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Co to jsou restrikcni endonukleazy

Enzymy, které stepi dsDNA ve specifickych
mistech, specifickych sekvencich

» soucast restrikcné modifikacnich systému bakterii

» omezuji propagaci bakteriofaguti v riznych

bakterialnich kmenech

» DNA hostitelské bunky je
pred ucinkem vlastni RE
chranéna metylaci

» puvodni vyznam RE:
ochrana pred cizorodym
genetickym materialem

chromozém
je metylovan

RE nici
‘ vstupuijici
DNA

degradovana
fagova DNA




A jak se brani bakterie proti RNA
fagum?

g Pry existuje néco jako eukaryoticky A

SiIRNA mechanismus, u bakterii tomu
ale rikaji CRISPR




Navstivte prednasky z
Molekularni biologie, kde se o

siRNA a CRISPR systémech
hovori

1) Brouns et al. (2008): Small CRISPR RNAs Guide Antiviral
Defense in Prokaryotes, Science 321, 960-964

2) Horvath et al., Science 327, 167-170 (2010)



Déleni restrikcnich endonukleaz

Typ | - rozpoznavaji specifickou sekvenci,
stepi v nahodilem miste

Typ Il - prisne specifické, rozpoznavaji a stepi
sekvence s rotacni symetrii (palindrom)

Typ Il - rozpoznavaji nesymetrické sekvence a
stepi v jinem miste v definovaneé
vzdalenosti

Typ IV - stéepi mimo rozpoznavanou sekvenci,
ktera musi byt modifikovana



Restriktazy typu |

Rozpoznavaji specifickou sekvenci, stepi v
nahodilém misteée

EcoK, EcoB

» vazou se na specifické nukleotidové sekvence

» katalyzuji nahodné stépeni v mistech vzdalenych az
nekolik 1 000 bp od mista vazby

» molekulova hmotnost dosahuje cca 300 000
» zajist'uji modifikaci (metylaci) i stepeni DNA
» vyzaduji kofaktory: ATP, Mg2+ a S-adenosylmetionin

» Jsou nevhodné pro analyzu sekvenci DNA nebo genové
inzenyrstvi



Restriktazy typu Il

Rozpoznavaji dvé nepalidromatické sekvence
inverzné orientovaneé

EcoP15

» Rozpoznavaji sekvence dlouhé 5-6 nukleotidt

> Stépi 20-30 bp za mistem rozpoznani

» Obsahuji dve proteinové podjednotky

» Vyzaduji kofaktory: AdoMet a ATP

> Metyluji jen jeden z retézcli dsDNA v pozici N-6 adenosinu

5...CAGCAG (N)zglf.. 3’
3...GTCGTC(N),, ...5

0



Restriktazy typu IV

Stépi metylované sekvence mimo
rozpoznavaneé misto

Eco5/1, Bce83l, HaelV, Mmel, BspLU11lll, BseM Il

» maji obe funkce — methyltransferazovou i restriktazovou
» kofaktorem je AdoMet (S-adenosyl-L-metionin)
» kofaktorem neni ATP

¢ Sekvence pro Hae IV ¢

S NNNNNNNNNNNNNGAYNNNNNRTCNNNNNNNNNNNNNN 3°
S NNNNNNNNNNNNNGAYNNNNNRTCNNNNNNNNNNNNNN 3°




Restriktazy typu Il

Rozpoznavaji palindromy a stepi ve stejném miste
> vazou se na specifické (4-8 bp) sekvence nukleotidu

> katalyzuji Stépeni obou retézcu molekuly DNA uvnitr
vazebného mista nebo v jeho bezprostrednim
sousedstvi

> Stepeni se podrobuji vsechna cilova mista v dané
molekule DNA

» molekulova hmotnost: 20 000 az 100 000
» kofaktor: pouze ATP



Jak vypada palindrom?

Prilehla obracena repetice

5% ... ATGC/GCAT ..... 3
3 ... TACG/CGTA ..... 5

Viasenka

> -4 00
i1l
— >0 0




Jak funguje RE typu Il

CTT

N

3°... CTTA AG ... 57

57 ... ATTC ... 3°

Je znamo pres 3 500 RE, rozpoznavaji asi 160 riznych sekvenci



Rozrezani genomu endonukleazami

dsDNA I

Restrikcni fragmenty



Ruzné typy koncu

lepkavé (kohezni) useky precnivajici na 5°- koncich, EcoR |
5°... GA 3 5° ATTC ... 3°
3°... CTTA 5° 3 AG ... 5°

lepkavé (kohezni) useky precnivajici na 3°- koncich, Pvu Il
5°... CGAT 3 5° CG ... 3°
3°... GC 5° 3° TAGC ... 5°

zarovnané (tupé) konce, Stu |
5°... AGG 3° 5° CCT ... 3°

3°... CTT 5° 3° GGA ... 5°



Podivejte se na animace

AA
e . e
v

http://www.dnalc.org/ddnalc/resource
s/animations.htmi o’

http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/0072437316/student_viewO/chap
terl6/animations.htm|

Existuje i procvicovaci pps soubor




Pro stépeni je dulezita orientace!

"NGAATTCN
"NCTTAAGN

"NCTTAAGN
"NGAATTCN

"NCTTAAGN
"NGAATTCN

3

W

+

ATTCN 3°
AGN 5°

zadné stépeni

+ ECORI 5'NcA
>
3°'NCTTA
+ EcoRl
>
+ AfllI 5°NC
>
3 "NGAATT

+

TTAAGN 3°
CN 5°



lzoschisomery

Restriktazy se stejnym rozpoznavacim mistem

> ruzni producenti

» mohou byt odlisné citlivée k metylaci

g 3 I} i CCGCP

Isoschizomers Products
. & GCGCC. ..
+ Kasl 8 2 i
3'...CCGCGp
...GGCGCC...
..CCGCGG... L e
U p

Gl

(4 bp 5'overhang)

(2 bp 5'overhang)




lzokaudamery

> Restriktazy s odliShym rozpoznavacim mistem
» Vysledné produkty jsou ale stejné

BamHlI G/GAATCC
-N-N-G G-A-T-C-C-N-N-
-N-N-C-C-T-A-G G-N-N-

Bglll AIGATCT
-N-N-A G-A-T-C-T-N-N-
-N-N-T-C-T-A-G A-N-N-

Sau3A  /GATC
-N-N-N G-A-T-C-N-N-N-
-N-N-N-C-T-A-G N-N-N-



Relaxovana specificnost

Star activity

Nékteré restriktazy za urcitych reakénich podminek
stepi blizce pribuzné sekvence

EcoRI
5..GAATTC... 3




Dusledky relaxované specificnosti

» nespecifické produkty

» casto za neoptimalnich reakénich podminek

nerozstépené
fragmenty DNA




Citlivost k metylaci

lzoschisomery, které se liSi v citlivosti k metylaci, lze
vyuzit pri studiu metylace nukleotidovych sekvenci

Metylace je zpusobena prokaryotickymi metylazami
Dam, Dcm a Eco Kl a eukaryotickymi CpG MTazami

Po izolaci DNA z bunék, které maji tyto metylazy
nemusi restriktaza fungovat spravne!



Definice jednotky

Mnozstvi restriktazy, které zcela rozstepi 1 ug DNA
faga A (lambda) za 1 hodinu pri optimalni teploté a
v optimalnim prostredi

Pozor na pocet restrikénich mist v dané .
J
molekule! < -

A 4

I\,.I



Zkuste vypocitat

Jedna jednotka restrikéni endonukleazy
BamHI je mnozstvi enzymu, které rozstépi
14g DNA faga A za optimalnich reakcnich
podminek pri 37°C za 1 hodinu. Na molekule
DNA faga A je celkem 5 stepnych mist pro
restriktazu BamHI|. Chceme-li linearizovat
plasmid, ktery obsahuje jediné restrikcni
misto pro tuto restriktazu, jaké podminky
Stépeni pouzijeme? Mame linearizovat 101°
molekul plasmidu.
@

Reseni je zde ﬁ _ Dokument
ikace Microsoft Wk



03-Fragmentace molekul DNA-restrikční enzymy/Úloha z restrikčního štěpení.docx

Nazvoslovi restrikcnich endonukleaz

napr. Eco |

> 1. pismeno:. pocatecni pismeno rodu
produkcni bakterie

» 2.a 3. pismeno: prvni dve pismena druhu
produkcni bakterie

» oznaceni produkcni
bakterie (ne vzdy)

» rimska cislice vyjadruje poradove cislo
endonukleazy izolované z dané bakterie



Priklad odvozeni nazvu restriktazy

Oznaceni Vyznam Vysvetleni
E Escherichia rod
co coli druh
R RY13 kmen
orvni poradi

identifikace v

identifikovana bakteri



Pocet rozpoznavanych
sekvenci pro urcitou
restrikcni endonukleazu na
DNA o znamé délce muzeme
vypocitat




Jak casto se vyskytuje ctverice?

Predpokladame, ze ....

> mame nekonecneée dlouhou molekulu

» sekvence nukleotidu je naprosto nahodila

Mame 4 nukleotidy a delame z nich Ctverice

44 = 256 bp



Restriktazy stepi nejcasteji
Ctverice nebo Sestice nukleotidu

Jaka je frekvence vyskytu stepiciho mista pro
restriktazu EcoR | (stepi sekvenci GAATTC) ?

Frekvence vyskytu stepiciho mista pro
restriktazu EcoR | je 1 ku 4°

46 = 4 096 (bp)



Sediva je teorie a zeleny
strom zivota




Realna situace

DNA faga A 2 49 kbp = 12 mist pro RE stépici hexamery

0 10 20 30 40 49
Bglll BamHlI Sall
Bglll
22 010 Sall
13 286
32 745
9 698
—— 2392, 651, 415, 60
15 258
BamHl|
16 841 499
7 233
—_— 6770

— 6527,5626, 5505



Pocet restrikcnich mist pro dany enzym
v molekule DNA klesa s jejich velikosti

; Number of restriction sites
DNA Genome
source size (kb) 4bp 6bp 8bp
1 pUC19 3 a0 0-1 0-1
2 SV40 | 5 20 1 0-1
3 Bacteriophage i 48 190 12 0-1
4 Bacteriophage T4 165 660 40 2-3
5 Bacteria 4700 18400 1100 70
6 Yeast' 16000 62500 3900 250
7 Fruit fiy 120000 470000 30000 1800
8 Mammals® 3000000 11700000 730000 46000
* Haploid values (most somatic cells have twice as much DNA)




Homing endonucleases

Nukleazy, které stepi dsDNA a rozpoznavaji dlouhé
nesymetrické sekvence (12-40 nukleotidti) a kédujici
sekvence intronu a inteinu

» Nazvoslovi jako u restriktaz s prefixem I- nebo PlI-
> Stépi s extrémné nizkou éetnosti

> Nejsou prilis specifické, proto je priimérna
frekvence stepeni jako by rozpoznavaly 10-12 bp

I-Ceul, I-Scel, PI-Pspl



Vypocitejte

Jestlize je pocet nukleotidli v diploidnim
genomu clovéka roven pfriblizne 3 miliardy
paru bazi, jaka je nejmensi délka sekvence,
ktera se v takovém genomu bude vyskytovat
pouze jedenkrat?

L
Regeni i g Dokument
eseni J€ Zzde ikace Microsoft W



03-Fragmentace molekul DNA-restrikční enzymy/Úloha z délky nukleotidových sekvencí.docx

Vyznam restrikcnich endonukleaz

» nastroj pro pripravu rekombinantnich molekul
DNA

prostredek pro studium struktury, organizace,
exprese a evoluce genomu

A\

zaklad pro genové inzenyrstvi
fyzikalni mapovani DNA

analyza populacnich polymorfizmu
zmeny v usporadani molekul DNA
priprava molekularnich sond

priprava mutantu

YV V.V V VYV V V

analyza modifikaci DNA



Mnoho dalsich informaci k
restriktazam najdete na
http:rebase.neb.com/rebase/




A jeste jednou ...
Rozrezani genomu endonukleazami

}

dsDNA I

RestrikCni fragmenty



Fragmenty vznikle restrikcnim
stepenim Ize rozdélit
elektroforéezou



1) O elektroforéze budeme hovorit na pristi
prednasce
2) Nyni staci si jen rici, ze jejim

prostirednictvim muzeme stanovit velikost
jednotlivych fragmentu

3) Jednotlivé fragmenty mizeme poskladat a
vytvorit tzv. restrikCni mapu oy

_
e . e
Y

Ir .I
‘Y




Skladani restrikcni mapy



Restrikcni stepeni lokusu

restrikcni mista

‘ (nebo delece) ‘



Ziskané fragmenty Ize usporadat vice
zpusoby

Puvodni poradi = A-B-C

B a—

Dalsi moznosti

A-C-B
bt
—
—

C-A-B

C-B-A



Mapy se skladaji po stepeni vice
restriktazami

»>po stéepeni restriktazou Xba | jste ziskali fragmenty
o velikosti 300, 500 a 900 bp

»po stepeni restriktazou Ava | fragmenty
0 velikosti 700 a 1 000 bp

»po stepeni obéma restriktazami soucasne fragmenty
o velikosti 100, 300, 400 a 900 bp



Mapy se skladaji po stepeni vice
restriktazami




Ava |

Xba l

[ Vysledna mapa ]

300 400 00 900
300 500 900
(
Xba | Xba |
\_ Ava |
300 500 900
300 400 00 900




Vytvoreni restrikcni mapy
po parcialnim stepeni



Co je to parcialni stepeni



Priklad parcialniho stepeni

1) Po caste€ném stéepeni DNA bakteriofaga A restriktazou Kpnl
jste ziskali fragmenty o velikosti 1,5; 17,0; 18,5; 30,0; 31,5 a
48,5 kbp.

2) Uplnym $tépenim jste ziskali fragmenty 1,5; 17,0 a 30,0 kbp.

3) Sestavte restrikéni mapu.

Z danych vysledkl Ize odvodit

1) Fragment 48,5 odpovida nestépené molekule faga

2) Fragmenty 1,5; 17,0; a 30,0 jsou produkty kompletniho
stépeni

3) Fragmenty 18,5 a 31,5 kbp jsou produkty c¢aste€éného
stepeni

Restrikéni mapa pro Kpnl musi byt

—_—
1,5 17,0

30,0



A ted’ si to jeste procvicte

Jestlize 2z predchoziho prikladu znate
restrikéni mapu pro Kpnl, pak vytvorte
restrikéni mapu pro Kpnl, Xbal a Xhol podle
vysledkt shrnutych v tabulce

Xbal 2 24,0; 24,5

Xhol 2 15,0; 33,5

Kpnl 3 1,5;17,0; 30,0
Xbal + Xhol 3 9,0; 15,0; 24,5

Xbal + Kpnl 4 1,5; 6,0;17,0; 24,0



Postup reseni
1) DNA faga A je linearni, proto jsou poc¢ty restrikcnich
mist pro jednotlivé restriktazy rovny: Xbal = 1, Xhol
=1, Kpnl=2

2) Fragmenty pro Xbal a Xhol jsou nasledujici:

24.0 24.5
TT90 150 245 T
15,0 33,5
Xhol  Xbal
MAPA =—> _15,0__|9_,OI_T,5_

3) Vsechna mista pro Kpnl jsou ve fragmentu Xbal (24,5), protoze
se tento fragment po stépeni Xbal-Kpnl nestépi. Poradi mist Kpnl je
urceno z castecného stépeni.



Vysledna mapa

Xhol  Xbal Kpnl

15,0 9,0 60I I 17,0

] ] ) 1’5 ]



Vyuziti restriktaz k diagnostice
mikroorganismu

» Kratké fragmenty = RFLP — polymorfismus
délky restrikénich fragmentu

» Dlouhé fragmenty = PFGE - pulsni gelova
elektroforéeza

» Analyza produktu PCR = PCR-REA
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