNA w kompleksie RNA-cDNA, nastepuje przylaczenie drugiego startera,
rowniez z sekwencjg promotora T7 1 synteza drugiej nici DNA przez odwrotng
transkryptaze. Dzicki dodanym sekwencjom promotora T7, polimeraza T7 przytacza
si¢ do nich, syntetyzuje RNA 1 ponownie moze dojS¢ do syntezy cDNA na matrycy
DNA. Cykle te powtarzaja si¢ do momentu zakonczenia reakcji. Kluczowym etapem
jest dodanie sekwencji promotora T7, ktére umozliwiaja amplifikacje RNA. Reakcja
NASBA jest opatentowang nazwag reakcji 3SR, natomiast TMA mimo tego samego
mechanizmu dziatania opartego o promotor T7, ma uproszczony sklad enzymatyczny
(wykorzystywana jest odwrotna transkryptaza z aktywnoScia RNAzy H) [82, 83, 84].

Mechanizm przerywania nici mozna przedstawi¢ na trzech wybranych reakcjach -
SDA (ang. Strand Displacement Amplification), EXPAR (ang. Exponential Amplification
Reaction) 1 CRISDA (ang. CRISPR—Cas9-Triggered Strand Displacement Amplification).
W kazdej reakcji matryca jest podwdjna ni¢ DNA, przy czym w reakcjach SDA oraz
EXPAR endonukleazy nacinaja tylko jedna ni¢ 1 umozliwiaja przylaczenie startera.
Natomiast w reakcji CRISDA nie dochodzi do rzeczywistego przecigcia nici, tylko
do rozdzielenia nici przez enzym Cas9, przylaczenie startera i inicjacje amplifikacji
DNA [85, 86, 87, 88].

Mechanizm ponownego sktadania nici bazuje na zmianach struktury przestrzennej
matrycy. W przypadku reakcji LAMP (ang. Loop-Mediated Isothermal Amplification)
odpowiednio zaprojektowane startery powoduja otrzymanie produktu DNA z petlami
na obu koricach 1 zhybrydyzowanym fragmentem wewnetrznym. Tworzone petle maja
sekwencje komplementarng do starteréw, co umozliwia inicjacj¢ amplifikacji DNA
[89]. Drugim przyktadem reakcji opartej o ten mechanizm inicjacji jest reakcja
HIP (ang. Helix Initiated Primer amplification). W tym przypadku startery sa tak
projektowane, aby po amplifikacji nastepowalo samoistne tworzenie struktury typu
»spinka do wlos6w”, odslaniajgc tym samym miejsce wigzania startera i umozliwiajac
kolejng rund¢ amplifikacji DNA. Rearanzacja struktury nast¢puje samoistnie poprzez

przyjmowanie termodynamicznie stabilniejszych konformacji [90].
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Mechanizm rozplatania nici wystepujacy w reakcji HDA (ang. Helicase-Dependent
Amplification) bazuje na uzyciu enzymu rozplatajacego podwdjng ni¢ DNA - helikazy.
Poczatkowo helikaza rozplata podwdjna ni¢, a bialkka wiazace pojedyncza nic
stabilizujg miejsce rozplecenia. Nastepnie przylaczaja si¢ startery 1 polimeraza, ktdra
rozpoczyna amplifikacje DNA. Po procesie amplifikacji ponownie helikaza rozplata
podwdjng ni¢ DNA i proces si¢ powtarza [91].

Ostatnim poznanym mechanizmem jest inwazja nici, ktéra polega na inwazji
w podwdjng ni¢ DNA, dzieki uzyciu rekombinazy. Znane s3a dwie reakcje bazujace
na tym mechanizmie RPA (ang. Recombinase Polymerase Amplification) i SIBA
(ang. Strand Invasion-Based Amplification). W przypadku RPA startery facza si¢
z rekombinazg, ktéra rozplata matryce w miejscu komplementarnym do sekwencji
przylaczonego startera. Nastgpnie starter Igczy si¢ z matryca 1 przylagcza sie
polimeraza, ktéra rozpoczyna amplifikacje¢ DNA [40, 92]. Reakcja SIBA korzysta
z tego samego mechanizmu z t3 réznica, ze to nie startery tacza si¢ z rekombinazg
a oligonukleotyd komplementarny do regionu pomiedzy starterami. Dzigki przylaczeniu
tego fragmentu, nastepuje rozplecenie nici 1 przylaczenie starterow, a pdZniej
polimerazy, co umozliwia powielenie DNA [93].

Warto wspomnie¢ réwniez o reakcjach, ktérych inicjacja amplifikacji zalezy
wylacznie od przytaczenia starteréw do matrycy, jak np. RCA i MDA. W przypadku
RCA amplifikacja inicjowana jest przez przylaczenie startera do jednoniciowej, kolistej
matrycy DNA, co umozliwia rozpoczecie syntezy nowej nici przez polimeraze
z aktywnoScig przemieszczenia nici. Zastosowanie kolistej matrycy zbudowanej
z podwdjnej nici DNA jest mozliwe po jej wstepnej denaturacji, dzieki czemu
mozliwe jest przylaczenie startera do jednoniciowego fragmentu [54]. Natomiast
w przypadku MDA po wstepnej denaturacji dwuniciowej matrycy, odstaniane sg
jednoniciowe fragmenty umozliwiajace przylaczenie losowych starteréw, od ktérych
rozpoczyna si¢ izotermiczna, wielomiejscowa synteza DNA [55].

Reakcje  amplifikacji  izotermicznej kwaséw  nukleinowych  poza  réznymi
mechanizmami inicjacji reakcji, réznig si¢ réwniez warunkami prowadzenia reakcji,
w tym czasem, temperaturg czy iloScig starteréw. Réznice te zestawiono dla

wybranych reakcji w tabeli 2 [81].
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Tabela 2. Warunki amplifikacji izotermicznej kwaséw nukleinowych dla wybranych reakcji.

Na podstawie [54, 55, 81].

Wstepna Temperatura Hlos¢é
Reakcja Czas [min]
denaturacja [°C] starterow
NASBA TAK 41 2 120
3SR NIE 37-42 2 60
TMA TAK 41 2 140
SDA TAK 37 2 120
EXPAR NIE 60 1 10
CRISDA NIE 37 2 90
LAMP TAK 60-68 4-6 60
HIP TAK 60-65 2 60
HDA NIE 65 2 90
RPA NIE 30-42 2 60
SIBA NIE 30-42 2 30
RCA TAK 30 1 >30
MDA TAK 30 wiele >300

Duza réznorodno§¢ metod izotermicznych, pozwala na szerokie ich zastosowanie
m. in. w identyfikacji patogendéw, sekwencjonowaniu nowej generacji, czy
immunoanalizie [81]. Reakcja LAMP moze by¢é wykorzystywana do identyfikacji
wielu patogenéw np.: pierwotniakow Leishmania, czy Theileria, wirusa ptasiej grypy
jak réwniez bakterii Bordetella [94, 95, 96, 97]. Reakcj¢ RPA mozna wykorzysta¢ do
identyfikacji patogenéw np. opornego na metycyling Staphylococcusa aureusa, wirusa
La Crosse czy grzyba Rhizopus arrhizus [92, 98, 99]. Reakcja RPA umozliwia
rowniez detekcje genéw opornoSci na antybiotyki w metodzie typu multipleks [100].
Firma HOLOGIC (USA) wykorzystala reakcje TMA w dostepnych na rynku testach
diagnostycznych pozwalajacych na wykrywanie: wirusa SARS-CoV-2, brodawczaka
ludzkiego, zapalenia watroby typu B 1 C, opryszczki czy cytomegalowirusa
[101]. Z kolei reakcja HDA moze by¢ wykorzystywana do wykrywania jednego
z najtrudniejszych do identyfikacji patogenéw, Mycobacterium tuberculosis [102, 103].

Metode RCA 1 MDA stosuje si¢ do detekcji specyficznych sekwencji ze Sladowych
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iloSci DNA, tworzeniu mikromacierzy, wzbogacania probek do sekwencjonowania jak

réwniez identyfikacji patogendw np. Staphylococcus aureus [104, 105, 106, 107, 108].

1.2.3.1. Izotermiczna reakcja RPA

Jak juz wspomniano wczeSniej mechanizmem inicjacji reakcji RPA jest inwazja
nici. Poza rekombinaza UvsX z faga T4, do prawidlowego zajScia reakcji konieczna
jest jeszcze obecnoS$¢ dwoch biatek — biatka UvsY 1 gp32 réwniez pochodzacych
z faga T4 [40, 92]. Rekombinaza UvsX ma zblizone dziatanie do rekombinazy recA
z E. coli, a jej gldbwnym celem jest tworzenie petli D miedzy ssDNA a dsDNA
w miejscu komplementarnym. Jest to etap niezbedny do replikacji genomu faga.
Wykazano, ze dodanie biatka gp32, wiazacego pojedyncza ni¢ DNA, powoduje wzrost
efektywnoSci tworzenia petli D przez rekombinaze, a zarazem mniejsze zuzycie ATP.
Przyczynia si¢ to najprawdopodobniej do stabilizacji petli poprzez wiazanie ssDNA
[109, 110, 111, 112]. Biatko UvsY pelni kilka funkcji pomocniczych w reakcji RPA.
Przede wszystkim pomaga przy tworzeniu kompleksu UvsX z ssDNA oraz stabilizuje
taki kompleks. Dodatkowo oddzialujac z biatkiem gp32 prowadzi do jego wyparcia
z pojedynczej nici DNA, co umozliwia hybrydyzacje starteréw [113].

Kluczowym enzymem tej reakcji jest polimeraza, ktéra dolacza si¢ do dwuniciowej
struktury stworzonej przez matryce i1 przylagczony do niej starter. Olaf Piepenburg
wraz z zespolem przetestowali kilka polimeraz, w tym: fragment Klenowa, polimerazg
Bst z Bacillus stearothermophilus, Phi29 oraz Bsu. Najbardziej obiecujace wyniki
otrzymali uzywajac polimerazy Bsu, dlatego zar6wno opis pierwszego uzycia jak
rOwniez mechanizm dzialania reakcji RPA zostaly przedstawione dla tej wiasnie
polimerazy (Rysunek 5) [40, 92]. Ztozony w 2002 roku patent dal podwaliny
pod komercjalizacj¢ reakcji RPA w formie gotowych zestawéw umozliwiajacych

izotermiczng amplifikacje DNA przez firm¢ TwistDx [40, 114].
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@@ UvsX @ Gp32 @ Bsu

Rysunek S. Mechanizm reakcji izotermicznej RPA [92]. Kolor pomarainczowy

i niebieski — fragmenty DNA komplementarne do sekwencji starteréw.

1.2.3.2. Izotermiczna reakcja RCA

RCA to reakcja izotermicznej liniowej amplifikacji DNA, wykorzystujaca polimeraze
Phi29. Jak juz wspominano przy opisie polimerazy (Wstep 1.1.3), do replikacji
genomu bakteriofaga ®29 niezbedne sa tylko dwa biatka - polimeraza i1 biatko p3
(TP) [42]. Pierwszy mechanizm amplifikacji kolistych czasteczek zaprezentowano w
1995 r., a trzy lata pdzniej opisano pierwsze zastosowanie reakcji RCA [115, 54].
Aktualnie mozna wyr6zni¢ sze§¢ wariantow tej reakcji:

1) linowa reakcja RCA (rysunek 6 A),

2) linowa reakcja RCT (ang. Rolling Circle Transcription) (rysunek 6 B),

3) wielostarterowa reakcja RCA (rysunek 6 C),

4) wykltadnicza amplifikacja DNA 2z zastosowaniem hiperrozgatezionej reakcji RCA

(rysunek 7 A),
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5) reakcja RCA cyklicznie powielajagca koliste matryce (ang. Circle-to-Circle
Amplification, C2CA) (rysunek 7 B),
6) reakcja RCA z generowaniem starterow (ang. Primer Generation—Rolling Circle

Amplification, PG-RCA) (rysunek 7 C) [116].

dNTP NTP

@ DNA pol RNA pol
@ — > . —

Rysunek 6. Mechanizmy réznych form reakcji izotermicznej RCA i RTA [116]. A - linowa
reakcja RCA; B - linowa reakcja RCT; C - wiclostarterowa reakcja RCA. DNA pol — polimeraza
DNA; RNA pol — polimeraza RNA; dNTP - deoksynukleotydy; NTP — rybonukleotydy.
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Rysunek 7. Mechanizmy réznych form reakcji izotermicznej RCA [116]. A - wykladnicza

amplifikacja DNA z zastosowaniem hiperrozgatezionej reakcji RCA; B - C2CA; C - PG-RCA.
DNA pol - polimeraza DNA; dNTP - deoksynukleotydy.

Liniowa reakcja RCA (rysunek 6 A) polega na syntezie dlugiego
konkatamerycznego produktu zawierajacego wiele powtdérzei sekwencji matrycy. W tej

reakcji miejsce startu wyznaczane jest przez starter dotaczony do kolistej matrycy, a
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reakcja jest prowadzona w sposéb ciagly w stalej temperaturze, dzigki zdolnoScig
polimerazy do przemieszczania nici [81, 116]. Reakcja RCT (rysunek 6 B),
ma analogiczny mechanizm dziatania do RCA, lecz jej produktem jest diugi
konkatameryczny produkt RNA [117]. Kolejnym ciekawym podejSciem do RCA,
jest uzycie wielu starteréw do jednej matrycy (rysunek 6 C). Zastosowanie kilku
starter6w pozwala na wiele miejsc startu amplifikacji DNA w jednej matrycy, co
przektada si¢ na znaczny wzrost wydajnosSci amplifikacji. Ten wariant reakcji sprawdza
si¢ do szybszego namnozenia duzych czasteczek DNA [118]. Hiperrozgateziona
reakcja RCA (rysunek 7 A) polega na dodaniu poza starterem specyficznym do
matrycy réwniez starter6w komplementarnych z powstalymi produktami. W ten sposob
powstaja kolejne miejsca startu amplifikacji poprzez tworzenie rozgalezionych struktur
przestrzennych [54]. Jako jeden z wariantéw tej reakcji uwaza si¢ rowniez reakcje
MDA, w ktorej amplifikacja zachodzi od razu na matrycy liniowej [55]. Reakcja
C2CA (rysunek 7 B) natomiast bazuje na liniowej reakcji RCA, wykorzystujac jednak
dodatkowo enzym restrykcyjny i1 ligaze do tworzenia kolejnych kolistych czasteczek
matrycowych, czego wynikiem jest wykladniczy wzrost efektywnosci amplifikacji.
Dzicki dodanym do reakcji krotkim fragmentom ssDNA komplementarnym do miejsc
rozpoznawanych przez enzym restrykcyjny, dlugi produkt liniowy zostaje pociety na
krétsze fragmenty, ktére nastepnie sg ligowane z matrycg ligacyjng 1 stajg si¢ nowymi
czasteczkami matrycowymi. Kluczowe w tej reakcji jest odpowiednie zaprojektowanie
sekwencji matrycy ligacyjnej, tak aby jej sekwencja byla komplementarna do obu
koncéw liniowego fragmentu, co umozliwia efektywne zamknigcie jego struktury
w forme kolista [119]. Reakcja PG-RCA réwniez wykorzystuje mechanizm cigcia
dlugiego produktu, lecz w tym przypadku najpierw dochodzi do hybrydyzacji kolistych
czasteczek do liniowego produktu, po ktérej nastepuje cigcie w miejscach hybrydyzacji
i odlagczenie nowych czasteczek matrycowych (rysunek 7 C) [104].

Reakcja RCA z uzyciem polimerazy Phi29 zostala skomercjalizowana przez kilka
firm, w tym New England Biolabs [51] 1 Thermo Scientific [53]. W instrukcjach do
prowadzenia tych reakcji mozna znaleZé informacje o wstepnej denaturacji dwuniciowe]
matrycy ze starterami, w celu umozliwienia hybrydyzacji starteréw do zdenaturowanej
matrycy. Dzieki temu reakcja RCA moze by¢ stosowana zaréwno w przypadku

matryc jednoniciowych jak 1 dwuniciowych.
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1.2.3.3. Reakcja izotermicznej amplifikacji DNA oparta o biatko gp32

Majac Swiadomo$¢ mechanizmu reakcji RPA (Wstep 1.2.3.1), RCA (Wstep 1.2.3.2)
oraz wlasciwosci biatka gp32 (Wstep 1.3.1) Yinhua Zhang i Nathan Tanner
zaproponowali nowy sposob izotermicznej amplifikacji DNA wykorzystujacy biatko
gp32. Reakcja ta sklada si¢ z dwoch etapéw tj. amplifikacji toczacego sie
kota (Wstgp 1.2.3.2) 1 generowania liniowych fragmentéw dsDNA (Rysunek 8).
Ze wzgledu na mechanizm dziatania reakcje ogranicza uzycie w niej jako matrycy
tylko 1 wylacznie kolistej czasteczki DNA, ale pozwala na uzyskiwanie produktow
w szerokim zakresie wielkoSci (testowano zakres 277-7249 pz). Wada reakcji jest
powstawanie produktéw ubocznych (rysunek 8, produkty z n>0), a jej niewatpliwymi
zaletami tatwoS$¢ przygotowania, prowadzenia oraz krétki czas trwania (1 h) [120].
Ze wzgledu na brak koniecznoSci dodawania innych enzyméw niz polimeraza oraz
brak etapu wstepnej denaturacji, metoda ta wydaje si¢ by¢ idealna do badania

nowych polimeraz.
1) Amplifikacja toczacego sig kota
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Rysunek 8. Mechanizm reakcji izotermicznej amplifikacji DNA opartej na biatkku gp32 [120].
DNAP - polimeraza DNA; gp32 - biatko gp32; F - starter Forward; R — starter Reverse.
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1.3. Bialka wiazace kwasy nukleinowe

Biatka posiadajace zdolnoS¢ wigzania kwasOw nukleinowych (ang. Nucleic acid
Binding Protein, NBP) wystepuja we wszystkich zywych organizmach. Sg one
niezbedne w takich procesach jak: replikacja, transkrypcja, naprawa DNA, jego
transport czy obrobka 1 degradacja RNA. Mozna je podzieli¢ na biatka wigzace
RNA (ang. RNA Biding Protein, RBP), DNA (ang. DNA Binding Protein, DBP) lub
oba rodzaje kwasow nukleinowych (ang. DNA and RNA Binding Protein, DRBP).
W przypadku DBP mozna zastosowa¢ dodatkowy podzial ze wzgledu na wigzang
form¢ DNA: biatka wiazace ssDNA (ang. Single-Stranded DNA binding protein, SSB)
oraz dsDNA (ang. Double-Stranded DNA binding protein, DSB) [121, 122, 123, 124].
DBP mozna réwniez podzieli¢ ze wzgledu na ich budowe oraz funkcje [123, 125]:
1) biatka z motywem helisa-zwrot-helisa — biorace udzial w transkrypcji gendéw przez

wigzanie ze specyficznymi sekwencjami;

2) biatka koordynujace cynk — regulujace ekspresj¢ poprzez stabilizacje¢ jonami cynku,
ktore ufatwiajag wiazanie DNA;

3) biatka typu suwak — dimery regulujace transkrypcje;

4) inne biatka z «-helisa — odpowiadajgce za organizacje DNA, poprzez wplyw na
procesy ekspresji i replikacji;

5) biatka ze strukturg [3-kartki — inicjujagce transkrypcje przez oddzialujace

Z miejscami promotorowymi;

6) biatka zawierajace struktur¢ (-spinki lub [3-kartki — regulujace replikacje

1 transkrypcje przez specyficzne oddzialywanie z DNA;

7) inne biatka — rdéznorodne bialka nieenzymatyczne pelniace r6zne funkcje,
tj. regulacja cyklu komoérkowego czy odpowiedZ na stres;

8) enzymy - biatka katalizujace reakcje enzymatyczne z udzialem DNA [123, 125].
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w biatkach SSB mozna wyréznicé motyw OB
(ang.  Oligonucleotide/Oligosaccharide-Binding  fold), sktadajacy si¢ z pigciu
antyréwnolegtych {3-kartek. Motyw ten swoja budowg przypomina kanal, a miejsce
oddzialywania z DNA znajduje si¢ w jego wnetrzu. Moze on réwniez wystepowad
w RBP i1 odpowiadaé¢ za wigzanie rRNA lub tRNA [124, 126]. W przypadku
biateck DSB mozna natomiast wyrdzni¢ sekwencje aminokwasowa, bedaca domenag
odpowiedzialng za wigzanie podwdjne] nici DNA. W bazie Conserved Protein
Domain Family (NCBI) znalez¢ ja mozna pod kodem c¢l00928 i nazwg dsDNA_bind
Superfamily [127].

Ze wzgledu na duza réznorodnoS¢ NBP, ich zastosowanie in vitro moze by¢
bardzo szerokie. SSB wykorzystywane sa w izotermicznej amplifikacji DNA do
stabilizacji pojedynczej nici DNA [81, 112], w PCR Iub multipleks PCR do
zwigkszenia efektywnoSci reakcji, a w elektroforezie kapilarnej do detekcji ssDNA
[128]. Z sukcesem mozna je rowniez stosowaé jako partneréw fuzyjnych w fuzjach
z polimerazami, poprawiajac przez to ich procesywnos$é, efektywnoS¢ czy zakres
tolerancji na obecno$¢ inhibitoréw amplifikacji [129, 130, 131, 132]. W tym samym
celu mozna réwniez wykorzysta¢ biatka DBP, wplywajac na poprawe procesywnosci

1 czuloSci enzyméw fuzyjnych [133, 134, 135, 136].

1.3.1. Charakterystyka biatka gp32 z bakteriofaga T4

Biatko gp32 pochodzi z bakteriofaga T4 1 jest jednym =z bialek bioragcych
udzial w replikacji jego genomu. Po raz pierwszy opisali je Bruce Alberts
i Linda Frey w 1970 r. Dowiedli oni, ze biatko wystepuje w postaci monomeru
o masie 35 kDa 1 silnie wiaze ssDNA [137]. Badania strukturalne biatka wykazatly,
ze zawiera ono 301 reszt aminokwasowych, a jego masa molekularna to doktadnie
33488 Da. Strukture biatka mozna podzieli¢ na 3 czeSci: subdomene I, region
faczacy 1 subdomen¢ II (rysunek 9). Subdomen¢ I koordynuje jon cynku, ktory jest
niezbedny do prawidlowego faldowania biatka oraz stabilizacji DNA. Subdomena II
zawiera domen¢ OB skladajacg sie z 5 [-kartek odpowiadajaca za wigzanie ssDNA,
natomiast region 1aczacy, laczy obie subdomeny. Skiada si¢ on z dwoéch [-kartek
1 jednej o-helisy, co dodatkowo stabilizuje strukture przestrzenng biatka (rysunek 9)

[124, 138].
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Subdomenalll

Region
taczacy

Subdomena |

Cc

Rysunek 9. Budowa biatka gp32. a) struktura przestrzenna, b) schemat budowy [138]. Kolorem
ciemnoniebieskim oznaczono subdomen¢ I, czerwonym - subdomen¢ II, jasnoniebieskim — region

faczacy oraz szarym - jon cynku.

Ostatnie badania gp32 potwierdzily kluczowg role fragmentu CTD (1-21 reszty
aminokwasowe) w replikacji bakteriofaga T4. Delecja CTD powoduje drastyczne
spowolnienie procesu dysocjacji, z 200 nt/s dla pelnego biatkka do 2 nt/s dla
mutanta. Takie spowolnienie dysocjacji moze mie¢ negatywny wplyw na efektywnos$é
replikacji i powodowaé wolniejsza polimeryzacje. Usunigcie CTD powoduje jednak
,,odstonigcie” miejsca wiagzania, skutkujace silniejszym wigzaniem ssDNA, co moze
by¢ wykorzystane w biologii molekularnej [139]. Interakcje biatka gp32 i1 ssDNA
badano réwniez pod katem wplywu stezenia soli i jondw cynku na CTD. Kompleks
biatka z ssDNA byl najbardziej stabilny w roztworze z chlorkiem potasu o st¢Zeniu
0,5 M oraz z dodatkiem cynku [140]. Bialko, cho¢ dobrze scharakteryzowane,
nadal pozostaje obiektem badan. Najczestszym zastosowaniem biatka gp32 sa reakcje
izotermiczne, m. in. reakcja RPA i amplifikacja izotermiczna DNA oparta o biatko
gp32 (Wstep 1.2.3.1 1 1.2.3.3). W obu tych reakcjach poprzez przylaczenie si¢ do
ssDNA pelni role stabilizujacg dla rozplecionego fragmentu podwdjnej nici DNA
[40, 92, 120].
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1.3.2. Charakterystyka bialek NeqSSB i Neql50 z Nanoarchaeum equitans

Badania nad genomem archeona Nanoarchaeum equitans wskazaly na obecnos¢
wielu bialek bioracych udziat w rekombinacji homologicznej, w tym mi¢dzy innymi
biatka oznaczonego jako NEQI199, bedacego biatkiem wigzacym ssDNA. Mata
wielko§¢ genomu archeonu (490885 pz) wskazuje na mozliwos¢ wystepowania biatek
pelnigcych wiele funkcji jednoczes$nie, np. bialek NBP [141]. Analiza bazy danych
NCBI oraz opisy poszczegdlnych sekwencji biatek dla tego archeona, pozwolily na
znalezienie biatka wiazacego dsDNA oznaczonego jako NEQI50 [142].

Pierwszym przebadanym bialkiem wigzacym DNA, bylo biatko NEQI199. Jego
nazwe skrocono do NeqSSB, podkreslajac tym samym jego gldwna wiaSciwosc,
czyli wiazanie ssDNA. Bialko to ma mas¢ natywna 26,36 kDa, zbudowane jest
z 243 reszt aminokwasowych 1 w roztworze wystepuje jako monomer. NeqSSB jest
zdolny do wigzania DNA i RNA, stad zaliczane jest do NBP, natomiast wigzanie
DNA jest zauwazalnie silniejsze. Dodatkowo w testach poréwnawczych wigzanie
ssDNA jest wigzaniem preferencyjnym. Bialko NeqSSB wykazuje wysoka stabilnos¢
termiczng, okres pottrwania aktywnosSci biatka w 95°C to 15 min, a w 100°C
to 5 min [143]. Drugie wymienione biatko oznaczone w GenBanku jako NEQI150
zostalo niedawno scharakteryzowane, a zapis jego nazwy ustalono jako Neql50.
Wystepuje ono réwniez w postaci monomoeru, sktada si¢ z 97 reszt aminokwasowych,
a jego masa w warunkach natywnych to 16,8 kDa. Wigze zaréwno DNA jak
1 RNA, wiec rowniez zalicza si¢ do NBP, a najsilniejsze powinowactwo wykazuje do
dsDNA. Podobnie jak NeqSSB wykazuje silng odporno$¢ termiczng i nie traci swoich
zdolno$ci do wigzania DNA nawet po 3 h inkubacji w 99°C [144]. Oba wymienione
biatka nie maja rozwiazanej struktury przestrzennej, natomiast w bazie AlfaFold
znajduja si¢ predykcje ich struktur, ktére przedstawiono na rysunku 10 [33, 34].

W  przypadku biatkka NeqSSB, analizujac jego struktur¢ przestrzenng mozna
wyrézni¢ 3 domeny. Domen¢ N-terminalng (1-59 reszt aminokwasowych), Srodkowa
(60-151) 1 C-terminalng (152-243), ktére na rysunku 10A zostaly oznaczone
odpowiednio kolorem zielonym, niebieskim 1 czerwonym. Domeny te réznig si¢
aktywnoS$cig wiazania réznych form kwasu nukleinowego. Domena N-terminalna nie

wigze DNA, Srodkowa wiaze ssDNA, a C-terminalna wiaze ssDNA 1 dsDNA [145].
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Biatko NeqSSB =znalazto zastosowanie jako partner fuzyjny z polimerazami Bst,
Taq Stoffel i Pwo z Pyrococcus woesei, znaczaco poprawiajac ich procesywnosé,
efektywnoS¢ 1 zakres tolerancji na obecnoS$¢ inhibitorow amplifikacji w mieszaninie

reakcyjnej [129, 130, 131].

A B

Rysunek 10. Predykcja struktury przestrzennej bialek wigzacych DNA z  Nanoarchaeum
equitans. A — bialko NeqSSB (NEQI199 - AlfaFold AF-Q74MP9-F1-v4); B — bialko Neql50
(NEQI50 - AlfaFold AF-Q74NA9-F1-v4) [146]. Kolor ciemnoniebieski struktury — bardzo wysokie

prawdopodobienstwo wystapienia; kolor jasnoniebieski — wysokie prawdopodobiefistwo wystgpienia;
kolor z6tty — niskie prawdopodobienstwo wystapienia; kolor pomarainczowy - bardzo niskie
prawdopodobieristwo wystgpienia. Zielone tlo — domena N-terminalna biatka NeqSSB; niebieskie
tto — domena S§rodkowa biatka NeqSSB; czerwone tlo — domena C-terminalna biatka NeqSSB.

1.4. Charakterystyka fuzyjnych polimeraz DNA

Biatko fuzyjne to produkt ekspresji genu powstalego poprzez polaczenie co
najmniej dwoéch sekwencji nukleotydowych, ktérego celem jest uzyskanie jednego
biatka o zmodyfikowanych lub nowych wtasciwosciach funkcjonalnych. Biatka fuzyjne
tworzy si¢, aby umozliwi¢ ich oczyszczanie, immobilizacj¢, monitorowanie czy
udoskonali¢ ich najbardziej istotne cechy [65, 147]. Powszechnie wykorzystywane sg
znaczniki poprawiajacych efektywno$S¢ i wydajnoS¢ oczyszczania, np. His-tag (6xHis),

biotyna, MBP (ang. Maltose Binding Protein), czy peptyd HL [147, 148].
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Przyktadem znaczacej poprawy wlasciwoSci w wyniki fuzji sg potaczenia polimeraz
z biatkami wiazacymi DNA, zwane polimerazami fuzyjnymi. Takie pofaczenie ma na
celu poprawe stabilnoSci wiazania enzymu z DNA. Dodatkowym elementem w takich
fuzjach jest krotki 1 elastyczny tacznik aminokwasowy, umozliwiajacy poprawne
utozenie przestrzenne obu skladowych biatka fuzyjnego. W wielu przypadkach
dodawany jest rowniez ulatwiajacy oczyszczanie znacznik i sekwencja rozpoznawana
przez proteazy, w celu pdzniejszego usuni¢cia znacznika. Wtasciwos$¢, ktéra najczesciej
ulega poprawie, zaréwno dla polimeraz termostabilnych (Taq i Pfu z Pyrococcus
furiosus) jak i izotermicznych (Bst) to procesywnosé [129, 132, 133, 134, 135, 136].

Na rysunku 11 przedstawiono schematycznie polimeraze¢ fuzyjna.

DSB

Rysunek 11. Schematyczne przedstawienie polimerazy fuzyjnej z biatkiem DSB zwigzanej z DNA.

A — schemat budowy przestrzennej [149], B - schemat blokowy. L — tacznik aminokwasowy.

W  przypadku polimeraz fuzyjnych wykorzystuje si¢ réznych partnerow: DSB
(np. Sso7d z Sulfolobus solfataricus czy DBD z ligazy z Pyrococcus furiosus) oraz
SSB (np. NeqSSB), a ich dotaczenie moze mie¢ miejsce na obu koncach polimerazy.
Partner fuzyjny bedacy SSB, powinien by¢ dotaczony w taki sposéb, aby mogt
oddzialywa¢ z jednoniciowa matryca, natomiast DSB tak, aby mogl oddziatywac
z dwuniciowym zsyntetyzowanym fragmentem, co pokazano na rysunku 11.
W tabeli 3 zestawiono przyktadowe polimerazy fuzyjne [129, 130, 131, 132, 133,
134, 135, 136].
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Tabela 3. Zestawienie przykladowych polimeraz fuzyjnych.

Miejsce
Polimeraza DBP Skutek fuzji
fuzji
Bst NeqSSB N-koniec Zwigkszenie procesywnosci [129]

Zwickszenie efektywnoSci amplifikacji oraz
Taq Stoffel | NeqSSB N-koniec
tolerancji na obecno$¢ inhibitoréw [130]

Zwickszona efektywno$¢ wykrywanie

Pwo NeqSSB C-koniec | specyficznych sekwencji wirusa SARS CoV-2
[131]
Zwigkszona produktywnosé, wydajnos¢
Tzi SsoSSB N-koniec
1 procesywnos¢ [132]
Zwiekszenie procesywnoSci oraz tolerancji
Taq Stoffel DBD N-koniec
na obecno$¢ inhibitorow [133]
Dbh Sso7d C-koniec Zwickszenie procesywnoSci [134]
Taq Sso7d C-koniec Zwiegkszenie procesywnoSci [135, 136]
Zwigkszenie procesywnosci, tolerancji
Pfu Sso7d C-koniec na obecno$¢ soli, aktywnosci specyficznej

oraz czutoSci [136]

Bst — polimeraza DNA z Bacillus stearothermophilus; NeqSSB - biatkko SSB z Nanoarchaeum
equitans; Taq Stoffel — polimeraza DNA z Thermus aquaticus bez domeny egzonukleolitycznej
5’—=3’; DBD - domena ligazy z Pyrococcus furiosus wiazagca dsDNA; Dbh - polimeraza DNA
z  Sulfolobus acidocaldarius; Sso7d — biatko DSB z Sulfolobus solfataricus; Taq — polimeraza
DNA z Thermus aquaticus; Pfu — polimeraza DNA z Pyrococcus furiosus; Pwo — polimeraza
DNA z Pyrococcus woesei; Tzi — polimeraza DNA z Thermococcus zillgi; SsoSSB — bialko

SSB z Sulfolobus solfataricus.

Ze szczegétowo omawianych wczesSniej polimeraz, tylko w przypadku Phi29
zostata stworzona jej fuzyjna wersja. Jako partnera fuzyjnego uzyto domeny (HhH),
z topoizomerazy V z Methanopyrus kandleri, w dwoéch wariantach: H — fragment
H (696-751 reszt aminokwasowych) lub H+I — fragmentu H 1 I (696-802).
Domeny dofaczono do C-korica polimerazy Phi29, co umozliwito jej oddzialywanie
ze zsyntetyzowang nicia DNA. Dodatkowo sugerowano, ze fuzja na N-koricu

moze blokowaé aktywnoS¢ przemieszczania nici polimerazy. Jako tacznika uzyto
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6 aminokwasowego fragmentu (Gly-Thr-Gly-Ser-Gly-Ala), ktéry pozwolit na swobodne
utozenie w przestrzeni obu fragmentéw biatka fuzyjnego, a w konsekwencji
prawidlowe ich dziatanie. Poza zwigkszeniem zdolnoSci do wiazania dsDNA, obie
fuzje poprawily wydajno$¢ oddzialywania z matryca w formie zar6wno plazmidowego
jak 1 genomowego DNA [150, 151]. Te potagczenia sg jedynymi opisanym przyktadami
modyfikowania polimerazy Phi29 poprzez fuzje.
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Rozdzial 2

Cel pracy

Celem pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie, otrzymanie i przebadanie nowych
fuzyjnych polimeraz do amplifikacji izotermicznej kwaséw nukleinowych. Fuzje sktadaly
si¢ z polimerazy Bsu z Bacillus subtilis lub polimerazy Phi29 z bakteriofaga 29
oraz biatek wiazacych kwasy nukleinowe — gp32, NeqSSB oraz Neql50.

Dzieki analizie wlaSciwoSci uzyskanych polimeraz fuzyjnych, niniejsza rozprawa
ma na celu rozszerzenie wiedzy w tematyce izotermicznej amplifikacji DNA oraz

fuzji izotermicznych polimeraz DNA.

Celami szczegétowymi bylo:

Zaprojektowanie 1 otrzymanie konstruktow genowych kodujacych biatka fuzyjne

oraz referencyjne

Optymalizacja procesu otrzymywania 1 oczyszczania polimeraz DNA

e Wyznaczenie aktywnoSci enzyméw fuzyjnych

Optymalizacja amplifikacji izotermicznej DNA

Zbadanie wilasciwosci otrzymanych polimeraz DNA
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Rozdzial 3

Materialy

3.1. Aparatura i materialy zuzywalne

e Aparat do dokumentacji zeli 1 blotéw G:BOX (Syngene, UK)

e Aparat do elektroforezy pionowej Mini-PROTEAN Tetra (BioRad, USA)

e Aparat do elektroforezy poziomej (produkcja wtasna)

e Autoklaw Classic 2100 (Prestige Medical, UK)

e Celulozowe worki dializacyjne 25 mm (Sigma-Aldrich, USA)

e Cieplarka laboratoryjna CLW 53 (POL-EKO, Polska)

e Filtr membranowy z mieszaniny estrow celulozy (MCE) 0,45 pm (Chemland,
Polska)

e Filtr strzykawkowy z poli(fluorku winylidenu) (PVDF) 0,45 pm (VWR, USA)

e Homogenizator ultradZwickowy SONOPULS (Bandelin, Niemcy)

e Inkubator z wytrzasaniem (JEIO TECH, Korea Potudniowa)

e Kolumna Bio-Scal Mini Bio-Gel P-6 (BioRad, USA)

e Kolumna EconoFit Profinity IMAC (BioRad, USA)

e Kolumna HiTrap Heparin HP (Cytiva, USA)

e Koncentratory wir6wkowe Amicon Ultra-15 (Millipore, USA)

e Mieszadto magnetyczne SUI1150 (Sunlab, Niemcy)

e Myjka ultradZzwickowa Emmi D60 (EMAG, Niemcy)

e pHmetr SevenCompact S210 (Mettler Toledo, Szwajcaria)

e Spektrofotometr NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific, USA)

e System chromatograficzny NGC Quest 10 Plus (BioRad, USA)

e Termoblok TDB-120 (BioSan, Yfotwa)
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e Termoblok z mieszaniem ThermoMixer C (Eppendorf, Niemcy)

e Termocykler real-time CFX Opus (BioRad, USA)

e Termocykler VeritiPro (Applied Biosystems, USA)

e Transluminator LM-26 (UVP, USA)

e Transluminator ze $wiattem biatym (Invitrogen, USA)

e Waga laboratoryjna (RADWAG, Polska)

e Wielofunkcyjna wytrzasarka Vortex ZX4 (Worteks) (Velp Scientifica, Wtochy)
e Wir6wka MiniSpin (Eppendorf, Niemcy)

e Wiréwka z chlodzeniem 5910 Ri (Eppendorf, Niemcy)

e Zamrazarka niskotemperaturowa (Infrico medcare, Hiszpania)

e Zasilacz PowerPac Basic (BioRad, USA)

3.2. Odczynniki chemiczne

e 5’-znakowany fluorescencyjne oligonukleotyd (dT76) (Genomed, Polska)

e Agar bakteriologiczny (Carl Roth, Niemcy)

e Agaroza (EURXx, Polska)

e Bromek etydyny (VWR, USA)

e Bufor denaturujacy NuPAGE™ LDS (4X) (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Bufor MOPS (BioShop, Kanada)

e Bilekit brylantowy R 250 (C.I. 42660) (Carl Roth, Niemcy)

e Chloramfenikol (Carl Roth, Niemcy)

e Chlorek magnezu szeSciowodny (Sigma-Aldrich, USA)

e Chlorek manganu czterowodny (Carl Roth, Niemcy)

e Chlorek niklu szesciowodny (Supelco, USA)

e Chlorek potasu (Carl Roth, Niemcy)

e Chlorek rubidu (Carl Roth, Niemcy)

e Chlorek sodu (Carl Roth, Niemcy)

e Chlorek wapnia szeSciowodny (Sigma-Aldrich, USA)

e Chlorowodorek tetracykliny (tetracyklina) (IBI Scientific, USA)

e (Czterosodowa s6l kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) (Carl Roth, Niemcy)
e D-Glukoza (Bioshop, Kanada)

e Ditiotreitol (DTT) (A&A Biotechnology, Polska)
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Diwodorofosforan potasu (Carl Roth, Niemcy)

Ekstrakt drozdzowy (A&A Biotechnology, Polska)

Etanol (Chempur, Polska)

Glicerol (Chempur, Polska)

Glicyna (Carl Roth, Niemcy)

Glikol etylenowy (VWR, USA)

Imidazol (Carl Roth, Niemcy)

Izopropylo [3-d-1-tiogalaktopiranozyd (IPTG) (A&A Biotechnology, Polska)
Kwas chlorowodorowy (POCH, Polska)

Kwas humusowy (Sigma-Aldrich, USA)

Kwas octowy (POCH, Polska)

Kwasny fenol (Merck, Niemcy)

Laktoferyna (Sigma-Aldrich, USA)

Losowe oligonukleotydy o dlugosci 6 nt (Thermo Fisher Scientific, USA)
Metanol (Chempur, Polska)

Midori Green Xtra DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE, Niemcy)
Mieszanina inhibitoréw proteaz cOmplete™ (Roche, Szwajcaria)
Mieszanina fenol : chloroform : alkohol izoamylowy 25:24:1 (PamReac AppliChem,
Hiszpania)

Mieszanina deoksynukleotydow (dNTP) (New England Biolabs, USA)
Mocznik (Sigma-Aldrich, USA)

MOPS (BioShop, Kanada)

N-Laurylosarkozynian sodu (sarkozyl) (BioShop, Kanada)
N,N’-metyleno-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
N,N’-dimetyloformamid (Sigma-Aldrich, USA)
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Carl Roth, Niemcy)
Nadsiarczan amonu (APS) (Carl Roth, Niemcy)

Octan magnezu (Chempur, Polska)

Octan potasu (Chempur, Polska)

Octan sodu (Sigma-Aldrich, USA)

Pepton (A&A Biotechnology, Polska)

Piroweglan dietylu (DEPC) (PamReac AppliChem, Hiszpania)
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e Roztwér buforowy pH 8 (10xTBE) (Chempur, Polska)

e Siarczan dodecylu sodu (SDS) (Carl Roth, Niemcy)

e Siarczan gentamycyny (gentamycyna) (Carl Roth, Niemcy)
e Siarczan kanamycyny (kanamycyna) (Carl Roth, Niemcy)
e Siarczan magnezu (VWR, USA)

e Siarczan streptamycyny (streptamycyna) (Sigma-Aldrich, USA)
e SOl sodowa ampicyliny (ampicylina) (Carl Roth, Niemcy)
e SOl sodowa heparyny (heparyna) (Sigma-Aldrich, USA)
e Trihydroksymetyloaminometan (Tris) (Carl Roth, Niemcy)
e Triton X-100 (BioShop, Kanada)

e Wodorofosforan sodu (Carl Roth, Niemcy)

e Wodorotlenek sodu (Chempur, Polska)

o Ztoze ssDNA-celuloza (Worthington, USA)

3.3. Enzymy i biatka

e Bialko genu 32 faga T4 (gp32) (New England Biolabs, USA)

e Duza podjednostka polimerazy Bsu (New England Biolabs, USA)
e FastDigest Ncol (Thermo Fisher Scientific, USA)

e FastDigest Ndel (Thermo Fisher Scientific, USA)

e FastDigest Sall (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Lizozym (Carl Roth, Niemcy)

e Polimeraza Phi29 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Polimeraza Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Viscolase (A&A Biotechnology, Polska)

3.4. Plazmidy

e pBAD/Myc-His A (Thermo Fisher Scientific, USA)
e pET-21a(+) (Novagen, UK)
e pUCI9 (New England Biolabs, USA)
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3.5. Markery wielkosci

e Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa) (P7719) (New
England Biolabs, USA)

e GeneRuler 1 kb DNA Ladder (SMO0311) (Thermo Fisher Scientific, USA)

e GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (SM1331) (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Marker DNA NEB (New England Biolabs, USA)

e PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (26616) (Thermo Fisher
Scientific, USA)

e Pierce Unstained Protein MW Marker (26610) (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Spectra Multicolor High Range Protein Ladder (26625) (Thermo Fisher Scientific,
USA)

3.6. Szczepy bakteryjne i drozdzowe

e Bacillus subtilis 168 (ATCC, USA)

e Escherichia coli Arctic Express (DE3) (Agilent Technologies, USA)

e Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (BL RIL) (Agilent Technologies,
USA)

e Escherichia coli DH10f3 (New England Biolabs, USA)

e Escherichia coli Jo-Fi (A&A Biotechnology, Polska)

e Escherichia coli Lemo2]1 (DE3) (New England Biolabs, USA)

e Escherichia coli Rosetta (DE3) (Novagen, UK)

e Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA)

e Escherichia coli Tuner (DE3) (Novagen, UK)

e Saccharomyces cerevisiae BY4742 (ATCC, USA)
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3.7. Zestawy

e Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego - NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, Niemcy)

e Zestaw do izolacji genomowego DNA - Genomic Maxi AX (A&A Biotechnology,
Polska)

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

e Zestaw do klonownia - OverLap Assembly Cloning Kit (A&A Biotechnology,
Polska)

e Zestaw do wyznaczania jednostek aktywnoSci polimeraz - EvaEZ Fluorometric

Polymerase Activity Assay Kit (Biotium, USA)

3.8. Roztwory i bufory

S50xTAE 10xTris-Gly
e 2 M Tris e 025 M Tris
e 5,7% Kwas octowy e 1,92 M Glicyna
e 0,05 M EDTA e 1% SDS
NaAES Tris-EDTA (TE)

e 0,04 M Octan sodu pH 5,2
e 0,008 M EDTA
e 1% SDS

0,01 M Tris pH 8,0
0,001 M EDTA

e 0,3 M Octan sodu
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Tfbl TfbII

0,1 M RbCl e 0,01 M MOPS

0,05 M MnCl, - 4 HyO e 0,01 M RbCI

0,03 M ctan potasu e 0,25 M CaCl, - 2 H),O
0,01 M CaCl, - 2 H,O e 15% Glicerol

15% Glicerol

Zel Zageszczajacy Zel rozdzielajacy

5% Mieszaniny akrylamidow e 10-12% Mieszaniny akrylamidéw
0,125 M Tris pH 6,8 e 0,375 M Tris pH 8.8

0,1% SDS e 0,1% SDS

0,1% APS e 0,1% APS

0,1% TEMED e 0,08% TEMED

HisA HisB

0,05 M Tris pH 7,5-9,5
0,005 M Imidazol

0,05 M Tris pH 7,5-9,5
0,3 M Imidazol

0,5 M KCl 0,5 M KCl

JonA JonB

0,05 M Tris pH 7,5-9,5 e 0,05 M Tris pH 7,5-9,5
0,05 M KCl e 2 M KCI

DesA DesB

0,1 M Tris pH 7,5 e 02 M Tris pH 7,5-9,5
0,1 M KCl e 0,1 M KCI
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Cel0

0,05 M Tris pH 7,5
0,15 M KCI
0,001 M EDTA

CelB

0,05 M Tris pH 7,5
0,5 M KCI
0,001 M EDTA

CelD

0,05 M Tris pH 7,5
1,35 M KCI

0,001 M EDTA
50% Glikol etylowy

Roztwor blekitu brylantowego

1 g/l Bfekit brylantowy R 250

50% Metanol

10% Kwas octowy
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CelA

0,05 M Tris pH 7,5
0,2 M KCIl
0,001 M EDTA

CelC

0,05 M Tris pH 7,5
0,8 M KCI
0,001 M EDTA

Stripping

0,05 M Tris pH 7,5
0,5 M KCI
0,05 M EDTA



3.9. Pozywki

Luria broth (LB) Luria broth agar (LA)
e 10 g/1 NaCl e 10 g/l NaCl
e 5 g/l Ekstrakt drozdzowy e 5 g/l Ekstrakt drozdzowy
e 10 g/l Pepton e 10 g/l Pepton

e 15 g/l Agar bakteriologiczny

YPD YPD-agar

e 20 g/l Pepton e 20 g/l Pepton

e 10 g/l Ekstrakt drozdzowy 10 g/l Ekstrakt drozdzowy

e 20 g/l Glukoza e 20 g/l Glukoza
e 15 g/l Agar bakteriologiczny

Super optimal catabolite
Superbroth (SB)

repression (SOC)

e 8 g/l NaCl e 0,5 g/l NaCl

e 15 g/l Ekstrakt drozdzowy e 5 g/l Ekstrakt drozdzowy
e 20 g/l Pepton e 20 g/l Pepton

e 2 g/l NayHPO, e 0,95 g/l MgCly,

e 1 g/l KH,PO, e 1,2 g/l MgSOy,

e 2 g/l Glukoza

4 g/l Glukoza

W  przypadku koniecznoSci suplementowania pozywek antybiotykiem korzystano
z nastepujacych stezen:
e Amplicylina - 100 pg/ml
Chloramfenikol - 20 pg/ml

Gentamycyna - 20 pg/ml

Kanamycyna - 50 pg/ml

Streptamycyna - 100 jpg/ml

Tetracyklina - 10 pg/ml
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3.10. Startery

Tabela 4. Tabelaryczne zestawienie starterow uzywanych w metodzie klonowania Gibsona.

Nazwa startera | Sekwencja (5°—3’)
pET.B.O.F attttgtttaactttaagaaggagatata catatz|acggaacgaaaaaaattagtoct|
pET.B.OR tggtggtectegagtgeggecgeaagett gtegacttafiicgoatcgtaceaagatgss|
pET.HB.O.F attttgtttaactttaagaaggagatata catatgcaccaccaccaccaccac_ |
[attagtget]
pET.BL.O.F attttgtttaactttaagaaggagatata catatg caatcgttagaggacataaatgtaaaaac
pET.HBL.O.F attttgtttaactttaagaaggagatata catatgcaccaccaccaccaccat caatcgttagaggac
ataaatgtaaaaac
pET.HN.O.R tggtggtgctcgagtgeggecgcaagett gtcgacttaatggtggtggtggtggtg_
pET.HG.O.F aftttgtttaactttaagaaggagatata catatgcaccaccaccaccaccacfiigrauaerey
pET.HN.O.F attttgtttaactttaagaaggagatata catatgcaccaccaccaccaccac-
pBAD.B.O.F cegtittitgggctaacaggaggaattaa ccatgg: - [ACggaacgaaaaaaattagtgciistaga
E3
pBAD.HG.O.R gtttaaactcaatgatgatgatgatgatg gtcgacttaatggtggtggtgotggtoRRiduisrlirekl
F-BLN150 gtacgatgegaaa gelicigglggtetigac [gatifagaagaaaticgtaaaaaaaaatiagaagal
T
R-N150LB gteaacaccaccagaacc [fiiGgoatcgtaccaagatggscotgatgcaaagiocacetitaacs)
F-N150LBL ggttctggtggtgttgac caatcgttagaggacataaatgtaaaaacagtcacaga
R-BLLN150 ctctaacgattg gtcaacaccaccagaacc [iiSSIMIGIMACEIANIEEIoaoat
F-N150LB eSS C e CENCAORa o ottctogtegtettgac _
B
pET.P.O.R tggtgstectegagtgeggecgeaagett gtcgact iR IR LTI LRI E et ey
pET.P.O.F aftttgtttaactttaagaaggagatata catat R T e LR E T T
pET.HP.O.F aftttgtttaactttaagaaggagatata catatgcaccaccaccaccaccaclirtesy
pETHNI50.0.F | |attttgtttaactttaagaaggagatata catatgcaccaccaccaccaccac|iuuuuuauaie] |
[Bfaaaaaaaaaitagasgaatinanaasagaagaagctanacgtanatia]
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Nazwa startera | Sekwencja (5°—3’)

pETNIS0.0.F | attttgtttaactttaagaaggagatata catate|EillaEaasaaaiCEIaaaaaaaaaiasaas)
L S S G s S
pET.HN150.0.R | tggtggtgctcgagtgcggccgeaagcett gtcgacttaatggtggtggtggtggtg_
NLP.O.R tittetattattagtigtattagticticetcate gtcaacaccaccagaacc
PLNOF  pitgageio guactastacasclaataatagaaaaact g geaaaaglegagaggaaat
NISOLPO.F | |aCSIECeaa eSO <o tctootoatzttgac |
NIMOK ttacptgmacgattigeticacgtitiggatiattage it itaaglagtate
pET.HG.O.R tggtggtgctcgagtgeggecgcaagett gtcgacttaatggtggtggtggtggtg

aaaggtcatccagg

pET.G.O.F ttaagaaggagatatac catatgfilerREIGURERI (G R I e iRl o

Kolory uzyte w tabeli sluzag wizualnemu rozréznieniu poszczegdlnych fragmentow,
a znaczenie koloréw przedstawiono ponize;j.
Szary - plazmid pET-21a(+) lub pBAD/Myc-His A;
- — gen polimerazy Bsu;
Jasno zielony - gen duzej podjednostki polimerazy Bsu (Bsu large);
— gen polimerazy Phi29;
— gen biatka gp32;
'Pomaraiczowy| — gen biatka NeqSSB;
- — gen biatka Neql50;

Zélty — lacznik;

Fioletowy — znacznik His-tag;

Czarny — sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Ndel, Ncol i Sall;

Czerwony — kodon stop;

Zielony — dodatkowe dwa nukleotydy, ktore zostaly dodane aby zachowac¢ ramke
odczytu dla plazmidu pBAD/Myc-His A.

Tabela 5. Tabelaryczne zestawienie starteréw uzywanych do wyznaczania wlasciwosci polimeraz.

Nazwa startera | Sekwencja (5°—3’)
F6-32 ggtttctacatgctcgtaaattaggatgggat
R2-31 acattggcagattcaccagtcacacgaccag
dt76 tteeeeeteeeeteteeeceeeeeeteteeeeeeeeeeecteeeeeeeeeeecteeeereeeeeceteeeeeeee
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3.11. Bazy i narzedzia bioinformatyczne

3.11.1. Bazy danych

e AlphaFold Protein Structure Database
e National Center for Biotechnology Information (NCBI), GenBank
e Protein Data Bank (PDB)

e Universal Protein Resource (UniProt)

3.11.2. Narzedzia bioinformatyczne

e MultAlin
NEBioCalculator

ProtParam (ExPASy)

Reverse Complement (bioinformatics.org)

RStudio

SnapGene Viewer

Translate tool (ExPASy)

58



Rozdzial 4

Metody

4.1. Hodowle

4.1.1. Hodowla w podlozu stalym

Hodowle w podlozu stalym prowadzono na sterylnych szalkach ze zestalong
pozywka agarowa. Dla szczepéw bakteryjnych uzywano pozywki LA (Materialy 3.9)
suplementowanej odpowiednimi antybiotykami, natomiast dla szczepéw drozdzowych
uzywano pozywki YPD-agar (Materialy 3.9). W szalke wglaskano, za pomoca sterylnej
glaszczki, zawiesing wybranego mikroorganizmu. Hodowle prowadzono w 37°C przez
noc w cieplarce (POL-EKO, Polska). Szalki z wyro$nigtymi koloniami przechowywano

w 4°C do dalszych manipulacji.

4.1.2. Hodowla w podiozu plynnym

Hodowle w podtozu ptynnym prowadzono w kolbach szklanych z odpowiednia
pozywka. Dla szczepéw bakteryjnych uzywano pozywki LB lub SB (Materialy 3.9)
suplementowanej odpowiednimi antybiotykami, natomiast dla szczepéw drozdzowych
uzywano pozywki YPD (Materialy 3.9). Do pozywki jako inokulum dodawano
pojedynczg kolonie¢ =z szalki lub niewielkg ilo$¢ krioprezerwowanej zawiesiny
mikroorganizméw. Hodowle prowadzono w 37°C przez noc 2z wytrzgsaniem
o amplitudzie 220 rpm w inkubatorze (JEIO TECH, Korea Poludniowa). W celu
zabezpieczenia 1 dilugoterminowego przechowywania szczepOw Krioprezerwowano je
w zawiesinie z glicerolem. Zawiesing przygotowywano mieszajac hodowle z 30%
sterylnym glicerolem w stosunku 1:1. Tak przygotowany krioprezerwant przechowywano

w -80°C do dalszych manipulacji.
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4.2. Rozdzialy elektroforetyczne

4.2.1. Elektroforeza agarozowa

Elektroforez¢ przeprowadzano w zelu agarozowym, dobierajac jego procentowo$¢ do
wielkoSci oczekiwanych produktéw. Do zelu dodawano bromek etydyny lub barwnik
Midori Green Xtra. Zel umieszczano w aparacie do elektroforezy poziomej i zalewano
odpowiednim buforem, a nast¢pnie nakladano badane probki z dodatkiem buforu
obcigzajacego. W przypadku rozdzialu DNA uzywano buforu TAE (Materialy 3.8),
natomiast w przypadku rozdzialu RNA wuzywano buforu 0,5xTBE (Materialy 3.2).
Rozdzial prowadzono przez 20-30 min przy napieciu 160 V 1 wizualizowano go przy
pomocy transluminatora (UVP, USA), transluminatora ze Swiatem bialym (Invitrogen,

USA) Iub systemu do robienia zdje¢ G:Box (Syngene, UK).

4.2.2. Elektroforeza w warunkach denaturujacych SDS-PAGE

Elektroforeze prowadzono w zelu poliakrylamidowym, ktérego procentowos¢
czeSci rozdzielajacej dobierano do wielkoSci badanych biatek. Przed rozdzialem
przygotowywano zel wlewajac miedzy odtluszczone szyby zel rozdzielajacy,
a po jego spolimeryzowaniu zel zageszczajacy (Materialy 3.8). Gotowy zel
umieszczano w aparacie wypelnionym buforem Tris-Gly (Materialy 3.8) i nakladano
przygotowane probki. Przygotowanie probek polegatlo na dodaniu buforu denaturujacego
zawierajagcego 0,1 M DTT (Materialy 3.2) oraz denaturacji termicznej (10 min,
98°C). Rozdzial prowadzono przy stalym napieciu 230 V przez 35-45 min.
Po rozdziale zel wyjmowano spomiedzy szyb i zabarwiano roztworem bfekitu
brylantowego (Materialy 3.8), nastepnie odmywano nadmiar barwnika goraca woda do
momentu wyraznego zaobserwowania prazkéw biatkowych i1 odbarwienia tlta. Wynik
rozdzialu dokumentowano poprzez wykonanie zdjecie w Swietle bialym za pomoca

transluminatora ze S$wiatem bialym (Invitrogen, USA).
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4.3. Praca z kwasami nukleinowymi

4.3.1. Izolacja RNA

Przed przystgpieniem do procesu izolacji RNA przygotowano probowki zawierajace:
(1) 500 pl mieszaniny fenol : chloroform : alkohol izoamylowy w stosunku 25:24:1,
(2) 500 pul chloroformu oraz
(3) 1 ml schtodzonego w -20°C alkoholu etylowego.

Nocng hodowle drozdzowa rozdzielono po 1,5 ml do 2 ml probéwek i zwirowano
(5 min, 4500xg). Supernatant zlano, a osad zawieszono w 500 pul buforu NaAES
(Materialy 3.8), kolejno dodano 500 pl roztworu kwasnego fenolu i wymieszano za
pomocg worteksu (Velp Scientifica, Wlochy). Probki inkubowano w 65°C przez 8 min,
nastepnie natychmiastowo zamrozono je zanurzajagc w cieklym azocie i pozostawiono
w temperaturze pokojowej. Po rozmrozeniu probéwki zwirowano (20 min, 18°C,
18000xg), goérng fazg wodng przeniesiono do wczeSniej przygotowanej probowki (1)
z mieszaning fenol : chloroform : alkohol izoamylowy 1 intensywnie mieszano
przez 5 min. Zawiesing ponownie zwirowano (15 min, 18°C, 18000xg), a faze
wodng przeniesiono do wczeSniej przygotowanej probowki (2) z chloroformem.
Mieszanin¢ intensywnie mieszano przez 5 min, po czym zwirowano (10 min, 4°C,
18000xg). Uzyskang faze wodng przeniesiono do wczesniej przygotowanej probowki
(3) z alkoholem etylowym i pozostawiono na noc w -20°C. Po nocy zwirowano
zawiesing (20 min, 4°C, 18000xg), zlano supernatant, a osad przeptukano 1 ml 70%
roztworem alkoholu etylowego. Zawiesing zwirowano (7 min, 4°C, 18000xg), zlano
supernatant, odwrécono probowki do goéry dnem i pozostawiono, aby resztki etanolu
odparowaly. Osady zawieszono w 150 pl wody DEPC. Stezenie wyizolowanego RNA
mierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific,

USA). Wyizolowane RNA przechowywano w -80°C do dalszych manipulacji.
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4.3.2. Izolacja plazmidowego DNA

Hodowle nocng o objetosSci 5 ml zwirowano (5 min, 5000xg) i zlano supernatant.
Plazmidowe DNA izolowano z osadu bakteryjnego zgodnie z instrukcja dotaczong
do zestawu GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
(Materialy 3.7). DNA eluowano 50 pl wody jatowej podgrzanej do 50°C. Stezenie
wyizolowanego DNA plazmidowego mierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop
OneC (Thermo Fisher Scientific, USA). Wyizolowane DNA przechowywano w -20°C

do dalszych manipulacji.

4.3.3. Izolacja genomowego DNA

Hodowle nocna o objetosci 20 ml zwirowano (5 min, 5000xg) i zlano supernatant.
Genomowe DNA izolowano z osadu bakteryjnego zgodnie z instrukcja dotaczong
do zestawu Genomic Maxi AX (A&A Biotechnology, Polska) (Materiaty 3.7). DNA
eluowano 500 pl wody jatowej podgrzanej do 50°C. Stezenie wyizolowanego DNA
genomowego mierzono za pomocy spektrofotometru NanoDrop OneC (Thermo Fisher

Scientific, USA). Wyizolowane DNA przechowywano w -20°C do dalszych manipulacji.

4.3.4. Trawienie restrykcyjne plazmidu

Mieszaning reakcyjng do trawienia plazmidu przygotowano zgodnie z opisem

w tabeli 6.

Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej do trawienia enzymatycznego plazmidéw.

Nazwa Ilos¢

Bufor 10xFastDigest 4 qul

Plazmid 1-2 npg

Enzym restrykcyjny Ndel lub Ncol |2 nl

Enzym restrykcyjny Sall 2 ul

Woda Uzupetni¢ do 40 nl

Poczatkowo dodano tylko enzym FastDigest Ndel (Thermo Fisher Scientific, USA)
dla plazmidu pET-2la(+) lub FastDigest Ncol (Thermo Fisher Scientific, USA) dla
plazmidu pBAD Myc-His A i inkubowano mieszaning w 37°C przez 2 h. Nastepnie

inaktywowano enzym w 65°C przez 10 min. Po ochlodzeniu dodano 2 pul enzymu
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FastDigest Sall (Thermo Fisher Scientificc USA) i inkubowano w 37°C przez 1 h,
po czym inaktywowano enzym w 65°C przez 10 min. Calo$§¢ mieszaniny nakladano
na 1% zel agarozowy z dodatkiem Midori Green Xtra i1 przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny (Metody 4.2.1). Korzystajac z transluminatora ze Swiattem biatym
(Invitrogen, USA) wycinano prazek odpowiadajacy wielkoSci trawionego plazmidu oraz
oczyszczano DNA z agarozy za pomocg zestawu Monarch DNA Gel Extraction Kit,
zgodnie z zaleceniami producenta (New England Biolabs, USA) (Materiaty 3.7). DNA
eluowano 20 pl wody jatowej podgrzanej do 70°C. Stezenie wyizolowanego DNA
mierzono za pomoca spektrofotometru NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific,

USA). Wyizolowane DNA przechowywano w -20°C do dalszych manipulacji.

4.3.5. Przygotowanie wstawek do klonowania

Wstawki do klonowania przygotowano metoda PCR. Sktad mieszaniny reakcyjnej
przedstawiono w tabeli 7, natomiast startery uzywane w reakcji przedstawiono

w rozdziale Materialy 3.10 w tabeli 4.

Tabela 7. Sklad mieszaniny reakcyjnej do otrzymywania wstawek metoda PCR.

Nazwa Stezenie Ilosé
Starter forward 10 mM 2,5 qnl
Starter reverse 10 mM 2,5 qnl
dNTP 8 mM 5 pul
Bufor GC 5x 10 pl
Polimeraza Phusion 2 U/l 0,5 nl
Matryca - 75-100 pg
Woda - do 50 pl

Reakcje przeprowadzano w termocyklerze VeritiPro (Applied Biosystems, USA).
Temperature przylaczania starterow optymalizowano w zakresie 52-68°C. Natomiast
czas wydluzania dostosowywano do wielkoSci otrzymywanego produktu bioragc pod
uwage szybko§¢ syntezy DNA przez polimerazg (dotaczenie 1000 nukleotydéow w

ciagu 30 s). Ogdlny profil czasowo-temperaturowy przedstawiono w tabeli 8.
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Tabela 8. Profil czasowo-temperaturowy otrzymywania wstawek do klonowania metoda PCR.

Temperatura [°C] Czas [s] Ilos¢ powtorzen
98 120 1
98 30
52-68 30 40
72 55-105
72 300 1
4 00 1

Mieszaning poreakcyjng naktadano na 1-1,5% zel agarozowy =z dodatkiem
Midori Green Xtra i przeprowadzono rozdzial -elektroforetyczny (Metody 4.2.1).
Korzystajac z transluminatora ze Swiattem bialym (Invitrogen, USA) wycinano prazek
odpowiadajacy wielkoSci otrzymywanego produktu oraz oczyszczano DNA z agarozy
za pomocy zestawu Monarch DNA Gel Extraction Kit, zgodnie z zaleceniami
producenta (New England Biolabs, USA) (Materialy 3.7). DNA eluowano 20 pl
wody jalowej podgrzanej do 70°C. Stezenie wyizolowanego DNA mierzono za pomocg
spektrofotometru NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific, USA). Wyizolowane DNA

przechowywano w -20°C do dalszych manipulacji.

4.4. Praca z bakteriami

4.4.1. Bakterie kompetentne

Do 250 ml pozywki LB suplementowanej odpowiednimi antybiotykami dodano
5 ml bakteryjnej hodowli nocnej. Tak przygotowana hodowle inkubowano w 37°C
z mieszaniem 220 rpm w inkubatorze (JEIO TECH, Korea Potudniowa) do momentu
osiggniecia gestoSci optycznej (ODgy) w granicach 0,5-0,6. Nastepnie hodowle
schtadzano na lodzie przez 15 min, po czym wirowano (10 min, 4°C, 4500xg)
w sterylnych butelkach wirownicznych. Supernatant zlano, a osad zawieszono w 15 ml
buforu Tfbl (Materialy 3.8) i1 inkubowano na lodzie przez 60 min. Po tym
czasie zawiesine zwirowano (5 min, 47°C, 4500xg), supernatant zlano a osad
zawieszono w 3 ml buforu TfbIl (Materialy 3.8). Tak przygotowana zawiesing

komérek kompetentnych rozdzielono po 50 pl do wczesniej schiodzonych sterylnych
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1,5 ml probéwek. Zawiesing w zamknie¢tych probéwkach mrozono poprzez zanurzenie
w cieklym azocie. Tak przygotowane bakterie kompetentne przechowywano w -80°C
do dalszych manipulacji.

Swieze komoérki kompetentne poddawano testom czystoSci. Przeprowadzano
procedur¢ transformacji (Metody 4.4.2) z wykorzystaniem plazmidu oraz bez dodania
plazmidu. Bakterie z transformowanym plazmidem wysiewano (Metody 4.1.1) na
szalki z odpowiednim dla plazmidu antybiotykiem. Bakterie bez plazmidu wysiewano
na szalki bez antybiotykéw oraz na szalki z ampicyling, kanamycyng, gentamycyna,
streptamycyng, tetracykling i chloramfenikolem (Materialy 3.2). Po wyrosnieciu kolonii

okreslano czystoS¢ przygotowanych komorek kompetentnych.

4.4.2. Transformacja bakterii

Przechowywane w zamrazarce -80°C probowki 2z bakteriami kompetentnymi
rozmrazano na lodzie przez 5 min. Do bakterii kompetentnych dodawano 50-100 ng
DNA plazmidowego. Calo$¢ inkubowano na lodzie przez 30 min, wykonano szok
termiczny (42°C, 60 s), po czym od razu przenoszono probéwki na 16d i chtodzono
przez 10 min. Nastepnie dodawano 500 pl ogrzanej do 37°C pozywki LB
(Materiaty 3.9) i inkubowano z mieszaniem przez 1-1,5 h w 37°C. Po tym -czasie
zawiesing wirowano (5 min, 4500xg), zlewano 450 pl pozywki a w pozostalej
objetoSci zawieszono osad bakteryjny. Powstala w ten spos6b zawiesing wysiewano

na szalki (Metody 4.1.1).
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4.4.3. Klonowanie metoda Gibsona

Do klonowania uzywano zestawu OverLap Assembly Cloning Kit (A&A
Biotechnology, Polska) (Materiaty 3.7). Mieszanin¢ reakcyjna przygotowano zgodnie
z tabela 9. Do reakcji uzyto wstawek uzyskanych metoda PCR (Metody 4.3.5)
oraz wektora bedgcego trawionym plazmidem (Metody 4.3.4), w proporcjach 1:1:1

(wstawka 1 : wstawka 2 : wektor).

Tabela 9. Sklad mieszaniny reakcyjnej do klonowania metoda Gibsona.

Skladnik Wielkos¢ produktu [nt] Ilos¢
Wstawka 1 X 0,065-X ng
Wstawka 2 Y 0,065-Y ng
Wektor Z 0,065-Z ng
dNTP - 2 ul

Bufor 5xOverLap - 4 ql
Mieszanina enzymow - 2 qul

Woda - Uzupetni¢ do 20 pnl

Mieszaning reakcyjng inkubowano w 37°C przez 1 h, nast¢pnie schladzano ja
na lodzie i dodawano 5 pl mieszaniny do 50 pl bakterii kompetentnych E. coli
(Metody 4.4.1) szczepéw Jo-Fi, DHIOB lub TOPIO (Materialy 3.6). Zawiesing
bakteryjng inkubowano na lodzie przez 1 h, po czym przeprowadzono szok za
pomoca myjki ultradzwickowej (EMAG, Niemcy), wkladajac probéwke do wody
wzburzonej ultradZwigkami na 15 s. Nastgpnie probowki chlodzono na lodzie przez
I5 min 1 dodawano do nich 500 pl ogrzanej do 37°C pozywki SOC (Materialy 3.9).
Catos¢ inkubowano w 37°C z wytrzasaniem 500 rpm przez 1,5-2 h. Po tym czasie
zawiesing wirowano (5 min, 4500xg), zlewano 450 pl pozywki a w pozostatej czesci
zawieszono osad bakteryjny. Powstala w ten sposéb zawiesing wysiewano na szalki

(Metody 4.1.1).
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4.4.4. Nadprodukcja bialek

Nadprodukcje testowg prowadzono w malej skali (20 ml hodowli) z uzyciem
szczepOw ekspersyjnych E. coli: Arctic Express (DE3), BL21-CodonPlus (DE3)-RIL
(BL RIL), Lemo21 (DE3), Rosetta (DE3), Tuner (DE3) lub TOP10 (Materiaty 3.6).
Do pozywki LB Ilub SB (Materialy 3.9) dodawano hodowle nocng w proporcji
1:50, w ten sposéb odmiodzong hodowle inkubowano z wytrzasaniem w temperaturze
37°C do osiagniecia ODgyp~0,5. Gdy ODgyy osiggnelo wymagany poziom pobierano
I ml hodowli do 1,5 ml probéwki, wirowano (5 min, 5000xg), zlewano supernatant,
a osad zawieszano w 100 pl buforu TE (Materialy 3.8). Tak przygotowang probke
przechowywano w lodéwce do pdZniejszej analizy elektroforetycznej. Pozostala czgsé
hodowli indukowano dodajac 1 M IPTG w stosunku 1:1000 (IPTG : hodowla)
1 prowadzono hodowle dalej w 30°C. Po 2, 4, 6 1 24 godzinach od indukcji
roOwniez pobierano 1 ml hodowli i przygotowywano prébki do elektroforezy. Po 24
godzinach wirowano (10 min, 5000xg) pozostala objetos¢ hodowli i zamrazano osad
do pdzniejszych testow. Pobierane w trakcie hodowli probki wykorzystano do rozdziatu
elektroforetycznego w warunkach denaturujagcych (Metody 4.2.2). Na podstawie
wynikéw elektroforezy dla kazdego biatka wyznaczano optymalne warunki nadprodukcji
(szczep 1 czas). Skale nadprodukcji powickszono prowadzac hodowle w 300 ml

pozywki w optymalnych warunkach.

4.4.5. Uwalnianie bialek z komorek bakteryjnych

Zamrozone osady po nadprodukcji (Metody 4.4.4) zawieszano w buforze HisA
(Materiaty 3.8) z dodatkiem 0,1% Tritonu X-100, dodawano lizozymu w stosunku
1:100 (bufor : lizozym 0,1 mg/ml) oraz 250 U nukleazy Viscolase (Materialy 3.3).
Przy nadprodukcji w malej skali osad zawieszano w 5 ml, a w duzej skali
w 15 ml buforu. Zawiesing inkubowano z wytrzagsaniem w temperaturze 30°C przez
30 min, a nastgpnie schtadzano ja na lodzie przez 10 min. Nastgpnie poddawano ja
dezintegracji poprzez sonikacje w 5 cyklach (30 s sonikacji i 60 s przerwy) przy
pomocy homogenizatora ultradzwickowego (Bandelin, Niemcy). Z zawiesiny pobierano
50 pl prébki do pédzniejszego wykorzystania w analizie elektroforetycznej, a reszte
zawiesiny wirowano (30 min, 4°C, 20000xg). Supernatant (supernatant 1 — S1)

zlewano do sterylnej 50 ml probowki, a osad zawieszano w buforze HisA
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(Materiaty 3.8) z dodatkiem 10% sarkozylu, 1% Tritonu X-100 i 1 mM EDTA.
Zawiesing inkubowano w 4°C z mieszaniem przez 14-16 h, po tym czasie wirowano
ja (30 min, 4°C, 20000xg) 1 zlewano supernatant (supernatant 2 - S2) do
sterylnej probowki. Probki zawiesiny oraz obu supernatantow poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu w warunkach denaturujagcych (Metody 4.2.2). Na podstawie

wynikéw elektroforezy wyznaczano sposob uwalniania bialka z komdrek bakteryjnych.

4.5. Oczyszczanie chromatograficzne

4.5.1. Przygotowanie probek bialkowych do oczyszczania

Proces przygotowania byl zalezny od ditugosci procedury uwalniania (Metody 4.4.5).
Jezeli bialko wystepowalo w catosSci lub w znacznej wigkszoSci w supernatancie
1, probke filtrowano przez filtr strzykawkowy 0,45 pm. Natomiast gdy biatko
wystepowato dopiero w supernatancie 2, przed filtracja nalezalo rozcienczy¢ probke.
W przypadku chromatografii metalopowinowactwa (Metody 4.5.2) prébke rozcieficzano
8-krotnie za pomoca buforu HisA (Materialy 3.8) i faczono z supernatantem 1.
W  przypadku oczyszczania probek na kolumnie jonowymiennej (Metody 4.5.3)
konieczne bylo 10-krotne rozcieiczenie prébki buforem JonA (Materialy 3.8).
Rozciedczone preparaty filtrowano za pomoca zestawu do filtracji ciSnieniowej

z membrana o wielkoSci poréow 0,45 pm.

4.5.2. Chromatografia metalopowinowactwa

Odpowiednio przygotowany preparat biatkowy (Metody 4.5.1) oczyszczano przy
uzyciu kolumny EconoFit Profinity IMAC o objetosci 5 ml (BioRad, USA)
podiaczonej do systemu chromatograficznego NGC Quest 10 Plus (BioRad, USA).
Kolumne przed natozeniem preparatu réwnowazono buforem HisA (Materialy 3.8).
Nastepnie naktadano prébke i plukano kolumng¢ 25 ml buforu HisA (Materialy 3.8),
w celu pozbycia si¢ niespecyficznie zwigzanych z kolumng biatek. Elucja nastgepowata
przy gradientowym wzroScie st¢zenia imidazolu od buforu HisA (5 mM imidazolu),
do buforu HisB (300 mM imidazolu) (Materialy 3.8), w jej trakcie zbierano
frakcje o objetoSci 2 ml. Na koniec kolumne ponownie plukano buforem HisA

(Materiaty 3.8). Schemat procesu oczyszczania uwzgledniajacy zawartoSC procentowa
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buforu HisB (%B) w poszczegélnych etapach przedstawiono na rysunku 12. Caly
proces oczyszczania kontrolowano rejestrujac sygnal absorbancji przy dilugosci fali
215, 260 1 280 nm oraz wartoSci przewodnosSci. Na podstawie zarejestrowanych
sygnaléw wybrano probki do analizy elektroforetycznej w warunkach denaturujacych
(Metody 4.2.2).

Po procesie oczyszczania biatka kolumn¢ czyszczono poprzez plukanie kolejno
25 ml wody, 20 ml buforu Stripping (Materialy 3.8), 20 ml 0,5 M roztworu
wodorotlenku sodu i1 25 ml wody. Nastepnie regenerowano ja poprzez naltozenie
25 ml 0,1 M roztworu chlorku niklu, ktérego nadmiar wyptukiwano 20 ml wody,
a kolumn¢ réwnowazono 25 ml buforu HisA (Materialy 3.8). Do przechowywania

kolumn¢ zalewano 20% roztworem etanolu.

B roWnowakenie nakladanie plukanie , phukanie
o clucya
kolumny prabki kolumiy kolumny 2
10001
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v
Rysunek 12. Schematyczne przedstawienie procesu oczyszczania metoda metalopowinowactwa,

uwzgledniajace zawarto§¢ procentowa buforu HisB (%B) w poszczegdlnych etapach.
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4.5.3. Chromatografia jonowymienna

Odpowiednio przygotowany preparat biatkowy (Metody 4.5.1) oczyszczono przy
uzyciu kolumny HiTrap Heparin HP o objetosSci 1 ml (Cytiva, USA) podlaczonej
do systemu chromatograficznego NGC Quest 10 Plus (BioRad, USA). Kolumne¢
przed natozeniem preparatu rownowazono buforem JonA (Materiaty 3.8). Nastepnie
nakladano probke i ptukano kolumne 5 ml buforu JonA (Materiaty 3.8), w celu
pozbycia si¢ niespecyficznie zwigzanych z kolumng bialek. Elucja nastgpowata przy
gradientowym wzroScie st¢zenia chlorku potasu od buforu JonA (50 mM KCI),
do buforu JonB (2 M KCl) (Materialy 3.8), w jej trakcie zbierano frakcje
o objetosSci 2 ml. Schemat procesu oczyszczania uwzgledniajacy zawarto$¢ procentowa
buforu JonB (%B) w poszczegllnych etapach przedstawiono na rysunku 13. Caly
proces oczyszczania kontrolowano rejestrujac sygnal absorbancji przy diugosci fali
215, 260 i 280 nm oraz wartoSci przewodnosSci. Na podstawie zarejestrowanych
sygnaléw wybierano probki do analizy elektroforetycznej w warunkach denaturujacych
(Metody 4.2.2). Po procesie oczyszczania kolumn¢ regenerowano poprzez ponownie
ptukanie buforem JonA (Materialy 3.8). Do dlugotrwalego przechowywania kolumne

zalewano 20% roztworem etanolu.
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Rysunek 13. Schematyczne przedstawienie procesu oczyszczania metodg jonowymienng, uwzgledniajace

zawarto§¢ procentowg buforu JonB (%B) w poszczegdlnych etapach.
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4.5.4. Chromatografia grawitacyjna na zlozu ssDNA-celuloza

Preparat  biatkowy po  oczyszczaniu na  kolumnie = metalopowinowactwa
(Metody 4.5.2) i1 odsoleniu (Metody 4.5.5), poddawano dodatkowemu procesowi
oczyszczania na zlozu ssDNA-celuloza (Worthington, USA). Zloze przed natozeniem
preparatu zréwnowazono buforem CelA (Materialy 3.8). Nastepnie naktadano prébke
i ptukano kolumne¢ buforem CelA (Materialy 3.8), w celu pozbycia si¢ niespecyficznie
zwigzanych biatek z kolumna. Elucja nastepowata podczas ptukania kolumny trzema
kolejnymi buforami: 25 ml buforu CelB, 25 ml CelC 1 25 ml CelD (Materialy 3.8).
Z kazdej zebranej frakcji pobierano probki do analizy elektroforetycznej w warunkach
denaturujacych (Metody 4.2.2). Na koniec kolumne regenerowano pluczac ja
buforem CelA, a do dlugotrwatego przechowywania kolumne¢ zalewano buforem Cel0

(Materiaty 3.8).

4.5.5. Odsalanie preparatéow bialtkowych

Frakcje zawierajagce badane bialko po oczyszczaniu na kolumnie chromatografii
metalopowinowactwa (Metody 4.5.2), jonowymiennej (Metody 4.5.3) lub ze
ztozem ssDNA-celuloza (Metody 4.5.4) !aczono 1 odsalano przy uzyciu 10 ml
kolumny Bio-Scale Mini Bio-Gel P-6 (BioRad, USA) podiaczonej do systemu
chromatograficznego NGC Quest 10 Plus (BioRad, USA). Kolumn¢ przed nalozeniem
preparatu rownowazono buforem DesA (Materialy 3.8). Nastepnie naktadano prébke
1 eluowano biatko buforem DesA (Materialy 3.8). Caly proces odsalania kontrolowano
rejestrujgc  sygnal absorbancji przy dlugosci fali 215, 260 1 280 nm oraz
warto$ci przewodnosci. Na podstawie zarejestrowanych sygnaléw wybierano prébki
do analizy elektroforetycznej w warunkach denaturujagcych (Metody 4.2.2). Po procesie
oczyszczania kolumne regenerowano poprzez ponownie plukanie buforem DesA

(Materiaty 3.8). Do dlugotrwalego przechowywania kolumne zalewano woda.
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4.5.6. Odsalanie preparatéow bialkowych poprzez dialize¢

Frakcje zawierajagce badane bialko po oczyszczaniu na kolumnie chromatografii
metalopowinowactwa (Metody 4.5.2) lub jonowymiennej (Metody 4.5.3) taczono
1 napelniano nimi celulozowe worki dializacyjne. Worki umieszczano w 2 1 sterylnej
zlewce z 600-800 ml buforu DesB (Materialy 3.8) z 10-50% dodatkiem glicerolu
oraz elementem mieszajacym. Zlewke przykrywano folig aluminiowa i umieszczano
w 4°C na mieszadle magnetycznym, zawartoS¢ mieszano. Proces prowadzono przez
16-21 h, wymieniajagc bufor najpierw po 2-2,5 h, pdzniej po 12-16 h i na konicu po
kolejnych 2-2,5 h. Po tym czasie zawarto§¢ workéw dializacyjnych zlewano, a gdy
wytracit sie osad zawiesing filtrowano. Pobierano probki przed dializa, po dializie
1 po filtrowaniu, a nastgpnie poddawano je analizie elektroforetycznej w warunkach

denaturujacych, w celu oszacowania iloSci strat bialka przez wytrgcenie.

4.6. Preparaty biatkowe

4.6.1. Przygotowanie preparatéow biatkowych do przechowywania dlugoterminowego

Odsolone preparaty biatkowe za pomoca kolumny (Metody 4.5.5) lub dializy
(Metody 4.5.6) zageszczano za pomoca koncentratora wir6wkowego Amicon Ultra-15
(Millipore, USA), dobierajac wielkoS¢ poréow membrany do wielkosSci biatka, zgodnie
z zaleceniami producenta. Nastepnie mierzono absorbancje probki przy dilugosci fali
280 nm za pomocg spektrofotometru NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific,
USA). Aby zwickszy¢ trwatoS¢ przechowywanych preparatow dodawano 100%
sterylnego glicerolu w stosunku objetoSciowym 1:1 oraz DTT 1 EDTA do koncowego
stezenia odpowiednio 1 mM 1 0,1 mM. Tak zabezpieczone preparaty przechowywano
w -20°C do dalszych badan. Na podstawie zmierzonej absorbancji oraz wyliczonego

wspolczynnika ekstynkcji  wyliczano stezenie biatka w preparacie, korzystajac ze

wzoru 1.
Aaso
= 1
€= (1)
¢ — stezenie preparatu biatkowego [mg/ml];
Asgy — warto$¢ absorbancji przy dlugosci fali 280 nm;
e — wspodlczynnik ekstynkcji wyznaczony na podstawie sekwencji aminokwasowej

badanego biatka [ml/mg].
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4.6.2. Czystos¢ preparatow biatkowych

Uzyskane preparaty bialkowe sprawdzano pod katem zanieczyszczen kwasami
nukleinowymi. W tym celu naktadano ~2 pg biatka lub 5 pl preparatu biatkowego
na 1,5% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny i1 przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny (Metody 4.2.1). Na podstawie wynikéw elektroforezy okreslano

poziom zanieczyszczenia bialek przez kwasy nukleinowe.

4.7. Charakterystyka polimeraz

4.7.1. Wyznaczanie jednostek aktywnosSci

Do wyznaczenia jednostek aktywnosci wykorzystano zestaw EvaEZ Fluorometric
Polymerase Activity Assay Kit (Biotium, USA) oraz termocykler real-time (BioRad,
USA). Postepujac zgodnie z instrukcjg przygotowano szereg reakcji z kolejnymi
rozcieficzeniami badanych polimeraz oraz reakcje kontrolng nie zawierajaca polimerazy,
kazde w 3 powtdrzeniach. Reakcje prowadzono w 37°C (dla wariantéw z polimerazg
Bsu) lub 30°C (dla wariantow z polimerazag Phi29) odczytujac wartoS¢ sygnalu
fluorescencji co 60 s, przez 3-6 h. Na podstawie pomiarow mozliwe bylo
wyznaczenie stycznej do odcinka linowego wykresu oraz wyliczenie jednostek
aktywnoSci korzystajac ze wzoru 2. Zaktadajac, ze 1 U polimerazy przylacza n

nukleotyddw w czasie ¢t w zadanej temperaturze.

_AF(t) 0,27
B Avaaat n

u — ilo$¢ jednostek aktywnoSci w 1 pl badanego preparatu biatkowego [U/pl];

t - czas (=30 dla Bsu i r=15 dla Phi29) [min];

"R (2)

u

AF(t) — réznica wartoSci stycznej dla czasu ¢ oraz wartoSci sygnatu fluorescencji
dla reakcji kontrolnej;

AF .. — réznica wartosci sygnatu fluorescencji dla fazy plateau reakcji oraz wartosci
sygnalu fluorescencji dla reakcji kontrolnej;

0,27 — stala wyznaczona przez producenta zestawu [nmol];

n — ilo§¢ nukleotydéow jaka 1 U polimerazy jest w stanie dotaczyé w czasie ¢
trwania reakcji w zadanej temperaturze (n=10 dla Bsu i »n=0.5 dla Phi29) [nmol];

R — rozcieficzenie preparatu biatkowego.
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4.7.2. Wyznaczenie zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych

Testy wiazania réznych form kwaséw nukleinowych przeprowadzono za pomoca
metody EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay). Sprawdzano mozliwos¢
wigzania sSDNA (dT76 znakowane fluorescencyjnie 0,5 pM), dsDNA (100 ng produktu
PCR o dilugosci 330 pz), plazmidowego DNA (100 ng pUC19), genomowego DNA
(85 ng DNA genomowego z Bacillus subtilis 168) oraz catkowitego RNA (500 ng
catkowitego RNA z Saccharomyces cerevisiae BY4742). Do roztworu z badanym
kwasem nukleinowym w buforze DesA (Materialy 3.8) dodawano zwigkszajaca sie¢
ilo§¢ badanej polimerazy (0-15 U). Gotowa mieszaning wirowano i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 10 min. Po zakoficzeniu reakcji mieszaning naktadano
na zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny: 1% (dla plazmidowego i genomowego
DNA), 1,5% (dla ssDNA i dsDNA) oraz 2% (dla RNA) i przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny (Metody 4.2.1). Na podstawie wynikéw elektroforezy okreslano
zdolno$¢ wigzania réznych form kwaséw nukleinowych, poprzez obserwacj¢ opdZnienie

ich migracji w zelu.

4.8. Amplifikacja izotermiczna DNA

4.8.1. Reakcja amplifikacji toczacego si¢ kota (RCA)

Mieszaning reakcyjna do amplifikacji izotermicznej DNA przygotowano zgodnie

z opisem w tabeli 10.

Tabela 10. Sklad mieszaniny reakcyjnej do reakcji amplifikacji toczacego si¢ kota (RCA).

Nazwa Stezenie Ilos¢ [pl]
Bufor reakcyjny 10x 2 ul

Losowe oligonukleotyd

o diugosci g6 nt ” 20 M bl

dNTP 8 mM 2,5 ul
pUCI19 - 1 ng

Woda - Uzupetni¢ do 20-x pl
Polimeraza - X
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Poczatkowo mieszaning reakcyjng nie zawierajacg polimerazy denaturowano w 95°C
przez 5 min, po czym szybko przenoszono na 16d. Nastgpnie dodawano polimeraze
1 prowadzono reakcje w 30°C przez 16-20 h w termocyklerze VeritiPro (Applied
Biosystems, USA). Po tym czasie dezaktywowano polimeraze poprzez inkubacje
w 65°C przez 10 min. Nastepnie do mieszaniny dodawano buforu obcigzajacego,
nakfadano na 1% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny 1 przeprowadzono

rozdzial elektroforetyczny (Metody 4.2.1).

4.8.2. Reakcja izotermicznej amplifikacji DNA oparta o biatko gp32

Mieszaning reakcyjna do amplifikacji izotermicznej DNA przygotowano zgodnie
z opisem w tabeli 11, a startery uzywane w reakcji przedstawiono w rozdziale

Materiaty 3.10 w tabeli 5.

Tabela 11. Sklad mieszaniny reakcyjnej do izotermicznej amplifikacji DNA opartej o bialko gp32.

Nazwa Stezenie Hosé¢ [pl]
Tris-octan pH 7.9 1 M I nl
Octan potasu 1 M I ul
Octan magnezu 280 mM I ul
DTT 1 M 0,04 nl
dNTP 8 mM 1 nl
Starter F6-32 10 mM 1 pul
Starter R2-31 10 mM 1 qnl
Biatko gp32 - X ug
Polimeraza - y U
ssDNA M13 - Z ng
Woda - Uzupetni¢ do 20 pl

Reakcje prowadzono w 40°C w termocyklerze VeritiPro bez grzania
pokrywy (Applied Biosystems, USA). IloSci biatka gp32, polimerazy i matrycy
oraz czas trwania reakcji optymalizowano dla kazdej badanej polimerazy
(Metody 4.9.1, 492, 494 1 49.3). Po zakonczeniu reakcji mieszanin¢ naktadano
na 1% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny i przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny (Metody 4.2.1). Kluczowe do poprawnego zaj$cia reakcji bylo dodanie

octanu magnezu na sam koniec, tuz przed inkubacja.
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4.9. Optymalizacja izotermicznej amplifikacji DNA opartej o biatko
gp32

4.9.1. Ilos¢ biatka gp32

Reakcje przeprowadzono wedtug instrukcji z opisu metody 4.8.2 przez 40 min,
dodajac 7,5 U badanej polimerazy, 100 ng matrycy ssDNA MI13 oraz zwigkszajace
si¢ iloSci biatka gp32 (0,6-3,9 pg). Na podstawie analizy wynikéw elektroforezy,
wyznaczono optymalng ilo$¢ biatka gp32 potrzebng do zajScia reakcji dla badanej

polimerazy.

4.9.2. Tlo§¢ polimerazy

Reakcje przeprowadzono wedlug instrukcji z opisu metody 4.8.2 przez 40 min,
dodajagc wyznaczong wczesSniej optymalng ilo§¢ biatka gp32 (Metody 4.9.1), 100 ng
matrycy ssDNA MI13 oraz zwigkszajace si¢ iloSci badanej polimerazy (0,5-7,5 U).
Na podstawie analizy wynikéw elektroforezy, wyznaczono minimalng ilo$¢ polimerazy

potrzebna do zajScia reakcji oraz jej optymalng iloSc.

4.9.3. Czas reakcji

Reakcje przeprowadzono wedlug instrukcji z opisu metody 4.8.2, dodajac
wyznaczong wczesniej optymalna iloS¢ biatka gp32 (Metody 4.9.1), optymalng ilos¢
polimerazy (Metody 4.9.2) oraz 100 ng matrycy ssDNA M13. Reakcje prowadzono
w czasie 10-90 min. Na podstawie analizy wynikoéw elektroforezy wyznaczono
minimalny czas potrzebny do zajScia reakcji oraz optymalny czas dla badanej

polimerazy.

4.9.4. Tlos¢ matrycy

Reakcje przeprowadzono wedlug instrukcji z opisu metody 4.8.2, dodajac
wyznaczong wczesSnie] optymalng iloS¢ biatka gp32 (Metody 4.9.1), optymalng
ilo§¢ polimerazy (Metody 4.9.2) oraz zwickszajace si¢ iloSci matrycy ssDNA MI13
(25-100 ng). Reakcje prowadzono w wyznaczonym wczesniej optymalnym czasie

prowadzenia reakcji (Metody 4.9.3). Na podstawie analizy wynikéw elektroforezy
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wyznaczono minimalng ilo§¢ matrycy potrzebng do zajscia reakcji (czuto$¢ polimerazy)

oraz optymalng ilo§¢ matrycy dla badanej polimerazy.

4.10. Wiasciwosci charakteryzujace polimerazy DNA

4.10.1. Zakres temperaturowy reakcji

Reakcje przeprowadzono wedlug instrukcji z opisu metody 4.8.2, w wyznaczonych
wczeSniej optymalnych warunkach (Metody 4.9.1, 4.9.2, 49.3 1 4.94). Reakcje
prowadzono w zakresie temperatur 20-60°C. Na podstawie analizy wynikéw
elektroforezy wyznaczono zakres temperatury w jakim badana polimeraza przeprowadza

reakcje.

4.10.2. Wyznaczenie stabilnoSci polimerazy DNA

Przed reakcja badang polimeraz¢ inkubowano w 55 lub 60°C przez 0-60 min.
Nastepnie reakcje przeprowadzono wedlug instrukcji z opisu metody 4.8.2,
w wyznaczonych wczeSniej optymalnych warunkach (Metody 4.9.1, 4.9.2, 493
1 494). Na podstawie analizy wynikow elektroforezy okreSlano stabilno$¢ badanej

polimerazy w podwyzszonej temperaturze.

4.10.3. Wyznaczenie tolerancji polimeraz na inhibitory reakcji amplifikacji

Reakcje przeprowadzono wedlug instrukcji z opisu metody 4.8.2, w wyznaczonych
wczesniej optymalnych warunkach (Metody 4.9.1, 49.2, 493 i 4.9.4). Dodano
rowniez zwickszajace si¢ 1iloSci inhibitorow reakcji amplifikacji. Badanymi inhibitorami
byly: heparyna (0-3 pg), laktoferyna (0-10 pg), mocznik (0-2 M) oraz kwas
humusowy (0-1 pg). Na podstawie analizy wynikéw elektroforezy wyznaczono zakres

tolerancji na badany inhibitor dla badanej polimerazy.
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Rozdzial 5

WyniKki

Opis wynikéw podzielono na trzy czesci. W pierwsze] zatytulowanej ,,Tworzenie
konstruktéw genetycznych”, przedstawiono proces ich otrzymywania uwzgledniajacy
projektowanie biatek fuzyjnych i referencyjnych oraz etapy klonowanie. W drugiej
czeSci — pt. ,,Otrzymywanie preparatow biatkowych polimeraz DNA 1 biatka gp32”,
zaprezentowano wyniki optymalizacji nadprodukcji oraz oczyszczania biatek wraz
z okreSleniem czystoSci 1 stezenia preparatow biatkowych. W ostatniej czeSci opisano
badanie wlasciwosci uzyskanych biatek, w tym wyznaczanie jednostek aktywnosSci
polimeraz, zdolno$¢ wigzania réznych form kwasoéw nukleinowych, optymalizacje
warunkoéw izotermicznej amplifikacji DNA, wplyw temperatury oraz tolerancje¢ na

obecno$¢ inhibitoréw amplifikacji w mieszaninie reakcyjne;j.

5.1. Tworzenie konstruktow genetycznych

5.1.1. Projektowanie konstruktéw genetycznych

Pofaczenie polimerazy DNA z partnerem fuzyjnym, bedacym biatkiem wigzacym
DNA ma na celu miedzy innymi zmian¢ sposobu oddzialtywania fuzyjnej polimerazy
z matryca DNA, w wyniku czego dochodzi do poprawy wlasciwosci takich jak
np. czulo$¢ czy efektywno$¢ amplifikacji DNA. Do stworzenia nowych fuzyjnych
polimeraz zdecydowano wykorzysta¢ dwie polimerazy — Bsu z B. subtilis (GenBank
NC_000964.3 region 2973182-2975824) 1 Phi29 z bakteriofaga @29 (GenBank
NC_011048.1 region 1145-2863), oraz trzy biatka wigzagce DNA - gp32 z faga T4
(GenBank NC_000866.4 region 146948-147853), NeqSSB z N. equitans (GenBank
AEO017199.1 region 179657-180388) oraz Neql50 réwniez z N. equitans (GenBank
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AEO017199.1 region 137072-137365). Oprocz wariantéw fuzyjnych przygotowano
rowniez odpowiednie konstrukty genowe dla bialek referencyjnych. W projektowanych
wariantach do poftaczenia polimerazy =z biatkkiem pomocniczym zastosowano
szeScioaminokwasowy tacznik, ktéry byl juz wczeSniej uzywany w podobnym
celu [129, 133]. Dodatkowo do biatka pomocniczego dotaczono znacznik His-tag
ztozony z 6 reszt histydynowych, ktéry umozliwia oczyszczanie z wykorzystaniem
chromatografii metalopowinowactwa. Sekwencje aminokwasowe wszystkich powyzej
wymienionych biatek, tacznika oraz znacznika His-tag przedstawiono w zalacznikach
Al-AS8.

Wszystkie zaprojektowane biatka z polimeraza Bsu przedstawiono w formie
schematu blokowego na rysunku 14. Poczatkowo skupiono si¢ na otrzymaniu bialek
fuzyjnych obejmujacych petng sekwencje polimerazy Bsu z biatkami gp32 i NeqSSB.
Dwa z tych wariantéw to fuzje z dwoma partnerami fuzyjnymi — GLBLNgsgH
z gp32 na N-koncu 1 NeqSSB na C-konicu oraz NgggLBLGH - NeqSSB na
N-koficu 1 gp32 na C-koncu. Pozostale warianty fuzyjne polimerazy Bsu posiadajg
jednego partnera biatkowego — NeqSSB na C-koricu (BLNggsgH) i N-koricu (HNgsgLLB)
oraz gp32 na N-koficu (HGLB) 1 C-koncu (BLGH). Nastepnie, ze wzgledu na
uzyskane przez zespot wyniki dotyczace wigzania kwaséw nukleinowych przez biatko
Neql50 [144], zaprojektowano réwniez dwa warianty z biatkiem Neql50 — BLN;5;H
1 HNy50LB, ktére zostaly wykorzystane do realizacji pracy magisterskiej Pani inz. Julii
Szumskiej, ktorej jestem opiekunem naukowym. Dodatkowo zaprojektowano dwa
fuzyjne warianty z duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large) i biatkiem Neql50
— BpLNj50H i HNy50LBy. Oprécz bialek fuzyjnych zaprojektowano tez cztery biatka
referencyjne — polimeraz¢ Bsu (B), polimeraze¢ Bsu ze znacznikiem His-tag na
N-koricu (HB), polimerazg Bsu large (Bp) oraz polimerazg Bsu large ze znacznikiem
His-tag na N-korcu (HByp). Lacznie zaprojektowano 10 fuzyjnych i 4 referencyjne
polimerazy Bsu.

Na podstawie zaprojektowanych sekwencji nukleotydowych okreSlono dlugosé
sekwencji kodujacej zmodyfikowane biatko. Obliczono réwniez teoretyczng mase
czasteczkowa biatka 1 jego punkt izoelektryczny za pomoca narzgdzi Translate
tool oraz ProtParam portalu ExPASy (Materiaty 3.11.2). Parametry te zestawiono

w tabeli 12.
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Rysunek 14. Schemat blokowy zaprojektowanych konstruktéw z polimerazag Bsu. B — polimeraza

Bsu; Bp, — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G — bialko gp32; Nggp — bialko
NeqSSB; Njs0 — biatko Neql50; L — facznik; H - znacznik His-tag.



Tabela 12. Podstawowe parametry zaprojektowanych konstruktéw z polimeraza Bsu.

Dhugos¢ sekwencji Teoretyczna masa
Wariant pl [-]
kodujacej biatko [nt] czasteczkowa biatka [kDa]
GLBLNgsgH 4323 161,87 5,32
BLNgsgH 3405 128,04 5,52
HGLB 3579 133,76 5,1
Nssg LBLGH 4323 161,87 5,32
HNgssLLB 3405 128,04 5,52
BLGH 3579 133,76 5,1
BLN50H 2967 112,03 5,48
HN,5,LB 2967 112,03 5,48
BrLN;5H 2076 78,89 5,89
HN,50LBp, 2076 78,89 5,89
B 2643 98,98 5,1
HB 2661 99,8 5,22
By 1749 65,95 5,24
HBp, 1773 66,79 5,46

Teoretyczne masy czasteczkowe bialek oraz punkty izoelektryczne zostaly wyznaczone na podstawie
sekwencji aminokwasowej biatek, z wykorzystaniem narzedzi Translate tool oraz ProtParam portalu
ExPASy. B - polimeraza Bsu; By — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G - biatko
gp32; Ngsp — biatko NeqSSB; Njsp — biatko Neql50; L - tacznik; H — znacznik His-tag.
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Na rysunku 15 przedstawiono schematy blokowe biatek z polimeraza Phi29 oraz
schemat biatka gp32. Zaprojektowano je analogicznie do powyzej opisanych fuzji
z polimeraza Bsu. Podwdgjne fuzje z: NeqSSB na N-koncu i1 gp32 na C-koncu -
HNgspLPLGH, gp32 na N-koficu i Neql50 na C-koncu — HGLPLN;;0H, gp32 na
N-koricu i NeqSSB na C-koficu — HGLPLNgsgH oraz Neql50 na N-korcu 1 gp32
na C-koncu — N;50LPLGH 1 HN;5LPLGH, rdznigce si¢ od siebie iloScia znacznika
His-tag. Pojedyncze fuzje NeqSSB na N-koficu — HNgggLP i1 C-koicu — PLNggpH,
gp32 na N-koicu — HGLP i C-koricu — PLGH, Neql50 na N-koricu — HN;5,LP
i C-koficu — PLN;50H. Zaprojektowano tez polimerazy referencyjne — polimeraze
Phi29 (P) oraz polimeraze Phi29 ze znacznikiem His-tag na N-koncu (HP). Lacznie
zaplanowano 11 fuzyjnych 1 2 referencyjne biatka z polimerazg Phi29 oraz biatko
gp32 ze znacznikiem His-tag na C-konicu (GH).

Na podstawie zaprojektowanych sekwencji nukleotydowych okreSlono dlugosé
sekwencji  kodujacej zmodyfikowane biatko. Obliczono réwniez teoretyczna mase
czasteczkowa biatka 1 jego punkt izoelektryczny za pomoca narzedzi Translate
tool oraz ProtParam portalu ExPASy (Materialy 3.11.2). Parametry te zestawiono

w tabeli 13.
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Rysunek 15. Schemat blokowy zaprojektowanych konstruktéw z polimeraza Phi29 i biatka gp32.
P - polimeraza Phi29; G - biatko gp32; Ngsgp — bialko NeqSSB; N5 — biatko Neql50;
L - tacznik; H - znacznik His-tag.
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Tabela 13. Podstawowe parametry zaprojektowanych konstruktéw z polimeraza Phi29 i biatka gp32.

Dhugos¢ sekwencji Teoretyczna masa
Wariant pl [-]
kodujacej biatko [nt] czasteczkowa biatka [kDa]

HNgsg LPLGH 3426 130,42 7,74
HNgspLP 2490 95,77 8,88
PLGH 2664 101,49 6,56
HGLPLN;;0H 2988 114,43 7,77
HGLP 2664 101,49 6,56
PLN,50H 2052 79,77 8,97
PLNgssgH 2490 95,77 8,84
HGLPLNgsgH 3426 130,42 7,53
N;50LPLGH 2970 111,82 7,95
HN,5,LPLGH 2988 114,41 7,77
HN,5,LP 2052 79,77 8,97
P 1728 66,83 8,76
HP 1746 67,66 8,76
GH 924 34,3 5,18

Teoretyczne masy czasteczkowe bialek oraz punkty izoelektryczne zostaly wyznaczone na podstawie
sekwencji aminokwasowej biatek, z wykorzystaniem narzedzi Translate tool oraz ProtParam portalu
ExPASy. P - polimeraza Phi29; G - bialko gp32; Nggsg — biatko NeqSSB; Njs0 — biatko
Neql50; L - tacznik; H - znacznik His-tag.

Cztery z zaprojektowanych konstruktow (GLBLNgsgH, NgsgLBLGH, HNgsgLPLGH
i HGLPLN;;0H) zamoéwiono w firmie Invitrogen, w celu syntezy sekwencji
nukleotydowej zoptymalizowane] pod katem preferencji kodonowych gospodarza
docelowego E. coli. Dodatkowo wusuni¢to miejsca rozpoznawane przez enzymy
restrykcyjne wykorzystywane do klonowania. Zmodyfikowane sekwencje postuzyty
rowniez jako matryca DNA do tworzenia pozostalych zaprojektowanych konstruktéw

genetycznych.
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5.1.2. Klonowanie genéw kodujacych polimerazy DNA i biatko gp32

Pozostale zaprojektowane konstrukty otrzymano metoda klonowania Gibsona
(Metody 4.4.3). Warianty, ktorych sekwencja zawierala si¢ w czterech zaméwionych
konstruktach, uzyskano poprzez klonowanie z uzyciem jednej wstawki. Byly to
warianty BLNggsgH, HGLB, HNgsgLB, BLGH, HNgggLP, PLGH, HGLP, PLNj;H,
HNy5LP oraz wszystkie biatka referencyjne 1 biatko gp32. Pozostale warianty
(PLNgsgH, HGLPLNgsgH, N5 LPLGH, HN;5,LPLGH, BLN;5;H, HN;5LB, ByLN;5;H
oraz HN;5LB1) uzyskano klonujac z uzyciem dwoch wstawek. Sekwencje starterow
wykorzystywanych do otrzymania wstawek przedstawiono w rozdziale Materialy 3.10
w tabeli 4. Ponizej w tabeli 14 zestawiono pary starterow oraz wielkoSci dla
poszczegdlnych wstawek. W przypadku wariantow sktadajacych sie z jednej wstawki,
nazwa wariantu jest tozsama z nazwg wstawki. Natomiast dla wariantéw sktadajacych

si¢ z dwoch wstawek, do nazwy wariantu dopisano numer wstawki.

Tabela 14. Tabelaryczne zestawienie par starterOw wykorzystywanych do uzyskania odpowiednich

wstawek do klonowania metoda Gibsona oraz ich wielkoSci.

Wielkos$é
Nazwa wstawki Wariant Starter Forward | Starter Reverse
wstawki [pz]

BLNgsgH BLNgsgH pET.B.O.F pET.HN.O.R 3472

HGLB HGLB pET.HG.O.F pET.B.O.R 3646

HNgspLB HNgsgLLB pET.HN.O.F pET.B.O.R 3472

BLGH BLGH pBAD.B.O.F pBAD.HG.O.R 3648

BLN;5H.1 pET.B.O.F R-N150LB 2690
BLN;50H

BLN5H.2* F-BLN150 pET.HN150.0.R 375

HN;50LB.1 pET.HN150.0.F N150.0.R 341
HN;5,LB

HN5,LB.2 F-N150LB pET.B.O.R 2728

B LN;50H.1 pET.BL.O.F R-N150LB 1802
B1LN;;0H

B;LN50H.2* F-BLN150 pET.HN150.0.R 375

HN50LB;g,.1 pET.HN150.0.F R-BLLNI150 371
HN5,LB;,

HN;50LB;,.2 F-N150LBL pET.B.O.R 1805

B B pET.B.O.F pET.B.O.R 2710

HB HB pET.HB.O.F pET.B.O.R 2728
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Wielkos$é
Nazwa wstawki Wariant Starter Forward | Starter Reverse
wstawki [pz]
B, B, pET.BL.O.F pET.B.O.R 1822
HB;, HB;, pET.HBL.O.F pET.B.O.R 1840
HNgggLP HNgggLP pET.HN.O.F pET.P.O.R 2557
PLGH PLGH pET.P.O.F pET.HG.O.R 2731
HGLP HGLP pET.HG.O.F pET.P.O.R 2731
PLN;50H PLN;50H pET.P.O.F pET.HN150.0.R 2119
PLNgggH.1 pET.P.O.F NLP.O.R 1810
PLNgsgH
PLNggpH.2** PLN.O.F pET.HN.O.R 782
HGLPLNgggH.1 pET.HG.O.F NLP.O.R 2746
HGLPLNgsgH
HGLPLNgggH.2** PLN.O.F pET.HN.O.R 782
Ni50LPLGH.1 pET.N150.0.F N150.0.R 323
Ni50LPLGH
N;50LPLGH.2*** N150LP.O.F pET.HG.O.R 2749
HN5,LPLGH.1 pET.HN150.0.F N150.0.R 341
HN5,LPLGH
HN,50LPLGH.2*** NI150LP.O.F pET.HG.O.R 2749
HN5,LP HN5,LP pET.HN150.0.F pET.P.O.R 2119
P P pET.P.O.F pET.P.O.R 1795
HP HP pET.HP.O.F pET.P.O.R 1813
GH GH pET.G.O.F pET.HG.O.R 978

*

— tozsame wstawki

ok ok

polimerazy Bsu (Bsu

— tozsame wstawki

large);

BLN150H.2 i BLLleoH,Z; o
Ni50LPLGH.2 i HN;50LPLGH.2; B - polimeraza Bsu;
G - bialko gp32;

P - polimeraza

Phi29;

Ni5o — bialko Neql50; L - tacznik; H - znacznik His-tag.

— tozsame wstawki

NssB

PLNSSBH.2 i HGLPLNSSBH.Z;
Br, - duza podjednostka
— Dbiatko NeqSSB;

Startery zaprojektowano w taki sposéb, aby pary wariantow BLN;50H i ByLNj50H,
PLNgsgH 1 HGLPLNgggH oraz N;;0LPLGH 1 HN;5,LPLGH, mogly by¢ otrzymane
z wykorzystaniem jednej wspOlnej wstawki. W celu zachowania czytelnoSci, a zarazem
oznaczenia tozsamych wstawek w tabeli 14 wstawki BLN;;0H.2 i BpLNj50H.2
oznaczono jedng gwiazdka (*), PLNgsgH.2 1 HGLPLNgspH.2 — dwoma gwiazdkami
(**) oraz Ny5LPLGH.2 i HN;5LPLGH.2 - trzema gwiazdkami (***). Wszystkie

wstawki otrzymano i przedstawiono na rysunku 16.
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Rysunek 16. Analiza wielkosci wstawek DNA wykorzystywanych do klonowania, za pomoca
rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym. A - wstawki do klonowania wariantéw
polimerazy Bsu; B — wstawki do klonowania wariantdw polimerazy Phi29 oraz biatka gp32.
M - marker SMO311 (Materialty 3.5). * — tozsame wstawki BLNj50H.2 1 BpLNj50H.2;
B - polimeraza Bsu; By - duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); P — polimeraza
Phi29; G - biatko gp32; Nggg - biatko NeqSSB; Nis0 — biatkko Neql50; L - Iacznik;

H - znacznik His-tag.

Do klonowania potrzebny byl réwniez zlinearyzowany wektor. W przypadku
wariantu BLGH uzyto plazmidu pBAD/Myc-His A trawionego enzymami FastDigest
Ncol i FastDigest Sall (Materialy 3.3, Metody 4.3.4). Pozostate konstrukty uzyskano
z wykorzystaniem plazmidu pET-21la(+), trawionego enzymami FastDigest Ndel
1 FastDigest Sall (Materialy 3.3, Metody 4.3.4). Zastosowanie plazmidu z serii
pBAD miato na celu sprawdzenie wydajnosci klonowania i pdZniejszej nadprodukcji
biatka z wykorzystaniem wektora z innym operonem, jednak nie wykazano znaczacych
roznic w obu procesach, dlatego kontynuowano prace z wektorem serii pET. Na
rysunku 17 przedstawiono réznice miedzy wielkoScig nietrawionych oraz trawionych
plazmidéw. Plazmid pET-21a(+) ma wielko§¢ 5443 pz, a trawiony enzymami 5384

pz, natomiast plazmid pBAD/Myc-His A 4094 pz, a trawiony enzymami 3995 pz.
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Rysunek 17. Analiza wielkoSci plazmidowego DNA wykorzystywanego do klonowania, za pomoca
rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym. pBAD - plazmid pBAD/Myc-His A;
pBAD traw. — plazmid pBAD/Myc-His A trawiony enzymami FastDigest Ncol i FastDigest Sall;
pET - plazmid pET-21a(+); pET traw. — plazmid pET-2la(+) trawiony enzymami FastDigest Ndel
i FastDigest Sall; M - marker SMO0O311 (Materialy 3.5).

Po klonowaniu wyizolowano plazmidowe DNA z komérek bakteryjnych E. coli
(Metody 4.3.2) i sprawdzono ich wielko§¢ oraz poprawnos$¢ sekwencji nukleotydowe;j.
Test retardacji polegajacy na rozdziale plazmidéw w zelu agarozowym (Metody 4.2.1),
pozwolit na wytypowanie plazmidow rekombinowanych. Te, ktére migrowaly w zelu
wolniej niz plazmid kontrolny powinny zawieraé wstawke, dlatego poddano je
sekwencjonowaniu w firmie Genomed, aby potwierdzi¢ poprawno$¢ sekwencji
nukleotydowej. Przyktadowy wynik testu retardacji przedstawiono na rysunku 18.
Wszystkie planowane do otrzymania metoda klonowania konstrukty genetyczne uzyskano

i potwierdzono prawidtowos$¢ ich sekwencji nukleotydowych.
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Rysunek 18. Analiza wielkosci plazmidowego DNA wyizolowanego z wybranych koloni bakteryjnych
po klonowaniu, za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym. K - plazmid
pET-21a(+) nierekombinowany; 1-8 — plazmidy izolowane z kolejnych koloni; M — marker SMO0311
(Materialy 3.5).

5.2. Otrzymywanie preparatow bialkowych polimeraz DNA i bialka
gp32

5.2.1. Nadprodukcja bialek rekombinowanych

Plazmidowe DNA zawierajace sekwencje kodujace dla wszystkich zaplanowanych
wariantow bialek wtransformowano do szczepow ekspresyjnych bakterii E. coli,
poczatkowo Arctic Express (DE3), BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (BL RIL) 1 Lemo21
(DE3) (Materiaty 3.6, Metody 4.4.2). Przeprowadzono optymalizacje procesu
nadprodukcji i sprawdzono sposéb uwalniania biatka. Kazdy wariant testowano
w ten sam sposob, a przykladowe wyniki przedstawiono na rysunku 19 dla biatka
HGLB oraz 20 dla biatka PLGH. Dla wybranych bialek wida¢ réznice nadprodukcji
rekombinowanych bialek w zaleznoSci od gospodarza i sposobu ich uwalniania. Biatko
HGLB (rysunek 19) optymalnie naprodukuje si¢ w szczepie Lemo2l po 24 h od
indukcji, a wigkszo$¢ biatka uwalniana jest do supernatantu 1 (S1). Natomiast biatko
PLGH (rysunek 20) optymalnie naprodukuje si¢ w szczepie ArcticExpress, rowniez po
24 h od indukcji i uwalniane jest dopiero do supernatantu 2 (S2). W przypadku gdy
obserwowano brak nadprodukcji lub jej bardzo niski poziom w wyzej wymienionych
3 szczepach ekspresyjnych, testowano dodatkowe szczepy Rosetta (DE3) i Tuner (DE3).
Na podstawie wynikéw eksperymentdw okre§lano optymalne warunki nadprodukcji

1 uwalniania dla kazdego z zaprojektowanych wariantéw.
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W  przypadku wariantu BLGH, ktéry jest kodowany przez sekwencje DNA
znajdujaca si¢ w wektorze pBAD/Myc-His A, do optymalizacji zastosowano wylacznie
szczep TOPI10, ze wzgledu na inny sposob indukcji pozwalajacy na nadprodukcje
biatka (Metody 4.4.4). Zastosowany wektor nie posiada operonu laktozowego, lecz
arabinozowy, co determinuje potrzebe zastosowania do nadprodukcji biatka innych
szczepOw E. coli niz w przypadku wektorow serii pET oraz indukowanie przy
pomocy 0,2% arabinozy, a nie IPTG.

Wyniki optymalizacji nadprodukcji i uwalniania rekombinowanych biatek zebrano
w tabeli 15 dla wariantow polimerazy Bsu oraz w tabeli 16 dla wariantéw

polimerazy Phi29 1 biatka gp32.
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Rysunek 19. Analiza produktéw rozdzialu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych w  10%

51

§2

zelu poliakrylamidowym dla probek biatkowych pobranych w trakcie optymalizacji nadprodukcji
biatka HGLB oraz jego uwalniania. A - optymalizacja nadprodukcji w szczepie Arctic Express
(DE3); B - optymalizacja nadprodukcji w szczepie BL21-CodonPlus (DE3)-RIL; C - optymalizacja
nadprodukcji w szczepie Lemo21 (DE3); D - uwalnianie biatka HGLB. Czerwona strzatka
wskazuje wielko§¢ badanego biatka (133,76 kDa). M1 - marker 26625, M2 - marker P7719
(Materiaty 3.5). 0 - przed indukcja IPTG; 2, 4, 6, 24 — 2, 4, 6, 24 h po indukcji IPTG;
L - lizat; S1 - supernatant 1; S2 - supernatant 2; B — polimeraza Bsu; G - biatko gp32;

L - facznik; H - znacznik His-tag.
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Tabela 15. Zestawienie optymalnych warunkéw nadprodukcji biatek rekombinowanych z polimeraza

Bsu.

Teoretyczna masa Szczep Czas
Wariant Uwalnianie
czgsteczkowa biatka [kDa] ekspresyjny [h]

GLBLNgsgH 161,87 Lemo21 6 S1
BLNgsgH* 128,04 Rosetta 24 S1
HGLB 133,76 Lemo21 24 S1

NgsgLBLGH 161,87 Arctic Express 6 S1 1 S2
HNgsgLB 128,04 Arctic Express 24 S1
BLGH 133,76 TOP10 24 S1
BLN;;H 112,03 Arctic Express 24 S1
B LN;50H 78,89 Arctic Express 24 S1
B 08,98 Arctic Express 24 S1
HB 99,8 Arctic Express 24 S1
B, 65,95 Arctic Express 24 S1
HB;, 66,79 Arctic Express 4 S1

Masy bialek zostaly wyznaczone na podstawie sekwencji aminokwasowej biatek, z wykorzystaniem

*

narzedzi Translate tool oraz ProtParam portalu ExPASy. — nadprodukcja w 20°C z uzyciem

pozywki SB (Materialy 3.9); B — polimeraza Bsu; By — duza podjednostka polimerazy Bsu
(Bsu large); G - biatko gp32; Nggp — bialko NeqSSB; Njs0 — biatko Neql50; L - Iacznik;

H - znacznik His-tag.

Analiza wynikow rozdziatu elektroforetycznego dla bialek rekombinowanych
z polimerazag Bsu zestawionych w tabeli 15 wykazata, ze dla wigkszoSci wariantow
optymalnymi warunkami jest 24 godzinna nadprodukcja w szczepie Arctic Express.
Ponadto warianty uwalniane sg do supernatantu 1 (S1), tylko w przypadku biatka
NgsgLBLGH potowa zostaje uwolniona dopiero do supernatantu 2 (S2). Szczegdlnym
przypadkiem jest biatko BLNgggH, ktérego nadprodukcje ze wzgledu na bardzo
stabag wydajnos¢, w ustalonych dla innych wariantéw warunkach, dodatkowo testowano
w obnizone] temperaturze (20°C) z uzyciem pozywki SB (Materialy 3.9) 1 szczepu
Rosetta. Zmiana warunkéw poprawita wydajno$¢, natomiast warto zaznaczyé, ze
poziom nadprodukcji biatka BLNgggH byl najnizszy sposrod wszystkich testowanych

bialek. W przypadku biatka referencyjnego HB;p krétszy czas nadprodukcji wynika
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z zaobserwowanego nieznacznego spadku iloSci biatka powyzej 4 h od indukcji,
co moze sugerowa¢ wzmozong aktywnoS¢ proteaz wewnatrzkomérkowych. W celu
zabezpieczenia biatka przed mozliwg proteoliza podczas prowadzenia hodowli
w wiekszej skali, do pozywki dodano mieszaning inhibitoréw proteaz cOmplete™.
Mimo krétszego czasu wydajno$¢ nadprodukcji byta na wysokim poziomie i1 przy
powiekszeniu skali nie obserwowano juz spadkéw poziomu iloSci nadprodukowanego
biatka w czasie. Wszystkie wyniki testowej nadprodukcji i uwalniania dla wariantéw

z polimeraza Bsu zebrano w tabeli 15.
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Rysunek 20. Analiza produktéw rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych w  10%
zelu poliakrylamidowym dla probek biatkowych pobranych w trakcie optymalizacji nadprodukcji
biatka PLGH oraz jego uwalniania. A - optymalizacja nadprodukcji w szczepie Arctic Express
(DE3); B - optymalizacja nadprodukcji w szczepie BL21-CodonPlus (DE3)-RIL; C - optymalizacja
nadprodukcji w szczepie Lemo2l1 (DE3); D - uwalnianie biatka HGLB. Czerwona strzatka
wskazuje na wielko§¢ badanego biatka. M - marker 26614 (Materialy 3.5). 0 — przed indukcja
IPTG; 2, 4, 6, 24 — 2, 4, 6, 24 h po indukcji IPTG; L - lizat; S1 — supernatant 1;
S2 - supernatant 2; P — polimeraza Phi29; G - biatko gp32; L - ftacznik; H - znacznik
His-tag.
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Tabela 16. Zestawienie optymalnych warunkéw nadprodukcji bialek rekombinwanych z polimeraza

Phi29 i biatka gp32.

Teoretyczna masa Szczep Czas
Wariant Uwalnianie
czgsteczkowa biatka [kDa] ekspresyjny [h]

HNgsgLPLGH 130,42 BL RIL 6 S2
HNgsgLP 95,77 Arctic Express 24 S2
PLGH 101,49 Arctic Express 24 S2
HGLPLN;50H 114,43 Arctic Express 6 S2
HGLP 101,49 Arctic Express 24 S2
PLN,50H 79,77 Arctic Express 24 S2
PLNgsgH 95,77 Lemo21 24 S2
HGLPLNgsgH 130,42 Lemo21 24 S2
Ni50LPLGH 111,82 Arctic Express 6 S2
HN,50LPLGH 114,41 Arctic Express 24 S2
HN;5LP 79,77 Arctic Express 24 S2
P 66,83 Tuner 24 S2
HP 67,66 Tuner 24 S2
GH 34,3 Lemo21 6 S1

Masy bialek zostaly wyznaczone na podstawie sekwencji aminokwasowej biatek, z wykorzystaniem
narzgdzi Translate tool oraz ProtParam portalu ExPASy. P — polimeraza Phi29; G - bialko gp32;
Ngsp — biatko NeqSSB; Njso — biatko Neql50; L - tacznik; H — znacznik His-tag.

W przypadku biatek rekombinowanych z polimeraza Phi29 optymalny czas réwniez
wynosit 24 h, natomiast szczepem, w ktérym zaobserwowana najwicksza nadprodukcje
byl Arctic Express. Wszystkie bialtka uwalniajg si¢ dopiero do supernatantu 2
(S2). Polimerazy referencyjne wymagaly przetestowania nadprodukcji w dodatkowych
szczepach, w celu zwickszenia jej wydajnoSci. Dla obu bialek optymalnym okazato
si¢ zastosowanie szczepu Tuner. Biatko gp32 (GH) najwydajniej nadprodukowato
si¢ w szczepie Lemo2l w przeciaggu 6 h oraz uwolnito si¢ do supernatantu 1
(S1). Wyniki testowej nadprodukcji dla wariantéw z polimeraza Phi29 1 biatka gp32
zebrano w tabeli 16.

Wybrane warunki nadprodukcji biatek rekombinowanych zebrane w tabelach 15

1 16 zastosowano do 15-krotnego zwickszenia skali ich nadprodukcji. Zwickszenie

96



skali nie zmniejszylo wydajnoSci procesu oraz nie wplyneto na sposéb ich uwalniania.
Wyniki nadprodukcji w wiekszej skali przedstawiono na rysunkach 21 oraz 22. Biatka
rekombinowane z sukcesem nadprodukowano w powigkszonej 15-krotnie skali, a osady
bakteryjne wykorzystano w procedurze ich oczyszczania.
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Rysunek 21. Analiza produktéw rozdzialu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych w  10%
zelu poliakrylamidowym dla prébek biatkowych pobranych w trakcie nadprodukcji w zwigkszonej
skali dla wariantéw z polimeraza Bsu. A - nadprodukcja bialek GLBLNgspH, BLNgssgH, HGLB,
NgspLBLGH, HNgsgpLLB i BLGH; B - nadprodukcja bialek BLN;50H, BpLN;50H, B, HB, By
i HBjp. Czerwona strzatka wskazuje wielko§¢ badanego bialka. M - marker P7719 (Materialy 3.5).
0 - przed indukcja IPTG lub arabinoza; 4, 6, 24 - 4, 6, 24 h po indukcji IPTG lub
arabinoza; B - polimeraza Bsu; By, — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G — biatko

gp32; Ngsp — biatko NeqSSB; Njsp — biatko Neql50; L - tacznik; H — znacznik His-tag.
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Rysunek 22. Analiza produktéw rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych w  10%
zelu poliakrylamidowym dla prébek biatkowych pobranych w trakcie nadprodukcji w zwigkszonej
skali dla wariantéw z polimerazg Phi29 i biatka gp32. A - nadprodukcja bialek HNgspLPLGH,
HNgspLP, PLGH, HGLPLN;50H, HGLP, PLN;50H, PLNgsgH i HGLPLNgsgH; B - nadprodukcja
biatek N;50LPLGH, HN;50LPLGH, HN;50LP, P, HP i GH. Czerwona strzalka wskazuje wielko§¢
badanego biatka. M - marker P7719 (Materialy 3.5). 0 — przed indukcja IPTG; 6, 24 - 6,
24 h po indukcji IPTG; P - polimeraza Phi29; G - biatko gp32; Nggsg — biatko NeqSSB;
Ni50 — biatko Neql50; L - tacznik; H - znacznik His-tag.
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5.2.2. Oczyszczanie bialek rekombinowanych

Naprodukowane biatka uwalniano z komoérek bakteryjnych 1 oczyszczano
z wykorzystaniem metod chromatograficznych. W zalezno$ci od sposobu uwalniania
biatka oraz obecnoSci znacznika His-tag w konstrukcie, oczyszczanie przeprowadzano
na jeden z czterech sposobéw. W przypadku bialek ze znacznikiem His-tag
oczyszczano je metoda chromatografii metalopowinowactwa. Roztwory bialek
rekombinowanych uwolnionych do supernatantu 1 (S1) przed nalozeniem na
kolumne filtrowano, natomiast roztwory bialek uwolnionych do supernatantu 2 (S2)
najpierw rozcienczano, a nastepnie filtrowano. Biatka referencyjne bez znacznika
oczyszczano przy pomocy chromatografii jonowymiennej. Natomiast biatko gp32 (GH)
oczyszczano dwuetapowo z wykorzystaniem chromatografii metalopowinowactwa oraz

ztoza ssDNA-celuloza.

5.2.2.1. Oczyszczanie polimeraz DNA ze znacznikiem His-tag uwolnionych do

supernatantu 1

Jednym z bialek rekombinowanych ze znacznikiem His-tag, ktére uwolnito si¢
do supernatantu 1 (S1) jest biatko HGLB. Wyniki procesu oczyszczania tego biatka
przedstawiono na rysunkach 23 1 24. Oczyszczanie rozpocze¢to od nalozenia na
zrownowazong kolumne metalopowinowactwa supernatantu 1. ObjetoS¢ naktadanej
probki to ~15-20 ml, a predkoS¢ przeptywu w trakcie nakladania probki wynosita
0,5 ml/min. Wolny przeptyw zwicksza czas kontaktu biatka ze zlozem, dzigki czemu
oczyszczane bialko moze silniej z nim oddziatywac. Jest to szczegdlnie istotne przy
duzym jego stezeniu w nanoszonej probce. Plukanie ztoza i elucja prowadzone byly
zgodnie z opisem w rozdziale Metody 4.5.2. Analiza elektroforetyczna poszczegdlnych
frakcji w poréwnaniu z wartoSciami przedstawionymi na chromatogramie wykazata,
ze biatko HGLB zwigzalo si¢ do kolumny, a nastgpnie eluowalo przy stezeniu
imidazolu ~50 mM (Rysunek 23). Frakcje zawierajace biatko (B34-B44) zageszczono
do 6 ml 1 odsolono na kolumnie trzykrotnie nakltadajagc probke (Metody 4.5.5).
Ponownie wykonano analiz¢ elektroforetyczng 1 zageszczono frakcje biatkowag (B66)
(Rysunek 24). Na koniec spektrofotometrycznie zmierzono st¢zenie biatka w preparacie

1 przygotowano je do dlugotrwalego przechowywania w -20°C (Metody 4.6.1).
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Pozostate biatka rekombinowane ze znacznikiem His-tag uwolnione do supernatantu 1

oczyszczono w analogiczny sposéb.
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Rysunek 23. Wyniki oczyszczania biatka HGLB metoda chromatografii metalopowinowactwa.
A — chromatogram z zaznaczonymi zebranymi frakcjami bialkowymi; B — analiza produktéw
rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujagcych w 10% zelu poliakrylamidowym wybranych
frakcji biatkowych. Czerwona strzatka wskazuje wielko$¢ badanego biatka (133,76 kDa). M — marker
P7719 (Materialy 3.5); S - supernatant natozony na kolumne¢; A4 — frakcja zebrana podczas
naktadania probki; AS - frakcja zebrana podczas ptlukania kolumny; B20-B57 - frakcje elucyjne.
Krzywa ciemnoniebieska — absorbancja przy A=215 nm; krzywa zielona — absorbancja przy A=280

nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja przy A=255 nm; krzywa czerwona - przewodnosci.
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Rysunek 24. Wyniki odsalania biatkka HGLB. A - chromatogram z zaznaczonymi zebranymi
frakcjami  biatkowymi; B — analiza produktéw rozdzialu elektroforetycznego w  warunkach

denaturujacych w 10% zelu poliakrylamidowym wybranych frakcji bialkowych Czerwona strzatka
wskazuje na wielko§¢ badanego biatka (133,76 kDa). M - marker P7719 (Materialy 3.5);

B64 — frakcja zebrana podczas naktadania prébki; B65-B67 — frakcje elucyjne. Krzywa
ciemnoniebieska — absorbancja przy A=215 nm; krzywa zielona - absorbancja przy A=280
nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja przy A=255 nm; linia czerwona — sygnal przewodnosci.
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5.2.2.2. Oczyszczanie polimeraz DNA ze znacznikiem His-tag uwolnionych do

supernatantu 2

Jednym z bialek rekombinowanych ze znacznikiem His-tag, ktére uwolnito si¢
do supernatantu 2 (S2) jest biatko PLGH. Wyniki procesu oczyszczania tego
biatka przedstawiono na rysunkach 25 1 26. Oczyszczanie rozpoczeto od natozenia
na zréwnowazong kolumne¢ metalopowinowactwa rozcieficzonego supernatantu 2
(Metody 4.5.1). Objetos¢ naktadanej probki to ~120 ml, a predkoS¢ przepltywu
podczas naktadania wynosita 1,5 ml/min. Ze wzgledu na 8-krotne rozcienczenie
probki, nie bylo koniecznoSci wydluzania czasu oddzialywania biatka z kolumna,
poprzez zmniejszanie predkoSci przeptywu. Plukanie ztoza 1 elucje prowadzono
zgodnie z opisem w rozdziale Metody 4.5.2. Analiza elektroforetyczna poszczegdlnych
frakcji, w pordwnaniu z wartoSciami przedstawionymi na chromatogramie, wykazata
ze bialkko W9 niecatkowicie zwigzalo si¢ z kolumng, a nastgpnie eluowalo przy
stezeniu imidazolu ~50 mM (Rysunek 25). Frakcje zawierajace biatko (B5-B16)
odsolono poprzez dialize (Metody 4.5.6), zaggszczono a nastepnie wykonano analize
elektroforetyczng (Rysunek 26). Na koniec spektrofotometrycznie zmierzono st¢zenie
biatka w preparacie i przygotowano je do dlugotrwalego przechowywania w -20°C
(Metody 4.6.1). Pozostate biatka rekombinowane ze znacznikiem His-tag uwolnione
do supernatantu 2 oczyszczono w analogiczny sposob.

Odsalanie za pomoca dializy okazalo si¢ konieczne dla  wszystkich
wariantow polimerazy Phi29, gdyz zageszczanie bezpoSrednio po chromatografii
metalopowinowactwa powodowalo wytracanie si¢ biatka, czego nie obserwowano
podczas dializy. Taki sposoéb odsalania pozwolil na zredukowanie strat w iloSci

biatka w trakcie oczyszczania.
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Rysunek 25. Wyniki oczyszczania biatkka PLGH metoda chromatografii metalopowinowactwa.
A - chromatogram z zaznaczonymi zebranymi frakcjami biatkowymi; B — analiza produktéw
rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujagcych w 10% zelu poliakrylamidowym wybranych
frakcji biatkowych. Czerwona strzatka wskazuje wielko$¢ badanego biatka (101,49 kDa). M — marker

P7719 (Materialy 3.5); A2 - frakcja zebrana podczas nakladania prébki; A4 — frakcja zebrana

podczas ptukania kolumny; B1-B23 - frakcje elucyjne. Krzywa ciemnoniebieska — absorbancja przy
A=215 nm; krzywa zielona — absorbancja przy A=280 nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja
przy A=255 nm; linia czerwona — sygnal przewodnosci.

103



kpa M F & &
130 F—

—— | | —
72 -

—

o —

Sy

Rysunek 26. Analiza produktéw rozdzialu -elektroforetycznego w warunkach denaturujacych w  10%
zelu poliakrylamidowym wybranych frakcji po odsalania biatka PLGH poprzez dialize. Czerwona
strzatka wskazuje na wielko$¢ badanego biatka (101,49 kDa). M - marker P7719 (Materialy 3.5).

5.2.2.3. Oczyszczanie polimeraz DNA bez znacznika His-tag

Biatka bez znacznika His-tag oczyszczano przy pomocy chromatografii
jonowymiennej, czego przykltadem jest polimeraza Bsu (wariant B). Wyniki procesu
oczyszczania tego biatka przedstawiono na rysunkach 27 1 28. Odpowiednio
przygotowany supernatant (S1 lub S2) nakladano na zréwnowazona kolumne,
z predkoScia przeptywu 0,5 ml/min dla SI 1 1,5 ml/min dla S2. Plukanie
ztoza 1 elucje prowadzono zgodnie z opisem w rozdziale Metody 4.5.3. Analiza
elektroforetyczna poszczegdlnych frakcji w poréwnaniu z wartoSciami przedstawionymi
na chromatogramie wykazata, ze biatko niecatkowicie zwigzato si¢ z kolumna,
a nastepnie eluowato si¢ przy stezeniu KCl ~400 mM (Rysunek 27). Ze wzgledu
na wysoka warto§¢ absorbancji przy dlugoSciach fali 215 1 280 nm, prébki
z frakcji B4-B6 do analizy elektroforetycznej rozcienczono 5-krotnie (oznaczenie * na
rysunku 27 B). Mimo niecatkowitego zwigzania biatka ze zlozem kolumny, jego ilos¢
w poszczegdlnych frakcjach byla wystarczajaca do przeprowadzenia dalszych etapoéw
oczyszczania. Frakcje elucyjne podzielono na 3 grupy, w zaleznoSci od wystepujacych
zanieczyszczen. Pierwsza z nich stanowila frakcja B4, druga — B5-B6 1 trzecia
— B7-B8. Zageszczono kazda z nich do 2 ml i osobno odsolono na kolumnie.
Na rysunku 27 przedstawiono wynik odsalania dla frakcji B4. Odsolone frakcje

(A3-AS5) zageszczono, spektrofotometrycznie zmierzono stezenie biatka w preparacie
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i przygotowano je do diugotrwalego przechowywania w -20°C (Metody 4.6.1). Biatka
By, i P oczyszczano w analogiczny sposéb, natomiast polimeraza referencyjna P
nie zwigzala si¢ do kolumny, przez co nie otrzymano preparatu biatkowego tego

wariantu.
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Rysunek 27. Wyniki oczyszczania polimerazy Bsu (wariant B) metodg chromatografii jonowymienne;.
A - chromatogram z zaznaczonymi zebranymi frakcjami bialkowymi; B — analiza produktéw
rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych w 10% zZelu poliakrylamidowym wybranych
frakcji biatkowych. Czerwona strzalka wskazuje wielko§¢ badanego biatka (98,98 kDa). M — marker
26610 (Materialy 3.5); Al - frakcja zebrana podczas nakladania prébki; A2 - frakcja zebrana

podczas plukania kolumny; B1-B17 - frakcje elucyjne; * - oznaczenie frakcji rozcieficzonych
5-krotnie. Krzywa ciemnoniebieska — absorbancja przy A=215 nm; krzywa zielona — absorbancja
przy A=280 nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja przy A=255 nm; linia czerwona — sygnal
przewodnosci.
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Rysunek 28. Wyniki odsalania polimerazy Bsu (wariant B). A — chromatogram z zaznaczonymi
zebranymi frakcjami biatkowymi; B — analiza produktéw rozdzialu -elektroforetycznego w warunkach
denaturujacych w 10% zelu poliakrylamidowym wybranych frakcji bialkowych. Czerwona strzatka
wskazuje wielko§¢ badanego biatka (98,98 kDa). M - marker 26614 (Materialy 3.5);
Al - frakcja zebrana podczas nakladania probki; A2-A7 - frakcje elucyjne. Krzywa
ciemnoniebieska — absorbancja przy A=215 nm; krzywa zielona - absorbancja przy A=280

nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja przy A=255 nm; linia czerwona — sygnal przewodnosci.
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5.2.2.4. Oczyszczanie biatka gp32

Oczyszczanie bialka gp32 (GH) przeprowadzono dwuetapowo. Pierwsza czeS¢
procesu przebiegata w analogiczny sposéb jak dla pozostatych biatek, ktére uwolnity
si¢ do supernatantu 1 (S1). Drugi etap oczyszczania przeprowadzono z wykorzystaniem
ztoza ssDNA-celuloza (Metody 4.5.4). Wyniki procesu oczyszczania tego biatka
przedstawiono na rysunkach 29, 30, 31 i 32. Po oczyszczaniu na kolumnie
metalopowinowactwa wybrano frakcje o jak najnizszym stopniu zanieczyszczen
(B10-14) (Rysunek 29), zageszczono je do 2 ml 1 odsolono na kolumnie Bio-Gel
(Rysunek 30). Odsolong probke (B90) natozono na zréwnowazona kolumn¢ ze
ztozem ssDNA-celuloza i oczyszczono zgodnie z opisem w rozdziale Metody 4.5.4
(Rysunek 31). Nastepnie osobno zageszczono frakcje CelB oraz CelC do 2 ml
1 odsolono je. Na rysunku 32 przedstawiono tylko proces odsalania frakcji
CelC. Odsolong frakcje (C58) zageszczono, spektrofotometrycznie zmierzono stezenie
biatka w preparacie i przygotowano je do dlugotrwalego przechowywania w -20°C
(Metody 4.6.1). Frakcje CelB przygotowano analogicznie. Uzyskane dwa preparaty
charakteryzowaly si¢ wysoka czystoScia, przy czym preparat frakcji CelC wyzsza
niz CelB. Zastosowanie dwuetapowego procesu pozytywnie wplynelo na zwigkszenie

czystoSci preparatéw, natomiast negatywnie na wydajnoS¢ catego procesu.
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Rysunek 29. Wyniki oczyszczania biatka GH metoda chromatografii metalopowinowactwa.
A - chromatogram z zaznaczonymi zebranymi frakcjami biatkowymi; B — analiza produktéw
rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujagcych w 10% zelu poliakrylamidowym wybranych
frakcji biatkowych. Czerwona strzatka wskazuje wielko$¢ badanego biatka (34,3 kDa). M - marker

P7719 (Materialy 3.5); Al - frakcja zebrana podczas nakladania prébki; A2 - frakcja zebrana

podczas plukania kolumny, B1-B27 - frakcje elucyjne. Krzywa ciemnoniebieska — absorbancja przy
A=215 nm; krzywa zielona — absorbancja przy A=280 nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja
przy A=255 nm; linia czerwona — sygnal przewodnosci.
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Rysunek 30. Wyniki odsalania bialka GH. A - chromatogram z zaznaczonymi zebranymi frakcjami
biatkowymi; B — analiza produktéw rozdzialu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych

w 10% zelu poliakrylamidowym wybranych frakcji biatkowych. Czerwona strzalka wskazuje wielkos¢
badanego biatka (34,3 kDa). M - marker P7719 (Materialy 3.5); B88 - frakcja zebrana podczas
nakfadania probki; B89-B92 - frakcje elucyjne. Krzywa ciemnoniebieska — absorbancja przy A=215
nm; krzywa zielona — absorbancja przy A=280 nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja przy

A=255 nm; linia czerwona — sygnal przewodnosci.
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Rysunek 31. Analiza produktéw rozdzialu elektroforetycznego w 10% zelu poliakrylamidowym
wybranych frakcji po oczyszczaniu bialka GH na ztozu ssDNA-celuloza. Czerwona strzalka wskazuje
wielko§¢ badanego biatka (34,3 kDa). M - marker P7719 (Materialy 3.5); CelA, CelB, CelC,
CelD - frakcje -elucyjne.
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Rysunek 32. Wyniki ponownego odsalania biatka GH. A - chromatogram 2z zaznaczonymi
zebranymi frakcjami biatkowymi; B — analiza produktéw rozdzialu -elektroforetycznego w warunkach

denaturujacych w 10% zelu poliakrylamidowym wybranych frakcji bialkowych. Czerwona strzatka
wskazuje wielko§¢ badanego biatka (34,3 kDa). M - marker P7719 (Materialy 3.5);
C56 — frakcja zebrana podczas nakfadania prébki; C57-C60 - frakcje elucyjne. Krzywa
ciemnoniebieska — absorbancja przy A=215 nm; krzywa zielona - absorbancja przy A=280

nm; krzywa jasnoniebieska — absorbancja przy A=255 nm; linia czerwona — sygnal przewodnosci.
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Korzystajac z  czterech  przedstawionych powyzej sposobOdw  oczyszczono
1 zabezpieczono do dlugotrwalego przechowywania wszystkie biatka. Wyjatek
stanowito, wspomniane wczeSniej, biatko referencyjne P. Zmierzone stezenia preparatow
biatkowych przedstawiono w ponizszej tabeli 17. W przypadku bialek referencyjnych
w tabeli umieszczono st¢zenie najmniej zanieczyszczonej innymi biatkami frakcji,

a dla gp32 stezenie frakcji CelC, ktérych uzywano do dalszych badan.

Tabela 17. Zestawienie stezen oczyszczonych preparatéw biatkowych.

Wariant Stezenie [mg/ml] Wariant Stezenie [mg/ml]
GLBLNgsgH 1,06 HNgsgLPLGH 0,35
BLNgsgH 0,37 HNgsgLP 0,14
HGLB 3,69 PLGH 0,18
Ngsg LBLGH 0,44 HGLPLN;0H 0,29
HNgsg LB 0,60 HGLP 0,05
BLGH 0,86 PLN;50H 0,17
BLN;50H 0,19 PLNgsgH 0,12
BLLN;50H 19,41 HGLPLNgsgH 0,30
B 1,59 N;50LPLGH 0,21
HB 0,74 HN5LPLGH 0,18
Br 2,07 HNy50LP 0,12
HB., 0,90 HP 0,17
GH 2,60 P brak

B - polimeraza Bsu; By, — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); P — polimeraza

Phi29; G - biatko gp32; Nggg - bialko NeqSSB; N5 — biatko Neql50; L - Iacznik;

H - znacznik His-tag.
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5.2.3. OKreSlenie czystosci preparatéow biatkowych

Otrzymane preparaty biatkowe zweryfikowano pod katem obecnoSci zanieczyszczefi
kwasami nukleinowymi (Metody 4.6.2). Na zele nakladano po 2 pg biatka dla
wariantow polimerazy Bsu oraz biatka gp32, natomiast w przypadku polimerazy
Phi29, ze wzgledu na niskie stezenie biatka na zelu analizowano 5 pl tych
preparatéw. Wyniki testu przedstawiono na rysunku 33. Dla biatka W2 zaobserwowaé
mozna nieznaczne zanieczyszczenie kwasami nukleinowymi, natomiast z wzgledu na
niewielki stopiefi tego zanieczyszczenia uznano, ze nie powinno to wplywaé na
reakcje amplifikacji DNA. Dla pozostatych biatek nie obserwowano zanieczyszczefi

kwasami nukleinowymi.

Rysunek 33. Analiza czystoSci otrzymanych preparatéw biatkowych, za pomocag rozdzialu
elektroforetycznego w 1,5% zelu agarozowym. A - sprawdzenie czystosci preparatéw biatkowych
GLBLNgsgH, BLNgsgH, HGLB, NgspLBLGH, HNgsgLB, BLGH, B, HB, HNgspLPLGH, HNggpLP,
PLGH, HGLPLN;50H, HGLP, PLN;50H, PLNgspH, HGLPLNgsgH i Nj50LPLGH; B - sprawdzenie
czystosci preparatéow bialkowych HN;50LPLGH, HN;50LP, HP, Bp, HBp, BLN;50H, BpLN;50H
i GH. M - marker SMO311 (Materialy 3.5); B — polimeraza Bsu; By - duza podjednostka
polimerazy Bsu (Bsu large); P — polimeraza Phi29; G - biatko gp32; Ngggp - biatko NeqSSB;
Njs50 — biatko Neql50; L - facznik; H - znacznik His-tag.
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5.3. Wlasciwosci polimeraz DNA

5.3.1. Wyznaczanie jednostek aktywnoSci polimeraz DNA

Waznym parametrem wszystkich bialek enzymatycznych jest ilo§¢ jednostek
aktywnoSci w preparacie biatkkowym. W celu wyznaczenia tego parametru, w pierwszej
kolejnoSci  zbadano polimerazy komercyjne przeprowadzajac reakcje wyznaczania
jednostek aktywnoSci opisang w rozdziale Metody 4.7.1, polegajaca na pomiarze
w czasie sygnatu fluorescencji (RFU) rosngcego wprost proporcjonalnie do iloSci
dsDNA, powstalego w skutek powielania jednoniciowej matrycy DNA. Zaréwno dla
Bsu large jak 1 Phi29 reakcja przebiegla zgodnie z opisem przebiegu opracowanym
przez producenta zestawu do wyznaczania jednostek aktywnosci. Na podstawie
uzyskanych wynikéw obliczono ilo§¢ jednostek aktywnosci w 1 pl preparatu
biatkowego. Wyniki eksperymentalne pokryly si¢ z wartoSciami podanymi przez
producenta, co potwierdzito stuszno$¢ stosowanego podejScia. Wykresy, na podstawie
ktérych obliczono ilo$¢ jednostek aktywnoSci przedstawiono na rysunku 34. Krzywa
czerwona na wykresie (woda) obrazuje sygnat tta dla probki, natomiast linia
przerywana znajdujaca si¢ na jej wysokoSci obrazuje przyjety poziom tla do obliczen.
Krzywa zielong oznaczono sygnal dla st¢zonego preparatu biatkowego (Bsu large lub
Phi29), na podstawie ktérego wyznaczono poziom wysycenia reakcji - gorna linia
przerywana. Krzywa niebieska to sygnat dla rozciericzenia wybranego do obliczen
(Bsu large 3200x 1 Phi29 64x), natomiast linia czarna to styczna wyznaczona
do poczatkowego odcinka liniowego danych pomiarowych. Pionowa linig przerywang
zaznaczono czas dla ktérego wyznaczano aktywno$¢. Obliczenia wykonano w oparciu
o definicj¢ jednostek aktywnoSci podanych przez producentéw. Dla polimerazy Bsu
large: ,,1 U polimerazy to ilo$¢, ktéra przylagcza 10 nmoli deoksynukleotydéw
w czasie 30 min w temperaturze 37°C” [37] oraz dla polimerazy Phi29 ,1 U
polimerazy to iloS¢, ktéra przytlacza 0,5 pmola deoksynukleotydow w czasie 10 min

w temperaturze 30°C” [53].
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Rysunek 34. Wykresy zaleznoSci intensywno$ci sygnalu fluorescencji od czasu dla komercyjnych
polimeraz DNA, mierzone za pomoca zestawu EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay
Kit (Biotium, USA) (Materialy 3.7). A - polimeraza DNA Bsu large (New England Biolabs,
USA); B - polimeraza DNA Phi29 (Thermo Fisher Scientific, USA) (Materialy 3.3). Krzywa

czerwona — fluorescencja tla; krzywa zielona — fluorescencja dla st¢zonego preparatu; krzywa
niebieska — fluorescencja dla rozcieficzonego preparatu; linia czarna — styczna do odcinka liniowego
poczatkowego fragmentu krzywej niebieskiej; linie przerywane — pomocnicze linie obrazujace poziom

wysycenia reakcji, poziom tla oraz czas do wyliczenia ilosci jednostek aktywnoSci w preparacie.

Dla pozostalych wariantdw polimeraz przeprowadzono analogiczne reakcje w celu
wyznaczenia ich jednostkowosci oraz korzystano z tych samych definicji. Ze wzgledu
na duzg réznice w stezeniach badanych preparatéw oraz ich aktywnoSciach, kolejne
rozcienczenia dobierano eksperymentalnie. Wykresy na podstawie, ktérych wyliczana
byta ilo$¢ jednostek aktywnoSci dla wariantow polimerazy Bsu przedstawiono na
rysunkach 35 1 36. Oznaczenia na wykresach sg tozsame z tymi dla polimeraz
komercyjnych. Wyliczone parametry charakteryzujagce polimerazy przedstawiono

w tabeli 18.
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Rysunek 35. Wykresy zaleznosci intensywnos$ci sygnatu fluorescencji od czasu dla polimeraz
DNA, mierzone za pomoca zestawu EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay Kit (Biotium,
USA) (Materialy 3.7). A - GLBLNgggH; B - BLNgggH; C - HGLB; D - NgsgLBLGH;
E - HNgggLB; F - BLGH. Krzywa czerwona — fluorescencja tla; krzywa zielona — fluorescencja
dla stgzonego preparatu; krzywa niebieska — fluorescencja dla rozciedczonego preparatu; linia
czarna — styczna do odcinka liniowego poczatkowego fragmentu krzywej niebieskiej; linie
przerywane — pomocnicze linie obrazujagce poziom wysycenia reakcji, poziom tla oraz czas
do wyliczenia ilosci jednostek aktywnosci w preparacie. B — polimeraza Bsu; G - bialko gp32;

Ngsp — biatko NeqSSB; Nisp — biatko Neql50; L - tacznik; H — znacznik His-tag.
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Rysunek 36. Wykresy zaleznosci intensywnos$ci sygnatu fluorescencji od czasu dla polimeraz
DNA, mierzone za pomoca zestawu EvaEZ Fluorometric Polymerase Activity Assay Kit (Biotium,

USA) (Materialy 3.7). A — BLNjzH; B - BiLNy5H; C - B; D - HB; E - By;

F - HBL. Krzywa czerwona - fluorescencja tla; krzywa zielona — fluorescencja dla st¢zonego
preparatu; krzywa niebieska — fluorescencja dla rozcieficzonego preparatu; linia czarna — styczna
do odcinka liniowego poczatkowego fragmentu krzywej niebieskiej; linie przerywane — pomocnicze

linie obrazujace poziom wysycenia reakcji, poziom tta oraz czas do wyliczenia iloSci jednostek
aktywnosSci w preparacie. B — polimeraza Bsu; By — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu

large); Nijso — biatko Neql50; L - facznik; H - znacznik His-tag.
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Tabela 18. Podsumowanie wynikéw wyznaczania jednostek aktywnoSci z wyliczeniem jednostkowosci

specyficznej dla wariantéw z polimeraza Bsu.

Jednostkowos¢
Wariant Stezenie [mg/ml] | Jednostkowos¢ [U/nl]
specyficzna [U/pg]

GLBLNgsgH 1,06 1,0 0,9
BLNgsgH 0,37 0,02 0,05
HGLB 3,69 15,0 4,1
NssgLBLGH 0,44 1,0 2,3
HNgsg LB 0,6 5,0 8,4
BLGH 0,86 1,5 1,7
BLN;5H 0,19 0,4 2,1
BrLN;50H 19,41 70,0 3,6
B 1,59 14,0 8,8
HB 0,74 3,0 4,1
B 2,07 65,0 31,4
HB. 0,9 30,0 33,4

B - polimeraza Bsu; By — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G — bialko gp32;
Ngsp — biatko NeqSSB; Njs5p — biatko Neql50; L - tfacznik; H - znacznik His-tag.

Warianty polimerazy Phi29 pomimo wielokrotnych préb dobrania odpowiednich
iloSci  preparatbw nie pozwalaly na uzyskanie wyzszego sygnalu niz tlo.
Na rysunku 37 przedstawiono wykres obrazujagcy przebieg reakcji dla wybranych
wariantow polimerazy Phi29 w stosunku do fluorescencji tta (woda), dodatkowo

przerywana linig zaznaczono wyznaczony poziom tla.
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Wybrane warianty polimerazy Phi29
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Rysunek 37. Wykresy zaleznosci intensywnosci sygnalu fluorescencji od czasu dla wybranych
wariantow polimerazy Phi29, mierzone za pomoca zestawu EvaEZ Fluorometric Polymerase
Activity Assay Kit (Biotium, USA) (Materialy 3.7). Linia czerwona — sygnal tla; linia
przerywana — pomocnicza linia obrazujaca poziom tta. P — polimeraza Phi29; G - bialtko

gp32; Ngsp — biatko NeqSSB; Nj5p — biatko Neql50; L - tacznik; H - znacznik His-tag.

Przedstawione na rysunku 37 wyniki sugeruja brak aktywnoSci enzymatycznej
otrzymanych wariantéw polimerazy Phi29. W celu potwierdzenia tej obserwacji
przeprowadzono reakcje RCA (Metody 4.8.1) dla uzyskanych polimeraz Phi29 oraz dla
biatka komercyjnego. Niezaleznie od iloSci dodawanej polimerazy nie zaobserwowano
amplifikacji DNA, podczas gdy dla polimerazy komercyjnej za kazdym razem
otrzymywano spodziewany produkt. Przyktadowy wynik takiej reakcji przedstawiono na
rysunku 38. Doswiadczenie to potwierdzito brak aktywno$ci uzyskanych preparatéw
biatkowych polimerazy Phi29. W zwiazku z tym w dalszej czeSci pracy badano

wylacznie warianty polimerazy Bsu.
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Rysunek 38. Analiza produktéw reakcji RCA, za pomoca rozdziatu elektroforetycznego w 1%
zelu agarozowym dla wybranych wariantéw polimerazy Phi29. K - kontrola pozytywna (reakcja
z komercyjng polimeraza Phi29); HNggpLP-HN;50LP - reakcja z kolejnymi wybranymi wariantami
fuzyjnymi polimerazy Phi29; HP - reakcja z referencyjna polimeraza Phi29 ze znacznikiem His-tag;
M - marker SMO0311 (Materialy 3.5); P — polimeraza Phi29; G - biatko gp32; Nggg - biatko
NeqSSB; Njs0 — bialko Neql50; L - facznik; H - znacznik His-tag.

5.3.2. Wyznaczanie zdolnosci wigzania roéznych form kwaséw nukleinowych przez

polimerazy DNA

Podstawowa cecha partneréw fuzyjnych otrzymanych polimeraz DNA jest zdolno$¢
wigzania taficuchow nukleotydowych. Okreslenie tych wilasciwosci dla otrzymanych
polimeraz DNA, przeprowadzono za pomoca testu wigzania réznych form kwaséw
nukleinowych (Metody 4.7.2). W celu jak najszerszego scharakteryzowania zdolnosci
wigzania DNA 1 RNA przez otrzymane biatka, do testu wybrano pie¢ réznych form
kwaséw nukleinowych: ssDNA - oligonukleotyd dT76, skladajacy si¢ z 76 reszt
tymidyny z dotagczonym znacznikiem fluorescencyjnym na 5’-konicu, dsDNA - produkt
PCR o dlugosci 330 pz, plazmidowe DNA - wektor pUCI19 (Metody 4.3.2),
genomowe DNA - izolowane z bakterii B. subtilis 168 (Metody 4.3.3) oraz
RNA - izolowane z drozdzy Saccharomyces cerevisiae BY4742 (Metody 4.3.1).

W pierwsze] kolejnoSci zbadano polimeraze komercyjng. Na rysunku 39
1 w pierwszym wierszu tabeli 19 przedstawiono otrzymane wyniki (B;, NEB -
polimeraza Bsu large (New England Biolabs, USA) (Materialy 3.3). Uzyskane dla

niej wyniki stanowia punkt odniesienia, na podstawie ktérego mozna oceni¢, czy
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dana wilasciwos$¢ ulegla zmianie. Polimeraza komercyjna nie wigze pojedyncze] nici
DNA (Rysunek 39 A) oraz genomowego DNA (Rysunek 39 D). Bardzo stabo
wigze RNA (Rysunek 39 E), gdyz wiazanie jest widoczne dopiero przy dodaniu
az 15 U polimerazy. Natomiast wigze dwuniciowe DNA (Rysunek 39 B), bedace
produktem PCR oraz plazmidowe DNA (Rysunek 39 C), w tym przypadku wystarczg

odpowiednio 4 i 5 U aby zaobserwowaé wigzanie.

A i . B M0 05 1

pz pz

600

300

1 0008

C 4 5 75 10 15U D

E M0 1 2 4 5 95 10 15U

300
1000 S

Rysunek 39. Analiza zdolnoSci wiazania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimeraze
komercyjng Bsu large, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5%
A i1 B) i 2% (E) zelu agarozowym. A - ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego
DNA; D - genomowego DNA; E - RNA. M - marker SMO0311 (Materialy 3.5).

Po przeprowadzeniu badain dla polimerazy komercyjnej w analogiczny spos6b
przetestowano wszystkie aktywne preparaty polimeraz DNA (Metody 4.7.2). Otrzymane
wyniki poréwnywano z polimerazag komercyjng. Na rysunkach 40 — 51 przedstawione
zostaly wyniki testéw, na zdjeciu A przedstawione zostaly wyniki wigzania ssDNA

(znakowany fluoresceing oligonukleotyd dT76), B — dsDNA (produkt PCR o dlugosci
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330pz), C — plazmidowego DNA (wektor pUC19 (Metody 4.3.2)), D — genomowego
DNA (izolowane z z bakterii B. subtilis 168 (Metody 4.3.3)) i E — RNA (izolowane
z drozdzy Saccharomyces cerevisiae BY4742 (Metody 4.3.1)). Dane liczbowe z tych

testow zostaly zebrane w tabeli 19.
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Rysunek 40. Analiza zdolno$ci wiazania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimeraze
GLBLNggsgH, za pomoca rozdziatu -elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2%
(E) zelu agarozowym. A - ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego
DNA; E — RNA. M - marker SMO0311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 41. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
BLNgsgH, za pomoca rozdzialu -elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E)
7elu agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 42. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
HGLB, za pomoca rozdziatlu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E) zelu
agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 43. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
NgsgLBLGH, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2%
(E) zelu agarozowym. A - ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D — genomowego
DNA; E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 44. Analiza zdolnosci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
HNgspLB, za pomoca rozdzialu -elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E)
7elu agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 45. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
BLGH, za pomoca rozdziatlu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E) zelu
agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 46. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg

BLN;50H, za pomoca rozdziatu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1.5% (A i B) i 2% (E)
7elu agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 47. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
BrLLNi50H, za pomoca rozdziatlu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E)
7elu agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 48. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
Bsu (wariant B), za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2%
(E) zelu agarozowym. A - ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D — genomowego
DNA; E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 49. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
HB, za pomocag rozdzialu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E) zelu
agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 50. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
By, za pomoca, rozdziatu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E) zelu
agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 51. Analiza zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazg
HB;1, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% (C i D), 1,5% (A i B) i 2% (E) zelu
agarozowym. A — ssDNA; B - dsDNA; C - plazmidowego DNA; D - genomowego DNA;
E - RNA. M - marker SMO311 (Materialy 3.5).

Wyniki testdbw zdolnoSci wigzania roznych form kwaséw nukleinowych dla
wszystkich badanych polimeraz zestawiono w tabeli 19, podajac iloS¢ uzytych
jednostek aktywnosci do zaobserwowania opdZnienia migracji w zelu. W celu
wskazania rdéznic wigzania wzgledem komercyjnej polimerazy Bsu (New England
Biolabs, USA) (B (NEB), pierwszy wiersz tabeli 19) zastosowano oznaczenia
kolorystyczne. W przypadku poprawy wiasciwoSci otrzymanych polimeraz DNA
wzgledem polimerazy komercyjnej zastosowano kolor zielony, natomiast przy ich
pogorszeniu — czerwony. Analogiczny system oznaczefi kolorystycznych zostat
zastosowany w kolejnych tabelach przedstawiajacych wyniki testow badania pozostatych

wlaSciwosci polimeraz DNA.
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Biatka BLNgsgH i BLN;j;0H byly badane w innym zakresie jednostek aktywnoSci
ze wzgledu na niskag warto§¢ jednostkowosSci. Dodatkowo wartoS§¢ 5 U wigzania
dsDNA, plazmidowego 1 genomowego DNA przez polimeraze BLN;;H, wynika
z zaobserwowane] niewielkiej réznicy w wysokosSci pragzka co moze sugerowal
wigzanie, lecz nie jest jednoznacznym potwierdzeniem tego wyniku. Dlatego wartoSci

te w tabeli 19 oznaczono dodatkowo symbolem gwiazdki (*).

Tabela 19. Zestawienie ilos¢ uzytych jednostek aktywnosci polimeraz DNA do zaobserwowania

op6znienia migracji w zelu dla réznych form kwaséw nukleinowych.

Plazmidowe | Genomowe
Wariant ssDNA dsDNA RNA
DNA DNA
By, (NEB) - 4 5 - 15
GLBLNgsgH 4 2 1 1 7,5
BLNgsgH - 0,15 0,3 0,02 0,15
HGLB 7.5 4 4 1 -
Nssg LBLGH 7,5 7.5 7,5 1 10
HNgssgLB - 15 7,5 1 -
BLGH 5 2 2 2 -
BLN50H - 5* 5* 5% -
BLLNy50H 7.5 5 1 1 -
B - 15 - 4 -
HB - 7,5 - 2 7,5
BL - 7,5 7.5 10 -
HB., - 7,5 7,5 - -

B - polimeraza Bsu; B; - duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G - biatko gp32;
Ngsp — biatko NeqSSB; Njs0 — biatkko Neql50; L - facznik; H - znacznik His-tag; * - wynik
niejednoznaczny. Kolor zielony — poprawa wlasciwosci wzgledem polimerazy komercyjnej Bsu large;

kolor czerwony - pogorszenie wlasciwosci wzgledem polimerazy komercyjnej Bsu large.
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Analiza wynikéw zdolnoSci wigzania réznych form kwaséw nukleinowych wskazata
na to, ze zadne z badanych biatek referencyjnych nie wiaza pojedynczej nici DNA.
Wiazanie podwoéjnej nici DNA przez biatka referencyjne byto stabsze niz w przypadku
polimerazy komercyjnej. Co wigcej, w przypadku plazmidowego DNA warianty B
i HB nie wykazywaly zdolnoSci do jego wigzania, a warianty By 1 HBj wigzaly je
stabiej. W przypadku wiazania genomowego DNA takiej wilaSciwoSci nie wykazywat
jedynie wariant HBj, natomiast RNA wigzane bylo wylacznie przez wariant HB.
Okazato si¢, ze bialka referencyjne réznig si¢ od polimerazy komercyjnej i kolejne
testy nalezato analizowaé zar6wno w odniesieniu do otrzymanych biatek referencyjnych
jak 1 biatka komercyjnego.

Fuzyjne polimerazy Bsu zyskaly zdolnoS¢ wigzania pojedyncze] nici DNA,
z wyjatkiem wariantow wyltacznie z biatkiem NeqSSB (BLNgsgH 1 HNggpLB).
Biatka GLBLNggsgH, BLNgsgH 1 BLGH wigzaly dwuniciowe DNA lepiej, biatko
HGLB wigzalo je tak samo, a pozostale wigzaly stabiej niz kontrola komercyjna.
W  przypadku plazmidowego DNA zauwazono poprawe wilaSciwosci wigzania dla
GLBLNgsgH, HGLB, BLNgsgH, BLGH i By LN;;0H oraz pogorszenie dla pozostatych
polimeraz. Wszystkie biatka fuzyjne wigzaly genomowe DNA. RNA bylo lepiej
wigzane przez GLBLNgggH, BLNgsgH 1 NgsgLBLGH, a pozostale biatka go nie

wigzaly.

5.3.3. Optymalizacja warunkéw prowadzenia izotermicznej amplifikacji DNA

opartej o biatko gp32

Kazdy aktywny wariant uzyskanych polimeraz DNA zbadano pod wzgledem
optymalnych warunkéw prowadzenia izotermicznej amplifikacjii DNA. Badano
wplyw iloSci biatka gp32, polimerazy, matrycy oraz czasu trwania reakcji
(Metody 49.1, 49.2, 493 1 494). Warunki te wplywaja na skutecznos$¢
amplifikacji DNA, dlatego ich optymalizacja byla niezbedna, aby uzyskaé¢ wiarygodne
i powtarzalne rezultaty. Na podstawie wynikow przedstawionych na rysunkach 52
— 60 okreSlono warunki optymalne, pozwalajace na wydajne powielenie DNA 1 nie
bedace jednoczeSnie warunkami granicznymi. Na poczatku wyznaczono parametry
dla polimerazy komercyjnej, a wyniki badain przedstawiono na rysunku 52 oraz

w pierwszym wierszu tabeli 20. Wyniki dla pozostatych polimeraz obrazuja rysunki 53
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— 60, natomiast wartoSci liczbowe zebrano w tabeli 20. Dla wariantow HGLB

i BLGH (Rysunki 53 1 56) konieczna byla modyfikacja procedur ze wzgledu

na silne oddzialywanie biatek z matryca, dlatego dla obu polimeraz wyznaczono

optymalny stosunek iloSci biatka gp32 do iloSci polimerazy. Na rysunkach 52 - 60

czerwong strzatkg zaznaczono produkt reakcji o dlugosci 1610 pz, a pogrubiong

czcionka optymalne parametry.
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Rysunek 52. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy

komercyjnej Bsu large, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym. A — ilo§¢

bialka gp32; B - ilo$¢ polimerazy; C — czas reakcji; D — ilo§¢ matrycy. M — marker SMO0311

(Materialy 3.5).
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Rysunek 53. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy
HGLB, za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 1% zZelu agarozowym. A — stosunek ilosci
biatka gp32 do polimerazy; B - czas reakcji; C - ilo§¢ matrycy. M — marker SMO0311
(Materialy 3.5).
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Rysunek 54. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy
NgsgLBLGH, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym. A — ilo§¢ biatka
gp32; B — ilos¢ polimerazy; C — czas reakcji; D - ilo§¢ matrycyy M — marker SMO311
(Materialy 3.5).
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Rysunek 55. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy
HNgspLB, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% Zelu agarozowym. A — ilo§¢ biatka
gp32; B — ilo§¢ polimerazy; C - czas reakcji; D - ilo§¢ matrycyy M — marker SMO311
(Materialy 3.5).

I pg gp32 0,6 pg zp32
1,2 1.5 ],8 09 1.2 1.5 1,8 U

A M 09

RIHHI
000

10—

[RCC]

Rysunek 56. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy
BLGH, za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 1% zZelu agarozowym. A — stosunek ilosci
biatka gp32 do polimerazy; B - czas reakcji; C - ilo§¢ matrycy. M — marker SMO0311
(Materialy 3.5).
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Rysunek 57. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy
BLN;50H, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% zZelu agarozowym. A — ilo§¢ bialtka
gp32; B - ilo§¢ polimerazy; C - czas reakcji; D - ilo§¢ matrycyy M - marker SMO311
(Materialy 3.5).
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Rysunek 58. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy
BLLNis0H, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym. A - ilo§¢ biatka
gp32; B — ilos¢ polimerazy; C — czas reakcji; D - ilo§¢ matrycyy M — marker SMO311
(Materialy 3.5).
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Rysunek 59. Analiza produktéw reakcji

optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy
Bi, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w

1% zelu agarozowym. A — ilo§¢ biatka gp32;

B - ilo§¢ polimerazy; C — czas reakcji; D — ilo§¢ matrycy. M — marker SMO0311 (Materialy 3.5).
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Rysunek 60. Analiza produktéw reakcji optymalizacji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimerazy

HB;p, za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 1% Zelu agarozowym. A - ilo§¢ biatka gp32;

B - ilo§¢ polimerazy; C — czas reakcji; D — ilo§¢ matrycy. M — marker SMO311 (Materialy 3.5).
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Tabela 20. Zestawienie optymalnych warunkéw izotermicznej amplifikacji DNA dla wszystkich

badanych polimeraz.

Ilos¢ gp32 Ilos¢ Czas reakcji | Ilos¢ matrycy

Wariant
[ngl polimerazy [U] [min] [ng]
By, (NEB) 1.9 2 30 75
HGLB 1 1,5 90 75
NssgLBLGH 1,9 0,8 90 75
HNgsgLLB 1,9 4 40 75
BLGH 1 1,8 90 75
BLN;5H 1,9 0,5 60 75
BrLN;50H 1,9 0,01 40 75
B, 1,9 2 40 75
HB, 1,9 2 40 75

B - polimeraza Bsu; By — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G - bialko gp32;
Ngsp - biatko NeqSSB; Nj50 — biatko Neql50; L - tacznik; H — znacznik His-tag.

Analizujac uzyskane wyniki, wyznaczono rowniez minimalne iloSci polimerazy
1 matrycy oraz najkrotszy czas reakcji, czyli wartoSci graniczne dla ktérych powstaje
specyficzny produkt. Poréwnanie minimalnych warunkéw jest bardziej miarodajne
niz poréwnywanie optymalnych, ze wzgledu na eliminacje subiektywnego oceniania
wydajnos$ci reakcji. Dane te przedstawiono w tabeli 21.

Wyzszg czulo§¢ niz polimeraza referencyjna wykazuja warianty BLGH, BLNj50H,
B LN;50H, By i HBjp. Minimalny czas reakcji nie ulegt poprawie dla zadnej
z badanych polimeraz DNA, a wrecz pogorszyl sie dla NgsgLBLGH, HNgsgLB,
BLGH i1 HB;. W przypadku minimalnej iloSci jednostek polimerazy zauwazono
poprawe dla wariantow NgsgLBLGH, BLN;;0H i1 ByLN;50H, oraz pogorszenie dla
HNgsgLLB, By, i HBy. Dla wariantow HGLB i BLGH nie wyznaczono minimalnej
iloSci polimerazy. Szczegdlng uwage warto zwréci¢ na bardzo mala iloS¢ polimerazy
BrLNj50H koniecznej do przeprowadzenia reakcji. Wzgledem polimerazy komercyjnej
jest to az 125-krotna rdéznica, co jest znaczng poprawa efektywnosSci amplifikacji

DNA 1 wyrdéznia si¢ na tle pozostalych polimeraz DNA.
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Tabela 21. Zestawienie minimalnych iloSci polimerazy 1 matrycy oraz najkrétszego czasu

izotermicznej amplifikacji DNA dla wszystkich badanych polimeraz.

Wariant Ilos¢ polimerazy [U] | Czas reakcji [min] | Ilo§¢ matrycy [ng]
B;, (NEB) 0,25 20 50
HGLB - 20 50
NgsgLBLGH 0,2 30 50
HNgspLLB 1 30 50
BLGH - 30 25
BLN;50H 0,125 20 25
BiLN;50H 0,002 20 25
B, 0,5 20 25
HBy, 1 30 25
B - polimeraza Bsu; By - duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G - bialko
gp32; Nggg - biatko NegSSB; Njso - biatko Neql50; L - facznik; H - znacznik
His-tag. Kolor zielony — poprawa parametru wzgledem polimerazy komercyjnej Bsu large; kolor
czerwony — pogorszenie parametru wzgledem polimerazy komercyjnej Bsu large.

5.3.4. Wplyw temperatury na wlasciwosci polimeraz DNA

Temperatura moze wplywaé zaré6wno na przebieg reakcji amplifikacji DNA, jak
rowniez na aktywno$¢ polimerazy. W pierwszej kolejnoSci zbadano zakres temperatur
prowadzania reakcji izotermicznej amplifikacji DNA dla polimeraz DNA (20-60°C)
(Metody 4.10.1). Wyniki przedstawiono na rysunku 61, a dane liczbowe zakresu
temperatur zebrano w tabeli 22.

W drugim teScie polimerazy zostaly najpierw poddane inkubacji w podwyzszonej
temperaturze (55°C) przez okreSlony czas, a nastgpnie wykorzystane w reakcji
izotermicznej amplifikacji prowadzonej w optymalnych warunkach temperaturowych, co
umozliwito ocen¢ ich stabilnoSci w podwyzszonej 55°C w czasie (Metody 4.10.2).
Wyniki przedstawiono na rysunku 62, a dane liczbowe maksymalnego czasu inkubacji
w podwyzszonej temperaturze, po ktorym polimeraza nie traci aktywnoSci, zebrano

rOwniez w tabeli 22.
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Rysunek 61. Analiza produktéw reakcji izotermicznej amplifikacji DNA w zakresie temperatur
20-60°C dla wszystkich badanych polimeraz, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu
agarozowym. A — komercyjna Bsu large; B - HGLB; C - NggsgLBLGH; D - HNggpLB;
E - BLGH; F - BLNj50H; G - BpLNyj50H; H - By; I — HBp. M - marker SMO311.
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Rysunek 62. Analiza produktéw reakcji izotermicznej amplifikacji DNA z zastosowaniem polimeraz
po inkubacji w 55°C w réznym czasie, za pomocag rozdzialu -elektroforetycznego w 1% zelu
agarozowym. A — komercyjna Bsu large; B — HGLB; C - NgsgLBLGH; D - HNggpLB;
E - BLGH; F - BLNj50H; G - BpLNjs0H; H - Br; I — HBp. M - marker SMO311.
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Zakres temperatur, w jakich polimerazy powielaja DNA w reakcji izotermicznej
dla wszystkich badanych bialek jest zblizony (Rysunek 61). Mimo to, wyrézni¢ mozna
cztery zakresy: 25-45°C, 30-50°C, 25-50°C 1 30-45°C. W pierwszym z wymienionych
zakresOw aktywna jest zaréwno polimeraza komercyjna jak 1 polimerazy HGLB,
HNgsgLLB 1 BLNj50H. W wyzszych temperaturach (30-50°C) powielane jest DNA
z udzialem polimeraz NgsgLBLGH, BLGH i HB;. Natomiast polimeraza By,
amplifikuje DNA w zakresie 25-50°C, a ByLN;j5;0H w 30-45°C.

Wyniki testu stabilnoSci w podwyzszonej temperaturze (55°C) (Rysunek 62)
charakteryzowaly si¢ wieksza rdéznorodnoScia. Polimeraza BiLN;50H wykazata 6-krotny
wzrost stabilnoSci w podwyzszonej temperaturze (55°C) w poréwnaniu do biatka
komercyjnego. Dla polimeraz HGLB i1 HB;, zaobserwowano 2-krotny wzrost stabilnoSci
(do 20 min), a dla biatka B; nie zaobserwowano réznicy wzgledem polimerazy
komercyjnej. Pozostate bialka byly mniej stabilne w podwyzszonej temperaturze (55°C).

Ze wzgledu na wysoka stabilno$¢ polimerazy BiLN;;0H w 55°C sprawdzono jej
stabilno§¢ dodatkowo w temperaturze 60°C, lecz polimeraza nie wykazata stabilnoSci
w tej temperaturze. Wynik tego testu przedstawiono na rysunku 63, a informacje

o braku stabilnoSci polimerazy w 60°C zamieszczono w tabeli 22.

M 0 5 10 20 30 45 60 min

Rysunek 63. Analiza produktéw reakcji izotermicznej amplifikacji DNA z zastosowaniem polimerazy
BLLNi50H po inkubacji w 60°C w réznym czasie, za pomocg rozdzialu elektroforetycznego

w 1% zelu agarozowym. M - marker SMO311.
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Tabela 22. Zestawienie danych wplywu temperatury na badane polimerazy.

Zakres Stabilnos¢ polimeraz | Stabilno$¢ polimeraz
Wariant
temperatur® [°C] w 55°C [min] w 60°C [min]
By, (NEB) 25-45 10 .
HGLB 25-45 20 -
NssgLBLGH 30-50 0 -
HNgsgLB 25-45 5 .
BLGH 30-50 0 -
BLN5H 25-45 - -
B LN50H 30-45 60 0
BL 25-50 10 -
HB;, 30-50 20 n
* _ zakres temperatur w jakich prowadzono izotermiczng amplifikacia DNA z wykorzystaniem
réznych polimeraz DNA. B — polimeraza Bsu; By, — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu

large); G — bialko gp32; Nggg - biatko NeqSSB; Nj;s9 — bialkko Neql50; L - Iacznik;
H - znacznik His-tag. Kolor zielony — poprawa wlasciwosci wzgledem polimerazy komercyjnej

Bsu large; kolor czerwony - pogorszenie wlaSciwosci wzgledem polimerazy komercyjnej Bsu large.

5.3.5. Tolerancja polimeraz DNA na obecnos¢ inhibitoréow amplifikacji

Zbadano réwniez tolerancje polimeraz DNA na obecnoS$¢ inhibitoréw w mieszaninie
reakcyjnej. W tym celu przeprowadzono reakcje z czterema wybranymi inhibitorami:
heparyna, laktoferyna, mocznikiem oraz kwasem humusowym. Reakcje przeprowadzono
zgodnie z opisem w rozdziale Metody 4.10.3. Wyniki wptywu inhibitoréw na
polimerazy DNA przedstawiono na rysunkach 65 — 68, a iloSci inhibitora, przy
ktérych nie widaé specyficznego produktu DNA, zebrano w tabeli 23.

Wraz ze wzrostem st¢zenia laktoferyny zaobserwowano stopniowe opdZnienie
migracji produktu PCR o dlugosci 330 pz (rysunek 64), co pokrywa si¢
z doniesieniami literaturowymi 1 zostalo przedstawione w rozdziale Wstep 4.10.3,
opisujacym mechanizm inhibicji poprzez wigzanie laktoferyny z DNA. DoSwiadczenie

przeprowadzono przy uzyciu analogicznej metody, jak w przypadku badania zdolnoSci
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wigzania kwasow nukleinowych (Metody 4.7.2), z ta r6znica, ze zamiast polimerazy

dodawano wzrastajace iloSci laktoferyny (0-1 pg).

M 0 00501 02 03 05 075

Rysunek 64. Analiza zdolnoSci wigzania produktu PCR o dlugosci 330 pz przez lakoferyng, za

pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym. M - marker SMO311.

Pozostate inhibitory nie wplywaly na opdzZnienie migracji w zelu produktu
izotermicznej amplifikacji DNA, w zwigzku z tym nie bylo koniecznoSci prowadzenia

dodatkowych testow.
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Rysunek 65. Analiza produktéw reakcji izotermicznej amplifikacji DNA w obecnosci rosnacej ilosci
laktoferyny dla wszystkich badanych polimeraz, za pomoca rozdziatu -elektroforetycznego w 1%
7elu agarozowym. A — komercyjna Bsu large; B — HGLB; C - NgspLBLGH; D - HNgspLB;
E - BLGH; F - BLNj50H; G - BpLNjs0H; H - Br; I — HBp. M - marker SMO311.
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Rysunek 66. Analiza produktéw reakcji izotermicznej amplifikacji DNA w obecnoSci rosnacej

ilo§ci heparyny dla wszystkich badanych polimeraz, za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 1%

zelu agarozowym. A - komercyjna Bsu large; B — HGLB; C - NgsgLBLGH; D
E - BLGH; F - BLN150H; G - BLLN150H; H - BL; 1

— HNgspLB;
— HBr. M - marker SMO311.
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Rysunek 67. Analiza produktéw reakcji izotermicznej amplifikacji DNA w obecnosci rosnacego
stezenia mocznika dla wszystkich badanych polimeraz, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego w 1%
7elu agarozowym. A — komercyjna Bsu large; B — HGLB; C - NgspLBLGH; D - HNgspLB;
E - BLGH; F - BLNj50H; G - BpLNjs0H; H - Br; I — HBp. M - marker SMO311.
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Rysunek 68. Analiza produktéw reakcji izotermicznej amplifikacji DNA w obecnosci rosnacej ilosci
kwasu humusowego dla wszystkich badanych polimeraz, za pomoca rozdzialu elektroforetycznego
w 1% zelu agarozowym. A — komercyjna Bsu large;, B - HGLB; C - NgggLBLGH;
D - HNgsglB; E - BLGH; F - BLNj50H; G — BrLNjsoH; H — By; I — HBrL. M - marker
SMO0311.

151



Wptyw laktoferyny (Rysunek 65) na proces amplifikacji byl najmniej zréznicowany
wzgledem badanej polimerazy DNA. Cztery warianty NgsgLBLGH, BLGH, BLN;;H
1 HB; amplifikowaly przy 1,5-krotnie wyzszym stezeniu, a pozostale przy takim
samym jak polimeraza komercyjna. W przypadku heparyny (Rysunek 66) tylko
polimerazy HGLB i BLGH amplifikowaly DNA przy odpowiednio 25-krotnie
(Rysunek 66 B) i 2,5-krotnie wyzszym st¢zeniu (Rysunek 66E), biatko referencyjne
By, przy takim samym st¢zeniu, natomiast wszystkie pozostale przy nizszych stezeniach
niz polimeraza komercyjna. Dla mocznika (Rysunek 67) ok. 1,3-krotny wzrost
tolerancji zaobserwowano dla wariantu BLGH (Rysunek 67 E), dla NgsgLBLGH,
HNgsgLLB, By 1 HBp brak zmian, a w przypadku pozostalych wariantéw
zaobserwowano spadek tolerancji. 4-krotnie zwickszong odporno$¢ na inhibicje kwasem
humusowym zaobserwowano dla biatka BLGH (Rysunek 68 E). Polimerazy HGLB,
NssgLBLGH i1 B nie wykazaly zmian w tolerancji, a pogorszenie wlasciwosci
zaobserwowano dla pozostatych polimeraz (Rysunek 68). Poréwnujac tolerancje na
wszystkie cztery inhibitory, najwigkszg tolerancja na obecno$¢ inhibitorow wykazywala
si¢ polimeraza BLGH (Rysunki 65 E, 66 E, 67 E i 68 E), a dla wariantu HGLB
zaobserwowano najwicksza poprawe tolerancji na obecnosSci heparyny (25-krotny wzrost

— rysunek 66 B).
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Tabela 23. Zestawienie danych dotyczacych zakresow tolerancji na obecno$¢ wybranych inhibitoréw

w mieszaninie reakcyjnej dla wszystkich badanych polimeraz.

Wardant Heparyna Laktoferyna Mocznik [M] Kwas humusowy
[ng] [ng] [ng]
B, (NEB) 3 5 1,5 0,25
HGLB 75 5 1 0,25
NssgLBLGH 0,5 7,5 1,5 0,25
HNgsgLLB 0,5 5 1,5 0,125

BLGH 7,5 7,5 2 1

BLN;5H 0,05 7,5 0,2 0,05
BrLN;50H 0,0125 5 1 0,025
By 3 5 1,5 0,25
HBy, 2 7,5 1,5 0,125

B - polimeraza Bsu; Bp - duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large); G - bialko

gp32; Nggp — bialkko NeqSSB; Nijso — bialkko Neql50; L - tacznik; H - znacznik
His-tag. Kolor zielony — poprawa parametru wzgledem polimerazy komercyjnej Bsu large; kolor
czerwony — pogorszenie parametru wzgledem polimerazy komercyjnej Bsu large.

Polimeraz¢ B;LN;50H poddano dodatkowemu badaniu wplywu obecnosci heparyny
i kwasu humusowego na przebieg izotermicznej amplifikacji DNA z zastosowaniem
wickszej iloSci polimerazy. W tym celu przeprowadzono reakcje z 0,1 1 1 U
polimerazy, w obecnosci 0-5 pg heparyny oraz 0-1 pg kwasu humusowego. Wyniki
tych doswiadczern przedstawiono na rysunku 69.

Wyniki testu wskazuja, ze 10-krotne zwiekszenie iloSci polimerazy (do 0,1 U)
zwicksza tolerancj¢ na heparyn¢e (Rysunek 69 A) i kwas humusowy (Rysunek 69 B)
do 250 ng obu inhibitoréw. Jest to 20-krotny wzrost tolerancji na heparyne
i 10-krotny na kwas humusowy, wzgledem zastosowania 0,01 U polimerazy.
Rysunki 69 C 1 D wskazuja, ze dalsze zwigkszanie iloSci polimerazy (do 1 U) nie
spowodowalo liniowego wzrostu zakresu tolerancji. Przy wickszej iloSci polimerazy
obserwowano zalezno$¢ powstawania produktu DNA od stosunku iloSci polimerazy

do iloSci inhibitora. W przypadku reakcji kontrolnych (bez dodatku inhibitoréw)
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z zastosowaniem 1 U polimerazy DNA nie zaobserwowano produktu DNA. Dla
heparyny (rysunek 69 C) produkt DNA obserwowano w zakresie stezefi 62,5-5000 ng
inhibitora, a dla kwasu humusowego (rysunek 69 D) tylko w obecnosci 1 pg
inhibitora. Natomiast dla reakcji kontrolnych oraz przy stezeniu ponizej 1 pg
kwasu humusowego zaobserwowano silny sygnal w miejscu nalozenia prébki na
zel agarozowy, tj. w studzience. Wynika to najprawdopodobniej z silnego wigzania
DNA, zar6wno w postaci matrycy jak 1 produktu reakcji amplifikacji, przez fuzyjna
polimeraz¢. Rezultat ten nie pozwala na jednoznaczng ocen¢ poprawnosci przebiegu

reakcji izotermicznej amplifikacji DNA.
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Rysunek 69. Analiza produktow reakcji izotermicznej amplifikacji DNA w obecnos$ci heparyny
i kwasu humusowego dla polimerazy BjLNj50H, za pomoca rozdziatu -elektroforetycznego w 1%
zelu agarozowym. A — wplyw heparyny na 0,1 U polimerazy; B - wplyw kwasu humusowego
na 0,1 U polimerazy; C — wplyw heparyny na 1 U polimerazy; D - wplyw kwasu humusowego

na 1 U polimerazy. M - marker SMO311.
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Rozdzial 6

Wnhioski i1 dyskusja

Biatko fuzyjne to produkt ekspresji genu powstalego poprzez potaczenie co
najmniej dwoch sekwencji nukleotydowych, ktérego celem jest uzyskanie jednego
biatka o zmodyfikowanych lub nowych wtasciwosciach funkcjonalnych. W tworzeniu
takich fuzji wykorzystuje si¢ réznych partneréw fuzyjnych, ktérzy wplywaja na
zmian¢ wlasciwoSci wybranego biatka. Ze wzgledu na zastosowanie mozna wyrdzni¢
kilka grup bialek fuzyjnych. Pierwsza grupg sa bialka ze znacznikami utatwiajgcymi
rozpuszczalno$¢, oczyszczanie lub immobilizacje, m.in. His-tag (6xHis), biotyna
czy MBP [147]. Kolejna grupa sa biatka ze znacznikami (np. fluorescencyjnymi,
m.in. GFP) sluzacymi do monitorowania lokalizacji biatka in vitro 1 in vivo,
w tym badaniach interakcji miedzyczasteczkowych [152, 153]. Wyrézni¢ mozna
rOwniez biatka stosowane w medycynie — w terapiach biologicznych oraz do
celowanego dostarczania lekow. Przykladem moga by¢ immunocytokiny, gdzie do
przeciwciata dolgczona jest interleukina-2 lub jej pochodna. Takie potaczenie ze
wzgledu na specyficzne, miejscowe dzialanie interleukiny wykorzystuje si¢ w leczeniu
nowotworéw [154]. Innymi biatkami fuzyjnymi wykorzystywanymi w medycynie sa
fuzje z biatkiem TRAIL, ktére odpowiada za indukcje apoptozy komorki. Tworzenie
fuzyjnych wariantéw tego biatka zwigksza jego stabilno$¢, akumulacje w tkankach
nowotworowych oraz czas dziatania terapeutycznego [155].

Wazng grupa biatek fuzyjnych sa enzymy fuzyjne, ktére pozwalaja na
uproszczenie szlakéw syntezy, zwickszenie wydajnosci reakcji oraz poprawe
stabilnoSci  enzymatycznej. Znajduja one zastosowanie w  biokatalizie, jak
rowniez reakcjach wykorzystywanych w przemySle farmaceutycznym 1 chemicznym

[156, 157, 158]. Przyktadowymi fuzjami wykazujacymi wysoka wydajnoS¢ syntezy
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nukleotyddw monosacharydowych sg pofaczenia galaktokinazy z pirofosforylazg cukru
difosforanu urydyny (ang. Uridine Diphosphate, UDP) oraz urydylotransferazy
N-acetyloglukozoamino-1-fosforanu ~ z  kinazg  N-acetyloheksozaminy.  Pierwszy
z wymieniony enzymoéw fuzyjnych odpowiada za efektywna synteze UDP-galaktozy,
ktéra jest donorem reszty galaktozy w syntezie glikolipidéw, a drugi za synteze
UDP-N-acetylglukozaminy, ktéra jest donorem acetyloglukozaminy w syntezie
glikozaminoglikanéw. Oba biatka pozwolily na uproszczenie syntezy oraz tatwiejsza
izolacje jej produktéw koncowych [156]. Innym przyktadem fuzji jest enzym
SpFDH-GDH-FR, skfadajacy si¢ z: halogenazy tryptofanu (SpFDH), dehydrogenazy
glukozowej (GDH) oraz reduktazy flawinowej (FR). Odpowiedzialne s3 one
kolejno za syntezg¢ 6-chlorotryptofanu, regeneracje zredukowanego dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide (reduced form),
NADH) oraz zredukowanego dinukleotydu flawinoadeninowego (ang. Flavin Adenine
Dinucleotide (reduced form), FADH,). Takie potaczenie zapewnia bardzo wydajna
produkcje 6-chlorotryptofanu w reakcji cigglej oraz zwicksza wydajnoS¢ prawie
1,5-krotnie i eliminuje potrzeb¢ dodawania kofaktoréw w trakcie trwania reakcji
[157]. Innym celem zastosowania bialek fuzyjnych jest zwiekszenia czystoSci
enancjomerycznej otrzymywanych produktéw. Fuzja transaminazy fenyloglicyny
z aminotransferaza asparaginowg, pozwolita na wydajne przeksztalcanie D-fenyloglicyny
w L-fenyloglicyn¢. Potaczenie enzymoéw przySpieszyto przekazywanie grupy aminowej,
co spowodowalo bardzo wysoka selektywnoS¢ reakcji 1 otrzymanie czystoSci
enancjomerycznej na poziomie 99%. Zastosowanie fuzyjnego enzymu pozwolito na
uproszczenie reakcji oraz brak konieczno$ci regeneracji koenzymu [159].

Enzymy fuzyjne wykorzystywane s3a rowniez w diagnostyce molekularnej. Juz od
lat 90. XX wieku modyfikowano polimerazy DNA poprzez stosowanie mutacji
punktowych. Natomiast przez ostatnie 25 lat otrzymano rézne polimerazy fuzyjne
charakteryzujace si¢ znacznie poprawionymi wilasciwosciami [129, 130, 131, 132, 133,
134, 135, 136, 150]. Jedna z obecnie stosowanych polimeraz fuzyjnych jest polimeraza
Phusion (Thermo Fisher Scientific, USA), ktéra zbudowana jest z polimerazy Pfu
z Pyrococcus furiosus oraz biatka wigzacego podwdjng ni¢ DNA Sso7d z Sulfolobus

solfataricus. Fuzja ta zwigksza procesywno$¢, czuloS¢, aktywnoS¢ specyficzng oraz

156



tolerancje¢ na obecno$¢ soli, co jest szczegdlnie wazne w analizach prébek klinicznych
i Srodowiskowych [136].

W diagnostyce patogenéw technika PCR, w szczegdlnosci qPCR lub RT-qPCR,
pozostaje zlotym standardem 1 technikg referencyjng, wzgledem ktérej ocenia si¢
skuteczno$¢ innych metod detekcji molekularnej, takich jak LAMP, RCA czy
RPA 1[92, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 108]. Wynika to przede wszystkim
z jej wysokiej czulosSci, swoistoSci oraz potwierdzonych metod identyfikacji wielu
patogenéw, zaréwno bakteryjnych, jak 1 wirusowych [60, 61, 63, 64]. Pomimo
tych zalet, wspdiczesna diagnostyka oparta na amplifikacji kwaséw nukleinowych
napotyka istotne wyzwania dotyczace obecnoSci inhibitorow reakcji, specyfiki matryc
biologicznych, potrzeby analizowania duzych serii prébek w krétkim czasie oraz
dazenia do maksymalnego obnizenia kosztéw analizy. Gléwnym problemem zwigzanym
z matrycami jest wysoka zawartoS¢ par GC oraz liczne powtdrzenia sekwencji.
Obecnos¢ duzej ilosci par GC moze powodowal tworzenie struktur drugorzedowych,
ktére uniemozliwiaja przylaczenie si¢ polimerazy i starterow [66, 67]. Natomiast
liczne powtdrzenia sekwencji powoduja niespecyficzne przylaczanie starteréw oraz
wczeSniejsze odlaczanie si¢ polimerazy od matrycy, co prowadzi do powstawania
produktow r6znej dlugosci [68]. Kolejnym problemem jest obecno$¢ w probkach
klinicznych, archeologicznych czy S§rodowiskowych, inhibitoréw amplifikacji, ktore
hamuja proces powielania materialu genetycznego. Hamowanie amplifikacji moze
zachodzi¢ w r6zny sposob, np. poprzez oddzialywanie z polimeraza, matryca lub
zmian¢ Srodowiska reakcji [69]. Rozwigzaniem tych probleméw mogg by¢ fuzyjne
polimerazy. Przykladowo fuzja polimerazy Taq Stoffel z domena wiazaca DNA
z ligazy z Pyrococcus furiosus, ktéra pozwolita na zwickszenie czulosci, tolerancji
na obecno$¢ inhibitoréw amplifikacji takich jak lakoferyna i heparyna oraz umozliwita
amplifikowanie fragmentéw DNA z 78% zawartoScia par GC [133].

Jednym z gltéwnych wyzwan w medycynie sadowej oraz badaniach archeologicznych
jest analiza probek o bardzo niskiej jakoSci 1 niskim stezeniu DNA. Probki z miejsc
zbrodni, archeologiczne szczatki kostne czy S$lady biologiczne przechowywane przez
dlugi czas charakteryzuja si¢ wysokim stopniem fragmentacji DNA wskutek dzialania
czynnikéw Srodowiskowych, co wymusza stosowanie technik o bardzo wysokiej

czutoSci [160]. Przelomowe znaczenie w tym wypadku maja enzymy takie jak
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polimeraza Phi29 — wysokoprocesywna 1 zdolna do izotermicznej amplifikacji catych
genomOw nawet z pojedynczych kopii DNA w reakcjach RCA 1 MDA [42].
Jej zastosowanie jest bardzo szerokie — od identyfikacji patogendéw np. Staphylococcus
aureus, poprzez tworzenie mikromacierzy do sekwencjonowania genomu, az do
wydajnego amplifikowania niewielkich ilosci DNA [104, 105, 106, 107, 108].
Kolejnym problemem jest czas trwania analizy 1 potrzeba jak najwickszej jego
minimalizacji do momentu uzyskania wyniku. Wymusza to stosowanie rozwigzan
eliminujgcych konieczno$¢ izolacji DNA 1 umozliwiajacych prace w warunkach stalej
temperatury. Rozwiazaniem tego problemu moze sta¢ si¢ izotermiczna amplifikacja
DNA, ktorej tatwoS¢ przygotowania 1 przeprowadzenia reakcji sg jej najwiekszymi
zaletami oraz umozliwiajg jej przebieg zaré6wno w laboratoriach diagnostycznych,
jak 1 poza nimi. Dodatkowo reakcje te nie wymagajg stosowania specjalistycznej
aparatury, co redukuje koszty zwigzane z jej posiadaniem [81]. Jedna z bardziej
obiecujacych reakcji jest RPA, ktérej mechanizm dziatania opiera si¢ na zastosowaniu
dwéch enzyméw — rekombinazy UvsX 1 polimerazy Bsu oraz biatka wiazacego
ssDNA — gp32 [92]. Jej ograniczeniem jest zdolno$¢ do efektywnego powielania
wylacznie krotkich sekwencji DNA (do 500 pz), co jednak nie stanowi problemu
dla identyfikacji patogendw czy wykrywania obecnoSci specyficznych gendéw, nawet

w reakcjach typu multipleks [98, 99, 100].

Probg rozwigzania tych problematycznych kwestii jest otrzymanie nowych fuzyjnych
polimeraz DNA zdolnych do prowadzenia reakcji izotermicznej amplifikacji DNA.
Do fuzji wybrano dwie polimerazy — Bsu (pochodzenia bakteryjnego) 1 Phi29
(pochodzenia wirusowego). Polimeraza Bsu pozwala na szybkie amplifikowanie
krétkich fragmentéw DNA, ale do prowadzenia reakcji potrzebuje obecnosci bialek
pomocniczych [40, 92]. Natomiast polimeraza Phi29 potrafi amplifikowaé bardzo dlugie
fragmenty DNA z duza doktadnoScia, ale proces ten jest czasochionny [54]. Jako
partneréw fuzyjnych dla obu polimeraz wybrano trzy biatka wigzace kwasy nukleinowe
— gp32, NeqSSB oraz Neql50. Pierwsze dwa preferencyjnie wigza pojedyncza nié
DNA, natomiast Neql50 podwdjna ni¢ DNA [137, 143]. Fuzja z biatkami DRBP ma
na celu poprawe stabilnoSci wigzania enzymu z DNA, co usprawnia proces inicjacji
polimeryzacji oraz ogranicza zbyt wczesne oddysocjowanie enzymu od matrycy [65].

Polimeraza zostala polaczona z partnerem bialkowym za pomocag krétkiego tacznika
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aminokwasowego (Gly-Ser-Gly-Gly-Val-Asp). Dodanie takiego 1acznika ma na celu
zmniejszenie zawady sterycznej mig¢dzy polimeraza a partnerem fuzyjnym, co jest
istotne podczas fatdowania biatka fuzyjnego. Obecno$¢ tacznika wplywa réwniez
pozytywnie na aktywno$¢ enzymu fuzyjnego, umozliwiajac jednoczesng interakcje
polimerazy i biatlka DRBP z DNA [65, 129, 133].

Zaprojektowano 11 wariantéw fuzyjnych oraz 2 warianty referencyjne polimerazy
Phi29, ktore skutecznie sklonowano 1 nadprodukowano w bakteryjnym systemie
ekspresyjnym. Proces klonowania i nadprodukcji przebiegaly bez trudnosci, natomiast
w trakcie przygotowywania do oczyszczania konieczne bylo zastosowanie dodatkowego
etapu inkubacji z detergentem w celu poprawy rozpuszczalnoSci biatek. Pomimo
skutecznego uzyskania preparatow bialkowych (z wyjatkiem biatka P - Phi29),
zaden z przebadanych wariantéw nie wykazal aktywnoSci enzymatycznej zaréwno
w probach wyznaczania jednostek aktywnoSci jak 1 w reakcji RCA. Wynik ten
sugeruje, ze zastosowane modyfikacje mogly negatywnie wplynag¢ na strukture
centrum aktywnego polimerazy lub o0gdélng konformacj¢ biatka, uniemozliwiajac
jego dziatanie w warunkach reakcji izotermicznej. Dla polimeraz z partnerem
fuzyjnym na N-konicu wyjasnienie to wydaje pokrywa¢ si¢ z hipoteza zespolu
M. Salas [150], tzn. blokowana jest aktywnoS¢ wypierania nici 1 polimeraza
nie moze przeprowadzi¢ amplifikacji. W przypadku fuzji na C-koficu mozliwym
jest negatywny wplyw wybranych partneréw fuzyjnych. Ze wzgledu na strukture
przestrzenng polimerazy lepszymi partnerami fuzyjnymi na C-koncu sa bialka
wigzace dsDNA, gdyz wtedy moga oddzialywaé z tworzacym si¢ produktem
dwuniciowym, tak jak w przypadku znanej fuzji z domena (HhH), z M. kandleri
[150]. Biatko Neql50 jest takim partnerem, natomiast nie mozna wykluczyc,
ze wiazanie przez niego dsDNA jest tak silne, ze ni¢ nie moze przesuwac sie
przez domen¢ kciuka polimerazy. Silne wigzanie biatkka Neql50 widoczne jest
rowniez w przypadku fuzyjnej polimerazy Bsu large, gdzie wicksze jej 1ilosci
hamuja catkowicie reakcje, co szczegétowo oméwiono w dalszej czeSci. Biatko
NeqSSB mimo preferencyjnego wigzania ssDNA, réwniez wigze dsDNA jednak
sita tego wigzania jest stabsza niz ta obserwowana dla Neql50 [143]. Mimo to
wariant PLNgsgH (Phi29-tacznik-NeqSSB-6xHis) réwniez nie wykazuje aktywnosci.
W przypadku obu bialek wigzacych ssDNA (gp32 i NeqSSB) wspdlnym mechanizmem
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hamujagcym aktywno$¢ polimerazy moze by¢ wigzanie matrycy i1 uniemozliwienie jej
wejScia do kanatlu polimerazy, a przez to brak substratu do syntezy nowej nici
DNA. Brak aktywnoSci biatkka HP (6xHis-Phi29) jest trudny do wyjaSnienia. Nie
mozna wykluczy¢, ze tak jak w przypadku fuzji na N-korcu polimerazy, dodanie
w tym miejscu znacznika, nawet tak matego jak His-tag, powoduje blokowanie
kanatu wejScia ssDNA. Dodatkowym czynnikiem, ktéry mégt wplynaé na brak
aktywnoSci wszystkich wariantéw polimeraz Phi29, byl sposéb ich nadprodukcji
1 oczyszczania. Stosowana w niniejszej rozprawie metoda znaczaco odbiega od tych
dotychczasowo opisanych dla Phi29. Miguel de Vega i José Lazaro do procesu
oczyszczania zarOwno fuzyjnej jak 1 natywnej Phi29 nie wykorzystywali znacznikow.
Dodatkowo, do dezintegracji stosowano mielenie z dodatkiem tlenku glinu, a nie przez
sonikacje. DNA usuwane bylo poprzez wytragcanie za pomocg polietylenoiminy, a nie
przez zastosowanie enzymu nukleolitycznego. Charakterystyczna jest rowniez obecno$é
[3-merkaptoetanolu w buforach uzywanych do oczyszczania oraz brak jakiejkolwiek
obecnosci detergentéw. Uzyskane w ten sposéb przez M. de Vega i J. Lazaro
biatko znajdowato si¢ we frakcji rozpuszczalnej i nastgpnie bylo wieloetapowo
oczyszczane z zastosowaniem zloza fosfocelulozowego, ztoza z dekstranem na agarozie
oraz zloza heparynowo-sefarozowaego [150, 161]. W zastosowanych w niniejszej
rozprawie warunkach nadprodukcji polimeraza Phi29 znajdowata si¢ zawsze we
frakcji nierozpuszczalnej, co wymuszalo zastosowanie na etapie oczyszczania silnych
detergentéw, aby uwolni¢ biatko z ciatek inkluzyjnych. Proces ten moégt jednak
negatywnie wplynag¢ na wuzyskany preparat biatkowy, powodujac nieprawidlowe

faldowanie biatka, a tym samym brak aktywnoS$ci enzymatyczne;.

W  przypadku polimerazy Bsu zaprojektowano 10 wariantéw fuzyjnych oraz
4 referencyjne. Nie napotkano probleméw na etapie klonowania czy nadprodukcji
tych wariantow z wyjatkiem tych, dla ktorych zaplanowano fuzje biatka Neql50 na
N-koricu polimerazy. Zaréwno dla polimerazy HN;5LB (6xHis-Neql50-tacznik-Bsu)
jak 1 HNj5LBp, (6xHis-Neql150-facznik-Bsu large), nie udalo si¢ uzyska¢ nadprodukcji
w zastosowanym bakteryjnym systemie ekspresyjnym z wykorzystaniem E. coli.
Sugeruje to, iz zastosowana fuzja mogta negatywnie wplyna¢ na biatko, np. powodujac
nieprawidtowe faldowanie 1 natychmiastowg degradacje¢ w komoérkach bakteryjnych

[162]. Zweryfikowanie tej hipotezy wymagaloby wykorzystania do nadprodukcji innego
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gospodarza, np. Bacillus subtilis, ktéry charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscia
nadprodukcji, lepsza tolerancja na obecno$¢ toksycznych biatek oraz mozliwoscig
efektywnego wydzielania nadprodukowanych biatek do podioza hodowlanego [163].

Otrzymane polimerazy referencyjne Bsu (B — Bsu, HB - 6xHis-Bsu, B;, — Bsu
large, HB;, — O6xHis-Bsu large) poréwnano wzgledem komercyjnie dostepnej polimerazy
Bsu large (New England Biolabs, USA) i zaobserwowano pewne rdznice w badanych
wlasciwosciach. Polimeraza Bsu large byla zdolna do wigzania dsDNA, plazmidowego
DNA oraz RNA. Polimerazy Bj oraz HB; réwniez wigzaly dsDNA 1 plazmidowe
DNA, natomiast nie oddzialywaly z RNA, a dodatkowo polimeraza B; wigzala
genomowe DNA. Z kolei polimerazy B i HB wykazywaly powinowactwo do dsDNA
oraz DNA genomowego, ale nie wigzaly plazmidowego DNA, natomiast polimeraza
HB oddzialywata réwniez z RNA. Optymalizacja reakcji izotermicznej amplifikacji
DNA wykazata brak aktywnosSci enzymatycznej bialek B 1 HB, w przeciwienistwie
do wariantow uzyskanych dla duzej podjednostki. Co istotne, analizujgc warianty
ze znacznikiem His-tag oraz bez niego, nie zauwazono wplywu tego znacznika na
aktywno$¢ badanych biatek.

Fuzyjne polimerazy Bsu z biatkiem NeqSSB (HNgsgLB -
6xHis-NeqSSB-tacznik-Bsu  oraz  BLNgsgH -  Bsu-facznik-NeqSSB-6xHis)  nie
wigzaly ssDNA. Ze wzgledu na fakt, iz biatko NeqSSB zdolne jest do wigzania tej
formy DNA, wydaje si¢, ze fuzja negatywnie wplyneta na ta wlaSciwoS¢ partnera
fuzyjnego [143]. Polimeraza BLNgggpH charakteryzuje si¢ aktywnoScia wyzsza az
170-krotnie w poréwnaniu do polimerazy HNgsgLB 1 umozliwia przeprowadzenie
reakcji amplifikacji izotermicznej opartej o biatko gp32, co nie jest mozliwe
w przypadku enzymu HNgsgLB. Stad najprawdopodobniej preferowanym miejscem
fuzji biatka NeqSSB dla polimerazy Bsu jest C-koniec enzymu. Zaskakujaco, wyniki
uzyskane dla fuzji Bsu z biatlkiem NeqSSB s3 odmienne od tych uzyskanych
dla fuzyjnej polimerazy Taq, gdzie NeqSSB poprawit efektywnoS¢ 1 tolerancje
na obecnoS$¢ inhibitoré6w [130]. Prowadzi to do wniosku, ze NeqSSB nie jest
odpowiednim partnerem fuzyjnym dla polimerazy Bsu.

Fuzje Bsu z biatkiem gp32 (HGLB - 6xHis-gp32-tacznik-Bsu  oraz
BLGH - Bsu-facznik-gp32-6xHis) wykazaly wyzsza aktywnoS¢ niz warianty

z NeqSSB oraz dodatkowo zwickszyly tolerancje na obecno$¢ inhibitoréw amplifikacji

161



w mieszaninie reakcyjnej. W przypadku tych dwoéch bialek zaobserwowano zalezno$é
zachodzenia reakcji amplifikacji DNA od stosunku iloSci fuzyjnej polimerazy do
dodanego biatka gp32. Prawdopodobna jest podwdjna rola polimerazy w reakcji,
tj. synteza DNA 1 wigzanie ssDNA (przejecie funkcji biatka SSB) [40, 92].
Jednak obecno$¢ wolnego biatka gp32 jest kluczowa dla zajScia reakcji amplifikacji
katalizowanej przez te warianty. Dodatkowo zauwazono, ze HGLB oraz BLGH
prowadza reakcje amplifikacji wolniej niz pozostale badane warianty polimerazy Bsu —
30 minutowa amplifikacja to minimalny czas potrzebny do zaobserwowania produktu
reakcji na zelu, a optymalny czas to az 90 minut. Nie bez znaczenia jest koniec
polimerazy, do ktérego dotaczono biatko gp32. Fuzja na N-koncu pozwolita na
25-krotny wzrost odpornoSci na heparyne, podczas gdy fuzja na C-korcu skutkowata
2,5-krotnym wzrostem odporno$ci na ten inhibitor oraz dodatkowo 4-krotnym wzrostem
odpornoSci na obecno$¢ kwasu humusowego. Wzrost tolerancji na obecnos$¢ inhibitoréw
amplifikacji dzieki zastosowaniu fuzji zostal wczeSniej opisany dla polimerazy Taq
Stoftel z NeqSSB oraz Taq Stoffel z domeng DBD z Pyrococcus furiosus [130, 133].

Potaczeniem  przedyskutowanych wczesniej fuzji z gp32 1 NeqSSB sa
polimerazy GLBLNgsgH (gp32-facznik-Bsu-tacznik-NeqSSB-6xHis) i NgsgLBLGH
(NeqSSB-tacznik-Bsu-tacznik-gp32-6xHis) posiadajace  dwoch  partneréw  fuzyjnych.
WtasciwosSci obu polimeraz nie s3 zaskakujgce, analizujac wyniki widaé wplyw
obu podstawnikow — NgsgLBLGH miata ponad 2,5-krotnie nizsza aktywnoS¢ niz
GLBLNgsgH, na co wplyw miata prawdopodobnie fuzja biatka NeqSSB na N-koricu
polimerazy. Obie polimerazy zyskaly zdolno§¢ wigzania ssDNA, tak jak w przypadku
wariantéw fuzji z biatkiem gp32. Biatko GLBLNgsgH w testach optymalizacji reakcji
izotermiczne] nie przeprowadzato amplifikacji, co pokrywa si¢ z wynikami dla biatka
BLNgsgH. W zwigzku z tym uzasadnionym wydaje si¢ wnioskowanie, ze biatko
NeqSSB w fuzji z C-koricem polimerazy Bsu powoduje zahamowanie amplifikacji
DNA. Natomiast biatkko NgsgLBLGH, tak jak pozostale warianty z biatkiem gp32,
potrzebuje optymalnie az 90 min na przeprowadzenie reakcji. Zakresy tolerancji na
obecno$¢ inhibitoréw amplifikacji réwniez potwierdzaja wplyw obu podstawnikow.
Polimeraza NgggLBLGH wykazuje obnizong tolerancj¢ na obecno$¢ heparyny (tak jak
polimeraza HNggpLLB) 1 nieznacznie podniesiona na obecnoS¢ laktoferyny (tak jak

polimeraza BLGH). Dodatkowo tolerancja na kwas humusowy zostala podwyzszona
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wzgledem NggpLB, ale obnizona wzgledem BLGH. Zastosowanie dwoéch réznych
podstawnikéw jasno wykazatlo, ze miejsce fuzji oraz rodzaj podstawnika maja
kluczowe znaczenie na finalne wilasciwoSci polimerazy.

Ostatnie uzyskane enzymy fuzyjne to polimerazy =z biatkiem Neql50 -
BLNi50H (Bsu-fgcznik-Neq150-6xHis) 1 BpLNj5;0H (Bsu large-tacznik-Neql150-6xHis).
Obydwa warianty maja zblizong aktywno$¢ i1 zwigkszong efektywno$¢ amplifikacji,
czyli obnizong niezbedng iloS¢ polimerazy jaka trzeba uzy¢, aby reakcja zaszla.
Dla polimerazy BLN;50H ten parametr zostal poprawiony 2-krotnie, natomiast dla
BrLN50H az 125-krotnie. Wzrost efektywnosci amplifikacji, dzieki zastosowaniu fuzji
zostal wczesniej opisany dla polimeraz Taq Stoffel z NeqSSB 1 Pwo z NeqSSB
[130, 131]. Dodatkowo wariant ByLN;50H az 3-krotnie zwigkszyl odpornos¢ na wplyw
podwyzszonej temperatury (55°C). Badania polimerazy BLN;;0H wykazaly utrate jej
aktywnoSci w czasie przechowywania. Wyjasnienie tego faktu wymaga przeprowadzenia
dodatkowych eksperymentdw polegajacych na sprawdzeniu aktywnosci biatka w reakcji
kontrolnej w wybranych punktach czasowych i1 jednoczesnym sprawdzaniu, za pomocg
elektroforezy w warunkach denaturujacych degradacji biatka. Badanie wptywu obecnosci
inhibitor6w w mieszaninie reakcyjnej dla obu biatek wykazato znaczny spadek
tolerancji na obecno$¢ heparyny, mocznika 1 kwasu humusowego. Ze wzgledu
na znaczgce roéznice zaobserwowane dla polimerazy ByLN;;)H w optymalnych
warunkach, przeprowadzono dodatkowe testy zwickszajac iloS¢ polimerazy. Zalozono,
ze 1m wigksze stezenie polimerazy zostanie zastosowane, tym mniejsza bedzie
obserwowana inhibicja reakcji amplifikacji. Wyniki okazaly si¢ zaskakujace, poniewaz
przy 10-krotnym wzrodcie iloSci polimerazy (0,1 U) zaobserwowano wzrost tolerancji.
Natomiast zastosowanie 1 U polimerazy (100-krotny wzrost wzgledem warunkow
optymalnych) spowodowato powstanie zalezno$¢ zachodzenia reakcji od stosunku iloSci
polimerazy do iloSci inhibitora. W przypadku heparyny reakcja zachodzita w zakresie
62,5-5000 ng inhibitora, a dla kwasu humusowego reakcja zaszta tylko w obecnosci
1 pg tego inhibitora (Rysunek 69). Prawdopodobnie jest to spowodowane silnym
wigzaniem matrycy lub powstajagcych produktéw przez partnera fuzyjnego polimerazy,
dlatego zamiast specyficznego produktu na okreSlonej wysoko$ci widaé silny sygnat

w miejscu nakladania prébek na zel.
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Analiza wplywu partneréw fuzyjnych na polimeraze¢ Bsu wykazuje, ze biatka gp32
1 Neql50 poprawiaja znaczaco juz posiadane lub nadaja zupelnie nowe wlasciwosci
takiej fuzyjnej polimerazie, natomiast biatkko NeqSSB powoduje pogorszenie wihasciwosci
lub kompletng utrate aktywnoSci enzymatycznej fuzyjnej polimerazy. W przypadku
partnera gp32 wida¢ znaczng poprawe tolerancji na obecno$¢ inhibitoréw, a dla
Neql50 poprawe efektywnoSci amplifikacji. Poréwnanie fuzji polimerazy Bsu i Bsu
large pozwala réwniez wnioskowaé, ze fuzje biatka gp32 z polimeraza Bsu large
moga charakteryzowa¢ si¢ lepszymi wlasciwoSciami, analogicznie jak dla fuzji
z Neql50. Obiecujace wyniki fuzji biatka Neql50 pozwalaja sadzi¢, ze jest to biatko,
ktére w przyszioSci moze znalezé zastosowanie jako partner fuzyjny innych polimeraz.
Dodatkowo jednoczesne zastosowanie bialek gp32 1 Neql50 w fuzji z Bsu moze
zwigkszy¢ tolerancje polimerazy na inhibitory amplifikacji DNA oraz jej efektywnosc,
z czego najbardziej interesujacym wydaje si¢ zaprojektowanie 1 otrzymanie wariantu
z fuzja gp32 na N-koncu i Neql50 na C-koncu zar6wno dla polimerazy Bsu jak
i Bsu large.

Kolejnymi etapami zblizajacymi do praktycznego zastosowania otrzymanych
polimeraz jest ich zastosowanie w reakcji RPA, a nastepnie proba przeprowadzenia
amplifikacji izotermicznej wybranego fragmentu DNA bezpoSrednio z zastosowaniem
prébek klinicznych lub Srodowiskowych. Ze wzgledu na zaobserwowang wysoka
tolerancje na obecno$¢ inhibitoréw oraz efektywno$¢ prowadzonej reakcji otrzymane
polimerazy sa obiecujacymi kandydatami do opracowania testdw diagnostycznych
z reakcja RPA, tak jak zrobita to firma HOLOGIC dla reakcji TMA [101].
Podwyzszona tolerancja na obecno$¢ inhibitoréw sugeruje, iz takie polimerazy
nadawalyby si¢ do identyfikacji patogenéw bezposrednio w probkach klinicznych,
z pomini¢ciem etapu izolacji DNA [98, 99, 100].

Podsumuwujac, wyniki niniejszej rozprawy dostarczajg nowych informacji na
temat tworzenia fuzyjnych polimeraz DNA do izotermicznej amplifikacji DNA.
Zaproponowany sposOb otrzymywania wariantow polimeraz Phi29 okazal si¢
nieskuteczny, doprowadzajagc do powstania biatek niewykazujacych aktywnoSci
enzymatycznej. Natomiast sprawdzil si¢ on w kontekScie uzyskania funkcjonalnych
wariantow polimerazy Bsu. Fuzje obejmujace petna sekwencje polimerazy Bsu

umozliwily prowadzenie reakcji izotermicznej amplifikacji z wykorzystaniem biatka
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gp32, co nie bylo mozliwe w przypadku wariantéw referencyjnych obejmujacych
jedynie pelna sekwencje enzymu. Jednocze$nie wykazano, ze wplyw partnerow
fuzyjnych rézni si¢ w zaleznoSci od zastosowanego biatka oraz miejsca fuzji.
Biatko NeqSSB nie sprawdzito si¢ jako partner fuzyjny, poniewaz znaczaco
pogarszalo wlaSciwosci polimerazy. Z kolei biatka gp32 i Neql50 okazaly si¢ bardzo
obiecujace poprawiajac okreSlone parametry enzymu. Biatko gp32 pozytywnie wplyneto
na poszerzenie zakresu tolerancji polimeraz na obecno$¢ wybranych inhibitoréw
reakcji, natomiast bialko Neql50 zwigkszylo efektywno$¢ polimeraz, a w fuzji
z duza podjednostka polimerazy zwickszylo réwniez jej stabilno§¢ w podwyzszonej
temperaturze. Wykorzystanie istniejacych oraz tworzenie nowych wariantéw fuzyjnych
polimerazy Bsu o poprawionych wlasciwoSciach moze sta¢ si¢ podstawg do tworzenia
nowych testow diagnostyczny, opartych o reakcje amplifikacji izotermicznej RPA.
Wyniki uzyskane dla polimeraz fuzyjnych Bsu z bialkami gp32 oraz Neql50 stanowily

podstawe do ztozonych dwoéch wnioskéw patentowych [164, 165].
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Rozdzial 7

Podsumowanie

Przeprowadzone badania pozwolily na otrzymanie 28 konstruktow genetycznych,
ktére umozliwily nadprodukowanie w bakteryjnym systemie ekspresyjnym 26 bialek,
przy czym 25 z nich oczyszczono, 12 wykazalo aktywnoS$¢ enzymatyczng. Jednak
tylko 8 z nich amplifikowalo DNA w reakcji amplifikacji izotermicznej DNA opartej
o biatko gp32. Analiza otrzymanych wynikéw wykazala, ze:

1) przyjety sposéb otrzymywania biatek Phi29 jest nieskuteczny 1 nalezy go
zmodyfikowad,

2) dotaczenie partnera fuzyjnego do polimerazy Bsu umozliwia przeprowadzenie
reakcji amplifikacji izotermicznej DNA opartej o biatko gp32, ktérej nie
przeprowadza enzym niezmodyfikowany,

3) biatko NeqSSB jako partner fuzyjny nie wplywa lub wplywa negatywnie na
wlasciwosci 1 aktywnoS$¢ polimerazy Bsu,

4) biatko gp32 jako partner fuzyjny zwigksza tolerancje polimerazy Bsu na obecnos¢
inhibitoréw,

5) biatko Neql50 jako partner fuzyjny zwicksza efektywnoS¢ polimerazy Bsu i1 Bsu
large,

6) biatko Neql50 jako partner fuzyjny zwigksza stabilno§¢ w 55°C polimerazy Bsu
large,

7) fuzja polimerazy Bsu z biatkiem Neql50 spowodowala utrat¢ aktywnoSci podczas

przechowywania.
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Wykaz skrotow

e 3SR (ang. Self-Sustained Sequence Replication) — samopodtrzymujaca si¢ replikacja
sekwencji

e APS (ang. Amonium Persulfate) — nadsiarczan amonu

e B — polimeraza Bsu

e By, — duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large)

e By, NEB - duza podjednostka polimerazy Bsu firmy New England Biolabs

e Bst — polimeraza DNA z Bacillus stearothermophilus

e Bsu — polimeraza I DNA z Bacillus subtilis

e C2CA (ang. Circle-to-Circle Amplification) reakcja RCA cyklicznie powielajaca
koliste matryce

e CRISDA (ang. CRISPR—Cas9-Triggered Strand Displacement Amplification)
— Amplifikacja z przemieszczeniem nici wyzwalana przez CRISPR-Cas9

e cDNA (ang. complementary DNA) — komplementarne DNA

e dATP (ang. Deoxyadenosine triphosphate) — deoksytrifosforan adenozyny

e dCTP (ang. Deoxycytidine triphosphate) — deoksytrifosforan cytozyny

e DEPC (ang. Diethyl Pyrocarbonate) — piroweglan dietylu

e dGTP (ang. Deoxyguanosine triphosphate) — deoksytrifosforan guanidyny

e DBD - domena ligazy z Pyrococcus furiosus wiazaca dsDNA

e Dbh - polimeraza DNA z Sulfolobus acidocaldarius

e DBP (ang. DNA Binding Protein) — bialka wigzace DNA

e ddPCR (ang. Droplet Digital PCR) — cyfrowy PCR w kropli

e DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

e DNA (ang. Deoxyribonucleic Acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

169



dNTP (ang. Deoxynucleotides) — deoksynukleotydy

DRBP (ang. DNA and RNA Binding Protein) — bialka wigzace DNA 1 RNA
DSB (ang. Double-Stranded DNA binding protein) — biatka wiazace dsDNA
dsDNA (ang. double stranded Deoxyribonucleic Acid) — podwOjna ni¢ kwasu
deoksyrybonukleinowego

dT76 — oligonukleotyd znakowany fluorescencyjnie skladajacy si¢ z 76
deoksytrifosforanéw tymidyny

DTT (ang. Dithiothreitol) — ditiotreitol

dTTP (ang. Thymidine triphosphate) — deoksytrifosforan tymidyny

EDTA (ang. Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, Sodium Salt) — so6l sodowa
kwasu etylenodiaminotetraoctowego

EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay) — badanie przesuni¢cia
ruchliwosci elektroforetycznej

EtBr (ang. Etidium Bromide) — bromek etydyny

EXPAR (ang. Exponential Amplification Reaction) — wykladnicza reakcja
amplifikacji

FADH; (ang. Flavin Adenine Dinucleotide (reduced form)) — zredukowany
dinukleotyd flawinoadeninowy

FR - reduktaza flawinowa

G - biatko gp32

GDH - dehydrogenaza glukozowa

H - znacznik His-tag

HDA (ang. Helicase-Dependent Amplification) — helikazo-zalezna amplifikacja
HIP (ang. Helix Initiated Primer Amplification) — amplifikacja inicjowana starterem
helikalnym

IPTG (ang. Isopropyl [3-d-1-thiogalactopyranoside) - izopropylo
[3-d-1-tiogalaktopiranozyd

kDa - kilo dalton

KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

L - tacznik

LA — pozywka luria broth agar
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LAMP (ang. Loop-Mediated Isothermal Amplification) — petlowo-zalezna
izotermiczna amplifikacja

LB - pozywka luria broth

MBP (ang. Maltose Binding Protein) — bialko wiazace maltoze

MDA (ang. Multiple Displacement Amplification) — wielokrotna amplifikacja
Z przemieszczeniem nici

MCE - mieszanina estrow celulozy

mRNA (ang. messenger RNA) — informacyjny RNA

Ngsgp — biatkko NeqSSB

Ni50 — biatko Neql50

NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide (reduced form)) — zredukowany
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NASBA (ang. Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) — sekwencyjna
amplifikacja kwaséw nukleinowych oparta na sekwencji

NBP (ang. Nucleic acid Binding Protein) — bialka wigzace kwasy nukleinowe
NeqSSB - biatko SSB z Nanoarchaeum equitans

nt — ilo$¢ nukleotydow

P — polimeraza Phi29

PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — taficuchowa reakcja polimerazy

Pfu — polimeraza DNA z Pyrococcus furiosus

PG-RCA (ang. Primer Generation—Rolling Circle Amplification) — reakcja RCA
z generowaniem starterow

Phi29 - polimeraza z faga ®29

PPi (ang. Pyrophosphate) — pirofosforan

PSR (ang. Polymerase Spiral Reaction) — spiralna reakcja polimerazy

PVDF - poli(fluorek winylidenu)

Pwo — polimeraza DNA z Pyrococcus woesei

pz — iloS¢ par zasad

qPCR (ang. quantitative PCR) — iloSciowy PCR

gRT-PCR (ang. quantitative Reverse Transcription PCR — ilosciowy PCR
z odwrotng transkrypcja

RBP (ang. RNA Binding Protein) — bialka wigzace RNA
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RCA (ang. Rolling Circle Amplification) — amplifikacja toczacego si¢ kota
RNA (ang. Ribonucleic Acid) — kwas rybonukleinowy

RPA (ang. Recombinase Polymerase Amplification)

RPM (ang. Revolutions Per Minute) — obroty na minute

rRNA (ang. ribosomal RNA) - rybosomalny RNA

RTA (ang. Rolling Circle Transcription) — transkrypcja toczacego si¢ kola
RT-PCR (ang. Reverse Transcription PCR) — PCR z odwrotng transkrypcja
Sarkozyl — N-Laurylosarkozynian sodu

SB - pozywka Superbroth

SDA (ang. Strand Displacement Amplification) — amplifikacja z przemieszczeniem
nici

SDS (ang. Dodecyl Sodium Sulfate) — siarczan dodecylu sodu

SpFDH - halogenaza tryptofanu

SSB (ang. Single-Stranded DNA binding protein) — bialka wigzace dsDNA
SIBA (ang. Strand Invasion-Based Amplification) — amplifikacja oparta na inwazji
nici

SOC - pozywka super optimal catabolite repression

ssDNA (ang. single stranded deoxyribonucleic acid) — pojedyncza ni¢ kwasu
deoksyrybonukleinowego

Sso7d — biatko DSB z Sulfolobus solfataricus

SsoSSB — biatko SSB z Sulfolobus solfataricus

Taq — polimeraza DNA z Thermus aquaticus

Taq Stoffel - polimeraza DNA z  Thermus aquaticus bez domeny
egzonukleolitycznej 5°—3’

TE - bufor Tris-EDTA

TEMED (ang. N,N,N’,N’-Tetramethyl ethylenediamine) — N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina
TMA (ang. Transcription-Mediated Amplification) — transkrypcyjnie wspomagana
amplifikacja

Tris — trihydroksymetyloaminometan

tRNA (ang. transfer RNA) — transportujacy RNA

Tzi — polimeraza DNA z Thermococcus zillgi

UDP (ang. Uridine Diphosphate) — Difosforan urydyny
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Zalaczniki

A. Sekwencje aminokwasowe

A.1. Polimeraza Bsu

GTERKKLVLVDGNSLAYRAFFALPLLSNDKGVHTNAVYGFAMILMKMLEDEKPTHMLVAFDAGKTTFRHGTFK
EYKGGRQKTPPELSEQMPFIRELLDAYQISRYELEQYEADDIIGTLAKSAEKDGFEVKVFSGDKDLTQLATDK
TTVAITRKGITDVEFYTPEHVKEKYGLTPEQIIDMKGLMGDSSDNIPGVPGVGEKTAIKLLKQFDSVEKLLES
IDEVSGKKLKEKLEEFKDQALMSKELATIMTDAPIEVSVSGLEY(GFNREQVIAIFKDLGFNTLLERLGEDSA
EAEQDQSLEDINVKTVTDVTSDILVSPSAFVVEQIGDNYHEEPILGFSIVNETGAYFIPKDIAVESEVFKEWV
ENDEQKKWVFDSKRAVVALRWQGIELKGAEFDTLLAAYIINPGNSYDDVASVAKDYGLHIVSSDESVYGKGAK
RAVPSEDVLSEHLGRKALAIQSLREKLVQELENNDQLELFEELEMPLALILGEMESTGVKVDVDRLKRMGEEL

GAKLKEYEEKTHEIAGEPFNINSPKQLGVILFEKIGLPVVKKTKTGYSTSADVLEKLADKHDIVDYILQYRQI
GKLQSTYIEGLLKVTRPDSHKVHTRFNQALTQTGRLSSTDPNLONIPIRLEEGRKIRQAFVPSEKDWLIFAAD
YSQIELRVLAHISKDENLIEAFTNDMDIHTKTAMDVFHVAKDEVTSAMRRQAKAVNFGIVYGISDYGLSQNLG
ITRKEAGAFIDRYLESFQGVKAYMEDSVQEAKQKGYVTTLMHRRRYIPELTSRNFNIRSFAERTAMNTPIQGS
AADITKKAMIDMAAKLKEKQLKARLLLQVHDELIFEAPKEEIEILEKLVPEVMEHALALDVPLKVDFASGPSW
YDAK
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A.2. Duza podjednostka polimerazy Bsu (Bsu large)

QSLEDINVKTVTDVTSDILVSPSAFVVEQIGDNYHEEPILGFSIVNETGAYFIPKDIAVESEVFKEWVENDEQ
KKWVFDSKRAVVALRWQGIELKGAEFDTLLAAYIINPGNSYDDVASVAKDYGLHIVSSDESVYGKGAKRAVPS
EDVLSEHLGRKALAIQSLREKLVQELENNDQLELFEELEMPLALILGEMESTGVKVDVDRLKRMGEELGAKLK

EYEEKIHETAGEPFNINSPKQLGVILFEKIGLPVVKKTKTGYSTSADVLEKLADKHDIVDYILQYRQIGKLQS
TYIEGLLKVTRPDSHKVHTRFNQALTQTGRLSSTDPNLONIPIRLEEGRKIRQAFVPSEKDWLIFAADYSQIE
LRVLAHISKDENLIEAFTNDMDIHTKTAMDVFHVAKDEVTSAMRRQAKAVNFGIVYGISDYGLSQNLGITRKE
AGAFIDRYLESFQGVKAYMEDSVQEAKQKGYVTTLMHRRRYIPELTSRNFNIRSFAERTAMNTPIQGSAADII
KKAMIDMAAKLKEKQLKARLLLQVHDELIFEAPKEEIEILEKLVPEVMEHALALDVPLKVDFASGPSWYDAK

A.3. Polimeraza Phi29

KHMPRKMYSCDFETTTKVEDCRVWAYGYMNIEDHSEYKIGNSLDEFMAWVLKVQADLYFHNLKFDGAFIINWL
ERNGFKWSADGLPNTYNTIISRMGQWYMIDICLGYKGKRKIHTVIYDSLKKLPFPVKKIAKDFKLTVLKGDID
YHKERPVGYKITPEEYAYIKNDIQITAERLLIQFKQGLDRMTAGSDSLKGFKDIITTKKFKKVFPTLSLGLDK
EVRYAYRGGFTWLNDRFKEKEIGEGMVFDVNSLYPAQMYSRLLPYGEPIVFEGKYVWDEDYPLHIQHIRCEFE
LKEGYIPTIQIKRSRFYKGNEYLKSSGGEIADLWLSNVDLELMKEHYDLYNVEYISGLKFKATTGLFKDFIDK
WTYIKTTSEGAIKQOLAKLMLNSLYGKFASNPDVTGKVPYLKENGALGFRLGEEETKDPVYTPMGVFITAWARY
TTITAAQACYDRIIYCDTDSIHLTGTEIPDVIKDIVDPKKLGYWAHESTFKRVKYLRQKTYIQDIYMKEVDGK
LVEGSPDDYTDIKFSVKCAGMTDKIKKEVTFENFKVGFSRKMKPKPVQVPGGVVLVDDTFTIK

A 4. Biatko gp32

FKRKSTAELAAQMAKLNGNKGFSSEDKGEWKLKLDNAGNGQAVIRFLPSKNDEQAPFAILVNHGFKKNGKWYI
ETCSSTHGDYDSCPVCQYISKNDLYNTDNKEYSLVKRKTSYWANILVVKDPAAPENEGKVFKYRFGKKIWDKI
NAMIAVDVEMGETPVDVTCPWEGANFVLKVKQVSGFSNYDESKFLNQSAIPNIDDESFQKELFEQMVDLSEMT
SKDKFKSFEELNTKFGQVMGTAVMGGAAATAAKKADKVADDLDAFNVDDFNTKTEDDFMSSSSGSSSSADDTD
LDDLLNDL

A.5. Bialko NeqSSB

DEEELIQLITEKTGKSREEIEKMVEEKIKAFNNLISRRGALLLVAKKLGVLYKNTPKEKKIGELESWEYVKVK
GKILKSFGLISYSKGKFQPIILGDETGTIKAIIWNTDKELPENTVIEAIGKTKINKKTGNLELHIDSYKILES
DLEIKPQKQEFVGICIVKYPKKQTQKGTIVSKAILTSLDRELPVVYFNDFDWEIGHIYKVYGKLKKNIKTGKI
EFFADKVEEATLKDLKAFKGEAD
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A.6. Biatko Neql150

DLEEIRKKKLEELKKEEAKRKLLEQLESNVMQYLTSEAKQRLYNIKMAHPEKYELALQILYRVIQQTPTIIDD
TTLKKLLAKLFQKREPKIRFIRK

A.7. Lacznik

GSGGVD

A.8. Znacznik His-tag

HHHHHH
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