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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie fuzyjnej polimerazy DNA Bst-Nec do izotermalnego
powielania specyficznych sekwencji wirusa SARS CoV-2 w celu wykrywania RNA wirusa w badanej
probce. Jest rowniez mozliwe bezposrednie wykrywanie wirusa z wymazu bez koniecznosci izolaciji
RNA.

Polimerazy DNA to enzymy, ktore odgrywaja zasadniczg role w procesie replikacji i naprawie
DNA. Znalazty one szerokie zastosowanie w réznych dziedzinach nauki, z powodzeniem stosowane sa
w sekwencjonowaniu czy roznych wariantach reakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), gdzie
katalizujg proces syntezy DNA in vitro, ktory przebiega cyklicznie w $cisle okreslonych etapach termicz-
nych. Innym podej$ciem i coraz popularniejszym w ostatnich czasach jest wykorzystanie polimeraz DNA
w technikach izotermicznych do amplifikacji DNA, ktore nie opieraja sie na termocyklu, a reakcja pro-
wadzona jest w statej temperaturze wydtuzania. Do tej pory opracowano wiele takich technik stuzacych
powielaniu zaréwno DNA jak i RNA. Dobdr odpowiedniej polimerazy do danej techniki uzalezniony jest
gidwnie od jej wtasciwosci. Oprocz podstawowej wrasciwosci polimeryzacyjnej moga one posiadac zdol-
nosci do hydrolizy czasteczek DNA dzieki obecnosci domeny egzonukleolitycznej czy aktywnos¢ od-
wrotnej transkryptazy. Cechy te determinowane sg obecnoscig w ich budowie odpowiednich domen.
Podstawowe domeny jakie wystepuja u tych enzyméw to domena polimeryzacyjna oraz
3'-5' i 5'-3' egzonukleolityczna. Znane sg polimerazy, u ktorych delecja domeny egzonukleolitycznej
prowadzi do uzyskania funkcjonalnego biatka o czesciowo zmienionych cechach w stosunku do enzymu
natywnego. Wsrdd takich polimeraz najpopularniejsza jest polimeraz Tag wyizolowana z termofilne;
bakterii Thermus aquaticus, ktérej odkrycie catkowicie odmienito oblicze biologii molekularnej. Pozba-
wiona aktywnoséci 5'-3' egzonukleazy polimeraza TaqA289 charakteryzuje sie zwiekszong termostabil-
noscig, jednakze wymaga tez zwiekszonego zapotrzebowania na jony Mg?*, a nowopowstata ni¢ DNA
obdarzona jest mniejsza liczbg btedéw. Polimeraza, stosowang w technikach izotermicznej amplifikaciji
DNA jest polimeraz Bst, ktorej forma natywna posiadajgca nieaktywna domene 3'-5' egzonukleolityczna
oraz aktywna 5'-3' egzonukleolityczna, ktorej aktywnosé moze zosta¢ wytaczona za pomocg punktowe;
mutacji w pozycji 73 (Tyr’*>Phe’® and Tyr’*->Ala’). Polimeraza ta podobnie jak polimeraza Taq nalezy
do rodzina A, a wyizolowano ja z bakterii Bacillus stearothermophilus. Optymalna aktywnos¢ osiaga
w temperaturze ok. 60°C, a pozbawiona aktywnosci egzonukleazy posiada zdolno$c¢ zastepowania nici
(strand displacement activity), ktéra jest niezwykle przydatna w reakcji LAMP — Loop Mediated Isother-
mal Amplification. Polimeraza wykazuje zwiekszong tolerancje na inhibitory kliniczne czy $rodowiskowe
w poréwnaniu z innymi polimerazy z tej rodziny, jednak nadal, biorac pod uwage aplikacje tej polime-
razy, istotne jest poszukiwanie rozwigzan prowadzacych do poprawy gidwnie jej procesywnosci i od-
pornosci na inhibitory.

Biatko NegSSB nalezy do rodziny biatek SSB (ang. Single-Stranded DNA Binding protein). Biatka
SSB wykazuja roznorodnos¢ sekwenciji aminokwasowych oraz struktury. Mimo to wszystkie posiadaja
charakterystyczna, silnie zakonserwowang, ok. 100 — aminokwasowg domene oligonukleotydowa OB
(ang. Oligonucleotide/Qligosaccharide Binding Fold Domain). Wystepuje ona powszechnie u biatek po-
siadajacych zdolnosci wigzania ssDNA, determinuje, wiec ta podstawowa i wspdlng dla wszystkich bia-
tek SSB ceche — niespecyficzne wigzanie jednoniciowej nici DNA, a takze, odkryte znacznie p6zniej,
wigzanie RNA. Biatka SSB odgrywajg zasadnicza role w procesach scisle zwigzanych z ssDNA. Odgry-
wajg istotna role w replikacji, rekombinacji i naprawie DNA. Odpowiadaja za interakcje z jednoniciowym
DNA, zapobiegajg tworzeniu struktur drugorzedowych i chronia przed degradacyjnym dziataniem nu-
kleaz.

Odkrycie biatek SSB datuje sie na potowe lat 60-tych XX wieku. Pierwsze wykryte biatka to biatko
SSB faga T4 oraz E. coli. Odkryto wtedy ich silne wtasciwosci zwigzane z oddziatywaniem z ssDNA
oraz elucje biatka w ztozu ssDNA-celuloza w obecnosci wysokiego stezenia soli — 2 M NaCl. Zwrécono
réwniez uwage na bardzo wysoka selektywno$¢ tego biatka do jednoniciowego DNA. Potwierdzeniem
fundamentalnej roli biatek SSB w procesach zwigzanych z ssDNA jest fakt, iz wystepujg one u wszyst-
kich organizméw zywych, a takze u wirusow.

Wiazanie sie biatka SSB z ssDNA polega na upakowaniu aromatycznych reszt aminokwasowych
miedzy zasady w tahcuchu oligonukleotydowym. Ponadto dodatnio natadowane reszt aminokwasowych
oddziatujg ze szkieletem fosforanowym w czasteczce ssDNA.

Mimo przynaleznosci biatka NeqSSB do rodziny biatek SSB odbiega ono swoimi cechami od
klasycznych biatek SSB, stad okreslane jest jako biatko NeqSSB-podobne. Biatko to pochodzi
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z hipertermofilnego archeona Nanoarchaeum equitans, ktéry pasozytuje w craenarchaeonie Ignicoccus
hospitalis. Optymalne warunki wzrostu tego mikroorganizmu wymagaja $cisle beztlenowych warunkéw
i temperatury 90°C. Co ciekawe Nanoarchaeum equitans posiada najmniejszy znany genom sktadajacy
sie z 490,885 par zasad. W przeciwiehstwie do wiekszo$ci znanych organizmdéw o obnizonych geno-
mach, posiada petny zestaw enzymow bioracych udziat w replikacji, naprawie i rekombinacji DNA,
w tym biatko SSB.

W przedmiotowym wynalazku zostata uzyta polimeraza, ktéra zostata zmodfikowana poprzez do-
taczenie do natywnego enzymu biatka NeqSSB. Biatko to nalezy do rodziny biatek SSB (ang. Single-
Stranded DNA Binding protein).

Biatka SSB wykazuja réznorodnos¢ sekwencji aminokwasowych oraz struktury. Mimo to wszyst-
kie posiadajg charakterystyczng, silnie zakonserwowang, ok. 100 — aminokwasowg domene oligonu-
kleotydowa OB (ang. Oligonucleotide/Oligosaccharide Binding Fold Domain).

Wystepuje ona powszechnie u biatek posiadajacych zdolnosci wigzania ssDNA, determinuje,
wiec ta podstawowa i wspolng dla wszystkich biatek SSB ceche — niespecyficzne wigzanie jednonicio-
wej nici DNA. Biatka SSB odgrywaja zasadniczg role w procesach $cisle zwigzanych z ssDNA takich
jak replikacja, rekombinacja i naprawa DNA. Odpowiadajaca interakcje z jednoniciowym DNA, zapobie-
gaja tworzeniu struktur drugorzedowych i chronig przed degradacyjnym dziataniem nukleaz. Mimo przy-
naleznosci biatka NeqSSB do rodziny biatek SSB odbiega ono swoimi cechami od klasycznych biatek
SSB, stad okreslane jest jako biatko NeqSSB-podobne. Biatko to pochodzi z hipertermofilnego archeona
Nanoarchaeum equitans, ktory pasozytuje w craenarchaeonie Ignicoccus hospitalis. Optymalne warunki
wzrostu tego mikroorganizmu wymagaja scisle beztlenowych warunkéw i temperatury 90°C. Nanoar-
chaeum equitans posiada najmniejszy znany genom sktadajgcy sie z 490,885 par zasad. W przeciwien-
stwie do wiekszosci znanych organizmdéw o obnizonych genomach, posiada petny zestaw enzymoéw
bioracych udziat w replikacji, naprawie i rekombinacji DNA, w tym biatko SSB. Badania wskazujg na
nietypowe dla innych biatek SSB zdolnosci wigzania wszystkich form DNA (ssDNA, dsDNA) oraz mRNA
bez strukturalnych preferenciji. Ponadto biatko charakteryzuje sie wysoka termostabilnoscig. Czas pot-
trwania przy zachowaniu aktywnosci biologicznej wynosi 5 min w 100°C, natomiast temperatura topnie-
nia to 100,2°C. Fuzyjna polimeraza DNA NeqSSB-Bst otrzymana zostata poprzez potaczenie polime-
razy Bst z biatkiem NeqSSB na N-koncu polimerazy za pomocg 6-aminokwasowego linkera o sekwencji
aminokwasowej: Gly-Ser-Gly-Gly-Val-Asp. Analiza poréwnawcza wifasciwosci enzymu poddanemu
ochronie patentowej z referencyjna polimerazg DNA Bst dostepng komercyjnie wykazata, ze obecnos¢
dodatkowego biatka wiazgcego DNA ma pozytywny wptyw na cechy polimerazy DNA. Charakteryzuje
sie ona podwyZzszong termostabilnoscia, zwiekszona procesywnoscia, a takze zwiekszeniem toleranciji
na inhibitory takie jak heparyna, laktoferyna, czy kwas humusowy. Innowacyjna, fuzyjna polimeraza
DNA wykazuje rowniez zwiekszong czutosc¢ i specyficznos¢ reakcji co ma kluczowe znaczenie w dia-
gnostyce molekularne;.

Celem niniejszego wynalazku jest zastosowanie fuzyjnej polimerazy DNA Bst-Nec do wykrywania
wirusa bez koniecznosci izolacji RNA.

Przedmiotem wynalazku jest fuzyjna polimeraza DNA Bst-Nec do zastosowania do izotermalnego
powielania specyficznych sekwencji wirusa SARS CoV-2. Fuzyjna polimeraza wykrywa RNA wirusa
z prébki materiatu biologicznego bez izolacji RNA.

Okreslenia stosowane powyzej oraz w opisie i zastrzezeniach patentowych, maja nastepujace
znaczenie:

material biologiczny — oznacza probke materiatu uzyskang w postaci wymazu z nosa, noso-
gardzieli.

Opis figur i tabel:

Fig. 1 — przedstawia Rozcienczenia RNA wirusa SARS-CoV-2 wykrywane w postaci krzywych —
LOD proponowanego rozwigzania.

Fig. 2 — przedstawia brak odpowiedzi proponowanego wynalazku na RNA innych koronawirusow
oraz odpowiedz na RNA SARS-CoV-2 — specyficznos¢ wzgledem SARS-CoV-2.

Fig. 3 — przedstawia analize prébek klinicznych za pomocg proponowanego rozwigzania.

Tabela 1 — przedstawia seryjne rozcienczenia RNA wirusa SARS-CoV-2 ktére zostaty wykorzy-
stane do oceny LOD. Odpowiedzi proponowanego wynalazku przedstawiono na figurze 1.

Tabela 2 — przedstawia zestawienie tabelaryczne analizowanych RNA innych koronawiruséw
oraz SARS-CoV-2 do oceny specyficznosci.
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Tabela 3 — przedstawia zestawienie tabelaryczne analizowanych prébek klinicznych proponowa-
nym rozwigzaniem.

Tabela 4 — przedstawia poréwnanie tabelaryczne wynikdéw uzyskanych za pomocg proponowa-
nego rozwigzania w poréwnaniu do ,ztotego standardu” metody RT-PCR.

Wynalazek ilustruje nastepujacy przyktad wykonania, niestanowigcy jego ograniczenia

a)

Polimeraza, zostata zmodfikowana poprzez dotaczenie do natywnego enzymu biatka NeqSSB.
Biatko to nalezy do rodziny biatek SSB (ang. Single-Stranded DNA Binding protein).

Dzieki temu mozliwe jest réwniez przeprowadzenie reakcji bezposrednio na probce wymazu no-
sogardzieli lub gardta bez koniecznosci oczyszczania RNA.

Przeprowadzono badania potwierdzajgce skutecznos¢ wykorzystania polimerazy Bst-Nec w dia-
gnostyce wirusa SARS CoV2:

Wyznaczenie LOD - limit of detection

Wykonano seryjne 10-krotne rozciericzenia RNA wirusa i wyznaczono minimalng ilos¢ kopii RNA
wirusa, ktéra jest mozliwa do wykrycia.

Otrzymane wyniki wskazuja na uzyskiwanie pozytywnych wynikéw reakcji dla 10 kopii wirusa
w badanej probce (fig. 1; tab. 1).

b)

Wykonano rowniez test specyficznosci reakcji. Wyznaczajac specyficzno$¢ testu przeprowa-
dzono reakcje na 4 réznych wirusach z rodziny koronawirusow: HCoV-NL63, HCoV-283E, HCoV-0OC43,
HCoV-229E. Miano badanych wiruséw znacznie przekroczyto stezenie fizjologiczne i wynosito ok. 1 x
10 7 PFU. Jako kontroli pozytywnej uzyto RNA wirusa SARS-CoV-2 o PFU ok. 1 x 10 4. Reakcje pro-
wadzono 30 min.

Otrzymane wyniki wskazuja na wysoka specyficznos¢ reakcji z wykorzystaniem polimerazy
Bst-Nec (fig. 2; tab. 2)

c)

Przeprowadzono réwniez reakcje z wykorzystaniem probek klinicznych. Reakcje przeprowa-
dzono bez izolacji RNA bezposrednio wykorzystujac medium transportowe jako matryce do reakciji.

Badanie wykazato 100% zbieznosci wynikow testu izotermalnej amplifikacji ze ztotym standar-
dem reakcjg PCR. Ponadto wyniki otrzymane proponowana metodg izotermalng wymagaja krétszego
czasu analizy niz metoda rekomendowana przez WHO (fig. 3; tab. 3-4).

d)

Reakcja przeprowadzana byta w objetosci 20 ul. Zastosowano nastepujacy sktad mieszaniny re-
akcyjnej: 10x Isothermal Buffer [200 mM Tris-HCI pH 8.8, 100 mM (NH1).SO4, 50 mM KCI, 2 mM
MgSOs4], 1% Tween 20], 10 mM dNTPs, 100 mM MgSOs, Startery: 1,6 uM FIP/BIP, 0,2 uM F3/B3,
0,4 uM LoopF/B, NeqSSB-GssFull polymerase 0,32 U/ul reakcji, RT 1 U/ul reakgji, Inhibitor RNaz
0,4 U/ul reakcji.

Do reakcji zastosowano nastepujgce startery oligonukleotydowe:

F3 5-CCACT AGAGGAGCTACTGTA-3

B3 5-TGACAAGCTCAACACGT-3

FIP 5-AGGTGAGGGTTTTCTACATCACTATATTGGAACAAGCAAATTCTATGG-3'

BIP 5-ATGGGTTGGGATTATCCTAAATGTGTGCGAGCAAGAACAAGTG-3’

LF 5-CAGTTTTTAACATGTTGTGCCAACC-3’

LB 5-TAGAGCCATGCCTAA CATGCT-3'

Zastrzezenia patentowe

1. Fuzyjna polimeraza DNA Bst-Nec do zastosowania do izotermalnego powielania specyficz-
nych sekwencji wirusa SARS CoV-2.

2. Fuzyjna polimeraza wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze wykrywa RNA wirusa z prébki ma-
teriatu biologicznego bez izolacji RNA.
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Rysunki

Fig.1
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'‘RNA 0.1 ng B 10.33
'RNA 0.01 ng ) 12.90
RNA 0.001 ng _ _ 15.06
.RNA 0.0001 ng 18.01

RNA 0.00001ng 4081
RNA 10°6 ng ) 46.44

| N/A

Tab.1
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K- N/A
SARSCoV-2 | 16.32 ;
HCoV-NL63 N/A
_{HCoV-283E | N/A
|HCov-OC43 N/A
{HCoV-223E N/A |

| HCoV-229E N/A |
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Tab.2
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Amplification
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jNeg Cid K- ; N/A

Pos Ctd RNA SARS-CoV-2 16.24
Unkn 1738 N/A
Unkn 1657 j N/A

{Unkn 1739 g N/A
"Unkn {1735 N/A|
Unkn 1729 18.25 |
lUnkn  [1515 o 28.97
Unkn 1733 f 23.08

Tab.3
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Nr prébki Izotermalna (Ct=czas w RT gqPCR (Ct/czas w Zgodnos¢ pomiedzy
minutach) minutach) metodami
1738 N/A N/A zgodny
1657 N/A N/A zgodny
1739 N/A N/A zgodny
1735 N/A N/A zgodny
1729 18,3 27,4/33,5 zgodny
1515 28,9 25,9/32,5 zgodny
1733 23,1 23,4/30,5 zgodny

Tab.4
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