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Tytul rozprawy:
Identyfikacja i charakterystyka aptameru DNA wigzacego metkg lizylowa —

zastosowanie w chromatografii powinowactwa biatek rekombinowanych.

Streszczenie:

Do pozyskiwania czystych preparatow  biatkowych wykorzystuje si¢ metody takie jak
chromatografia jonowymienna, odzialywan hydrofobowych czy powinowactwa. Najwigkszg
specyficznoscig charakteryzuje si¢ ostatni z wyzej wymienionych typéw chromatografii
adsorpcyjnej polegajacej na specyficznym oddziatywaniu dwéch czgsteczek — ligandu
unieruchomionego na ztozu oraz analitu obecnego w mieszaninie biatek. Ze wzgledu na swe
wiasciwoscei chromatografia powinowactwa pozwala na uproszczenie procedury pozyskiwania
wybranego bialka z mozliwoscig zachowania jego biologicznej aktywnosci. W metodzie tej
powszechnie stosuje sie tzw. metki peptydowe lub biatkowe, ktore sprzggane sg z biatkami
rekombinowanymi docelowo poddawanymi procesowi oczyszczania. Dotychczas opracowano
kilka uktadéw ligand/ analit przyktadowo jony Ni** /metka histydylowa (His-Tag) czy tez
glutation/ transferaza glutationowa-S (GST). Rozwoj metod biologii molekularnej umozliwia
produkeje coraz wigkszej liczby réznorodnych biatek. Jednak uzyskanie czystych preparatow
tych biatek nie zawsze jest mozliwe przy zastosowaniu dostepnych obecnie systemow
chromatografii powinowactwa. W zwigzku z powyzszym jedng z drég dalszego rozwoju tej
metody jest poszukiwanie nowych uktadow ligand/metka.

Do wigzania metek peptydowych wykorzystywane mogg by¢ m.in. aptamery, czyli krotkie
czasteczki DNA albo RNA, ktérych dhugos¢ zazwyczaj wynosi od 40 do 120 nukleotyddw.
Przybierajg one charakterystyczng strukture drugo- i trzeciorzedowa, ktéra umozliwia im
wigzanie substancji drobnoczasteczkowych (w tym jondw metali), peptydéw, biatek, a nawet
catych komoérek. Aptamery wykorzystywane sg w wielu obszarach nauki, mi¢dzy innymi do
tworzenia biosensoréw, czasteczek terapeutycznych czy obrazowania.

Jedng z metek peptydowych wykorzystywanych do oczyszczania bialek rekombinowanych jest
peptyd lizylowy. Znalazl on zastosowanie w chromatografii jonowymiennej, jednak to tej pory
nie opracowano ukladu ligand/ analit z zastosowaniem tej metki. Lizyna jest aminokwasem
polarnym o tadunku dodatnim w pH neutralnym, dlatego moze oddziatywaé z innymi
czgsteczkami o ujemnym tadunku np. DNA. Do atutéw te] metki mozna zaliczyé mozliwogé
poprawy stabilnosci bialek, czy fakt ze metke tg z tatwoscig mozna odcigé za pomocg
karboksypeptydazy C. Co wiccej polipeptyd lizylowy moze by¢ wykorzystywany jako czynnik:
antybakteryjny, wspomagajgcy przechodzenie peptydéw przez blong komérkows czy
wspomagajacy adhezje komoérek i tkanek do tworzyw takich jak szkto czy plastik.

Celem zrealizowanej pracy doktorskiej bylo opracowanie nowego ukfadu chromatografii
powinowactwa, opartego na oddziatywaniu aptamer DNA/ metka lizylowa, przeznaczonego do



oczyszczania biatek rekombinowanych. W tym celu w pierwszym etapie badan
przeprowadzono selekcje aptamerdw rozpoznajgcych metke lizylowa przy pomocy metody
SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) oraz przy uzyciu
dwoch bibliotek ssDNA (ang. single-strand DNA, pojedyncza nié DNA). Przy uzyciu techniki
ilosciowego PCR (qPCR) z kazdej biblioteki wyznaczono pule aptameréw o najwiekszym
powinowactwie do peptydu lizylowego, a nastepnie Jje zsekwencjonowano. Z otrzymanych
sekwencji wylonione zostaly te, ktore wykazywaly najwyzszy poziom wigzania do metki
lizylowej. Zidentyfikowane czgsteczki nazwano aptamerami B7 oraz MI3. Wykazano, ze
obydwie czasteczki z wysokim powinowactwem wigza biatka sprzegnigte z metka fuzyjna,
natomiast nie wiazg biatka bez metki. W nast¢pnym etapie badan okreslono minimalng dtugosé
metki lizylowej, ktéra wyniosta § lizyn (5K). Skracanie wyjsciowych czgsteczek od korica 5°
lub 3* pozwolito ustali¢ sekwencje wyselekcjonowanych aptamerdw niezbedng do wigzania
metki. Ostateczne formy aptamerow B7 i M13 nazwano odpowiednio BSK oraz MSK.
Nastepnie dla obydwu aptamerdw zoptymalizowano bufor wigzacy wykazujac, ze do wigzania
metki SK niezbedna jest obecnos¢ jonéw potasu. Przeprowadzono charakterystyke struktury
drugorzedowej badanych aptamerow technikg dichroizmu kotowego, potwierdzajac tym
samym, iz jest ona zalezna od obecnodci jondw potasu. Wyznaczono statg dysocjacji dla
kompleksu aptamer B5K/metka lizylowa. Z uwagi na Znaczaco nizsze powinowactwo do metki
lizylowej aptameru M5K w porownaniu do aptameru B5K zostal on wykluczony z dalszych
badan. W kolejnym etapie badan ustalono sklad buforu umozliwiajacego elucje metki lizylowej
ze zloza ze zimmobilizowanym aptamerem BS5K. Wykazano, ze w celu destabilizacji
kompleksu aptamer B5K/ metka lizylowa nalezy usuna¢ z roztworu jony potasu i doda¢
200 mM chlorowodorek guanidyny.

Ostatecznie zademonstrowano, ze zloze chromatograficzne z immobilizowanym na
powierzchni aptamerem B5K moze by¢ uzyte do wielokrotnego oczyszczania biatek
rekombinowanych sprzegnietych z metkg lizylowg z ekstraktu biatkowego uzyskanego z
bakterii Escherichia coli. Dodatkowo wykazano, ze aptamer B5SK moze by¢ uzywany w
metodzie ELONA (ang. Enzym Linked OligoNucleotide Assay) jako narzedzie do detekcji
bialek zawierajacych metka lizylowsa.

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych do$wiadezen po raz pierwszy zidentyfikowano i
scharakteryzowano aptamer DNA specyficznie wigzacy metke sktadajacy si¢ z pieciu lizyn.
Wykazano, ze z powodzeniem moze by¢ on wykorzystany jako ligand w chromatografii
powinowactwa biatek z metka lizylows oraz narzedzie do detekcji takich biatek.
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