APTAMERY DNA ROZPOZNAJACE METKE HISTYDYNOWA ORAZ ICH
ZASTOSOWANIE W BIOTECHNOLOGII

(PROJEKT NR P-187)

Przedmiotem oferty sq unikatowe sekwencje nukleotydowe jednoniciowych
aptamerdéw DNA rozpoznajgcych metke histydynowq oraz ich zastosowanie
w biotechnologii w metodzie identyfikowania molekut posiadajgcych metke
histydynowq, w szczegdlnosci poprzez zapewnienie nowych czgsteczek
posiadajgcych wysokie powinowactwo do dowolnej czgsteczki (peptydu,
biatka czy pochodnej DNA) zawierajqgcej metke histydynowq.

Prokariotyczne oraz eukariotyczne systemy pozyskiwania biatek
rekombinowanych sg wykorzystywane na szeroka skale w badaniach naukowych.
Aby szybko i wydajnie uzyskaé¢ pozigdane preparaty biatkowe, ktére bedga
charakteryzowaty sie zadowalajgcg czystoscig, dodawane sg metki fuzyjne np.
metka histydynowa (His) za pomocg metod inzynierii genetycznej. Wysokie
powinowactwo metki His do okreslonych jonéw metali (cynk, kobalt, miedz czy
nikiel) umozliwia zastosowanie zt6z chromatograficznych z wyzej wymienionymi
jonami do oczyszczania lub unieruchamiania biatka z metka His.

Metka His dotaczona do biatka rekombinowanego umozliwia jego detekcje
poprzez zastosowanie techniki western blotting wykorzystujgcej na szerokay skale
przeciwciata mono- lub poliklonalne skierowane przeciwko metce. Przytoczony
system detekcji biatek posiadajgcych w swojej sekwencji aminokwasowej metke His
wykorzystywany jest w technikach in vitro do badania oddziatywan miedzy-
biatkowych, m.in. ,pull down”, immunoprecypitacji, koimunoprecypitacji czy tez
,far western blotting”.

Aptamerami DNA okredla sie jednoniciowe czgsteczki kwasu nukleinowego
o dtugosci okoto 40-100 nukleotyddw, ktére wykazujg zdolno$¢ do wigzania
okreslonego ligandu z wysoka specyficznoscig oraz powinowactwem. Optymalne
dopasowanie wyselekcjonowanego aptameru do okreslonej czgsteczki jest mozliwe
dzieki tworzonym bogatym strukturom drugo- i trzeciorzedowym.

Przedmiotem oferty sg unikatowe sekwencje nukleotydowe jednoniciowych
aptamerow DNA rozpoznajgcych metke histydynowag oraz ich wykorzystanie
w metodzie identyfikowania molekut posiadajgcych metke histydynows,
w szczegoblnosci poprzez zapewnienie nowych czasteczek posiadajgcych wysokie
powinowactwo do dowolnej czasteczki (peptydu, biatka czy pochodnej DNA)
zawierajgcej metke histydynowg czyli heksameru histydynowego.
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Aptamery DNA bedace przedmiotem wynalazku mogg znalezé zastosowanie
W rozpoznawaniu czgsteczek posiadajgcych powinowactwo do celow
molekularnych zawierajgcych metke His, a w szczegdlnosci do:

e stosowania jako agonista dla przeciwciat skierowanych przeciwko metce
His;

e detekcji, oczyszczania i oznaczania stezenia celéw molekularnych
zawierajgcych metke His.

Oprocz przedstawionych powyzej zastosowan aptamery DNA mogg by¢ stosowane
w postaci czasteczek z przytaczonymi znacznikami, zwtaszcza fluorescencyjnymi,
i stuzy¢ w szczegélnosci do znakowania celéw molekularnych posiadajgcych metke
His. Tego typu czasteczki mogg by¢ z powodzeniem wykorzystane np. do badania
oddziatywan pomiedzy biatkami stosujgc techniki spektroskopowe, m.in. FRET
(Forsterowskie rezonansowe przeniesienie energii).

Oferowane aptamery DNA i ich zastosowanie stanowig przedmiot zgtoszenia
patentowego. Dalsze prace nad jej rozwojem s3 prowadzone na Wydziale
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ, a Centrum Innowacji, Transferu Technologii
i Rozwoju Uniwersytetu poszukuje podmiotéw zainteresowanych komercyjnym
wykorzystaniem wynalazku.

Dalsze informacje:
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