BMEf  Program Gama A

Teplotné citlivy DNA aptamer blokujici enzymatickou aktivitu Twa DNA
polymerazy

Polymerdzova retézova reakce (PCR) je zdakladni metodou vradé odvétvi molekularni genetiky a
diagnostiky, stejné jako dulezZity nastroj pro klonovani gen( a jejich analyzu. Tag DNA polymeraza
izolovana z Thermus aquaticus je nejcastéji pouZzivanym enzymem pro diagnostiku zaloZzenou na PCR.
Tento enzym vsak nema ,proofreading” aktivitu, a neni tedy vhodny pro klonovani gend a amplifikace
dlouhych DNA fragmentld. K feSeni tohoto problému jsme nedavno izolovali z Thermococcus
waiotapuensis teplotné rezistentni enzym, Twa DNA polymerdzu, kterd mda “proofreading” aktivitu,
zavislou na 3’-5’ exonukledzové aktivité, a je schopna amplifikovat delsi fragmenty DNA neZ Tag DNA
polymeraza. Ackoliv teplotné rezistentni DNA polymerazy maji maximalni enzymatickou aktivitu pfi
teploté kolem 70°C, sniZzena enzymaticka aktivita je pozorovana i pfi pokojové teploté. Za laboratorni
teploty mohou oligonukleotidové primery nasedat na templatovou DNA nespecificky, a tim muze
dochazet k tvorbé nezadoucich nespecifickych DNA amplikonl generovanych béhem PCR. Pro eliminaci
tvorby nespecifickych DNA fragment( byla navrzena tzv. “hot-start” PCR, ve které je enzymaticka aktivita
DNA polymeraz pfi teploté nizsi nez 50°C blokovdna chemickou modifikaci nebo pomoci protilatek, jez
jsou specifické pro aktivni misto enzymu. P¥i vyssi teploté, kterd je dosazena v prvnim denaturacnim kroku
PCR (obvykle pti 94°C), dochazi k eliminaci inhibi¢niho efektu inhibitord. Tyto strategie “hot-start” PCR
maiji urcitou nevyhodu spocivajici v tom, Ze snizuji aktivitu enzymu, anebo jsou ireverzibilni. Alternativni
metodou pro “hot-start” PCR je pouZiti DNA aptameru, které, podobné jako protilatky, se vaZzou na enzym
a inhibuji jeho aktivitu pfi nizké teploté. Na rozdil od protilatek a chemickych modifikaci je inhibice
enzymatické aktivity DNA aptamery reverzibilni a obvykle bez vlivu na enzymatickou aktivitu polymeraz.
Doposud nebyl k dispozici DNA aptamer, ktery by blokoval enzymatickou aktivitu Twa DNA polymerazy.

V tomto projektu jsme vyuzili modifikovanou metodu SELEX (z angl. Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) a nalezli sekvence DNA aptameru, ktery je schopen inhibovat enzymatickou
aktivitu Twa DNA polymerazy pfi teploté nizsi nez 50°C (Obr. 1).
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] Obr. 1. Inhibi¢ni efekt anti-Twa DNA aptameru
na enzymatickou aktivitu Twa DNA polymerazy
pfi rdznych teplotdch. Enzymatickd aktivita
Twa DNA polymerdazy byla urCena v testu, ve
kterém je méFena inkorporace 32P-ATP do
lososi genomové DNA v pfitomnosti 0,2 mM
dNTP a 0,05 U Twa DNA polymerazy v pufru
pro Twa DNA polymerdzu. Inkorporovana
radioaktivita byla méfena po 30 min inkubaci
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Dalsi studia ukdazala, Ze pokud byla PCR reakéni smés obsahujici primery, templat a Twa polymerazu
inkubovana 30 min pred PCR pfi teploté 23°C, anti-Twa DNA aptamer v koncentraci 3-12 nM zabranil
tvorbé nespecifickych DNA amplikont (Obr. 2).
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Obr. 2. Vliv riiznych koncentraci anti-Twa DNA aptameru na PCR s Twa DNA polymerazou. Fragment mysi genomové
DNA (864 bp) byl amplifikovan v PCR pomoci Twa DNA polymerazy bez nebo s riznymi koncentracemi anti-Twa DNA
aptameru. Pro PCR reakéni smés (0,2 mM dNTP, 1 U Twa DNA polymerdzy, 0,5 uM predniho a zadniho primeru v
pufru pro Twa DNA polymerdazu) byla pripravena a inkubovana 30 min pfi 23°C pred prenosem do T100 termalniho
cykleru (BioRad). Cyklovaci podminky byly nasledujici: pocatecni denaturace pfi 94°C 1 min nasledovana 40 cykly
denaturace pfi 95 °C po 15 s, nasedani primer( pfi 55 °C po 15 s a elongace pfi 72°C po 45 s. PCR amplikony byly
frakcionovany elektroforézou v 1% agarézovém gelu a barveny ethidium bromidem. V PCR smési dopInéné anti-Twa
DNA aptamery v koncentraci 3 - 12 nM byly produkovany predevsim specifické DNA amplikony (864 bp; pozice
vyznacena Sipkou). V nepfitomnosti aptameru byla zvysena amplifikace nespecifickych amplikon(.

Zavér: Vysledky ukazuji, Ze anti-Twa DNA aptamer inhibuje Twa DNA polymerazu a je vyuZitelny pro hot-
start PCR s Twa DNA polymerazou.

V pripadé zajmu o dalsi informace k vysledkiim tohoto projektu nebo o zakoupeni neexkluzivni licence
na pripravu anti-Twa inhibi¢niho aptameru se obracejte na Centrum pro transfer technologii, UMG AV
CR, Videriskd 1083, 14220 Praha 4, Tel. 420-241 063 227 nebo 420-602 892 876, e-mail: ctt@img.cas.cz




