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Hybridni Twa DNA polymeraza se zvySenou enzymatickou aktivitou

Na Ustavu molekuldrni genetiky AV CR v.v.i. byla pFipravena “high-fidelity” DNA polymeréza z Thermococcus
waiotapuensis (Twa), kterd viak vykazovala nizsi procesni icinnost v PCR nez nékteré jiné komeréné dostupné “high
fidelity” DNA polymerazy. Pro zvyeni uZitnych vlastnosti Twa polymerdzy byla v rdmci programu TACR gama
pfipravena hybridni polymerdza (Twa-S) a optimalizovany reakéni pufr ve kterém novy enzym vykazoval vyssi
rezistenci k relativné vysokym koncentracim (NHs)2SO4 (Obr. 1) a KCI (Obr. 2). Ve srovnani s nemodifikovanou Twa
nebo Phusion DNA polymerazou, se Twa-S polymeraza vyznacovala schopnosti amplifikovat delSi fragmenty DNA
(Obr. 3 a 4). VSechny 3 polymerazy pfitom vykazovaly srovnatelnou “proof-reading” aktivitu, kterd byla pfiblizné 50
X vy$si nez u Tag DNA polymerazy.
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Obr. 1. ZvySenda odolnost Twa-S polymerazy k relativné vysokym koncentracim (NH4)2SOa. S vyuZitim Twa nebo
Twa-S polymeraz byl amplifikovan 2 kb isek A DNA v pfitomnosti rliznych koncentraci (NH4)2504. PCR amplikony byly
analyzovany v agarézovém gelu v pfritomnosti ethidium bromidu. M, DNA marker. Vysledky ukazuji, Zze amplifikace
s vyuZitim Twa-S polymerdzy probihd v pfitomnosti 60 mM (NH4)2S04, kdezto amplifikace Twa je inhibovdna jiz pfi
12 mM (NH4)2SOa.
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Obr. 2. ZvySena odolnost Twa-S polymerazy k relativné vysokym koncentracim KCI. S vyuZitim Twa nebo Twa-S
polymerdz byl amplifikovan 2 kb usek A DNA v pfitomnosti rliznych koncentraci KCI. PCR amplikony byly analyzovany
v agar6zovém gelu v pfitomnosti ethidium bromidu. M, DNA marker. Vysledky ukazuji, Ze amplifikace s vyuzitim Twa-
S polymerazy probiha v ptritomnosti 200 mM KCI, kdezto amplifikace Twa je inhibovana jiz pfi 60 mM KCI.
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Obr. 4. Schopnost Twa-S polymerazy amplifikovat fragmenty DNA aZ do velikosti 15 Twa-S
kb. Twa-S polymerdza byla vyuZita pro amplifikaci 12 a 15 kb usekl A DNA v
optimalizovaném reakénim pufru a za optimalizovanych reakcénich podminek.

Polymerizace trvala 8 min v kazdém cyklu. PCR amplikony byly analyzovany jak 12 15 M kb
uvedeno v popisu Obr. 1. [rrep—
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Zavér: Vysledky ukazuji, Ze Twa-S polymeraza v kombinaci s optimalizovanym reakénim pufrem ma nové uzitkové
vlastnosti, které ji preduréuji pro amplifikaci delSich DNA fragmentd uréenych pro klonovani.

V ptipadé zajmu o dalsi informace k vysledklim tohoto projektu a pfipadné zakoupeni neexklusivni licence na plasmid
kodujici tuto polymerdzu se obracejte na Centrum pro Transfer Technologii, UMG AVCR, Videriska 1083, 14220
Praha 4, Tel. (420-241 063 227 nebo 420-602 892 876).




