Enzymy pouzivaneé pro analyzu
nukleovych kyselin

ROZDELENI substrate
A. Podle typu substratu " : :] 3

- DNA enzymy
- RNA enzymy

B. Podle typu reakce

- enzymy syntetizujici NK (anabolicke) = polymerazy
- enzymy odbouravajici NK (katabolické) = nukleazy
- enzymy modifikujici NK

- enzymy spojujici molekuly NK = ligazy




Enzymy syntetizujici DNA




Enzymy syntetizujici RNA
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Katabolické enzymy degradujici DNA

rozkladana typ nazev specifita Ptiklad zdrojovy
molekula | degradace [enzymove tiidy organismus
DNA od koncu | Exonukleazy SS Exonukleaza III E. coli
ds Bal 31 Alteromonas
espejiani
uvnitt | Endonukleazy SS S1 nukledza | Aspergillus
molekuly oryzae
ds restrikéni bakterie
endonukledzy
DNaza | Hoveézi

pankreas




Katabolické enzymy degradujici RNA
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Enzymy modifikujici DNA
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Enzymy spojujici molekuly DNA

5P RiEs A1

lighzy THNALigia | E @il a4




Restrikéni endonukleazy (RE)

soucast restrikéné modifikacnich systému bakterii
omezuji propagaci bakteriofagu v ruznych
bakterialnich kmenech (napt. fag namnozeny v

E.coli kmeni C nemuze ucinn¢ infikovat E.coli
kmen K — degradace fagové DNA)

DNA hostitelské bunky je pfed ucinkem vlastni
endonukleazy chranéna metylaci

puvodni vyznam RE: ochrana ptfed cizorodym
genetickym materialem




Restrikce bakteriofaga

Q Phage
“’Iu
Chromosomal —{— {4 \
DNA Sl

Restriction
endonuclease
attacks incoming
DNA

Chromosomal
DNA is protected
by methylation

Degraded
phage DNA




Vyznam restrikCnich
endonukleaz

nastroj pro pripravu rekombinantnich
molekul DNA

prostredek pro studium struktury,
organizace, exprese a evoluce genomu

zaklad pro genove inzenyrstvi
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Vlastnosti RE

Stépi dvouretézcove molekuly DNA ve
specifickych mistech

vétSina RE rozeznava palindromy (obracené
repetice)

Stépi oba retézce DNA

rozdéluyi se do trid I, 11, I a IV
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RE tridy II maji prakticke vyuziti

vazou se na specificke (4-6 pb) sekvence nukleotidu

katalyzuji Stépeni dvou fetézcu molekuly DNA uvnitf
vazebneho mista nebo v jeho bezprostrednim sousedstvi
k Stépeni dochazi vzdy ve steyjném misté

Sté€peni se podrobuji vSechna cilova mista v dan¢
molekule DNA

rozeznavaci sekvence maji temer vzdy charakter
obracenych opakovani: stejna sekvence je Stépena ve
steyjném misté v obou fetézcich

molekulova hmotnost: 20.000 - 100.000
kofaktor: pouze ATP
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Charakter cilovych mist RE tridy II

IR0 caarre | 5L GAA L TTC . 3 5'... GAA, AAG...3'

0 erTARG st s eTr AAE 8 3" CTT  TTC.5

‘Restriction enzyme recognition sequences... are rotationally symmetric... not mirror symmetric
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Orientace je dulezita

... NGAATTCN...
W NCTTAAGN...

.. NCTTAAGN...
.. NGAATTCN...

.. NCTTAAGN...
.. NGAATTCN...

+ EcoRI . NG st
..« NCTTAApD GN...
... NCTTAAGN...

+ EcoRI

(no digestion)

v INCC

... NGAATTCN...

... NGAATTp

pTTAAGN...
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Produkty Stépeni RE

 tup¢ konce (po Stépeni obou fetézcu ve stejném miste)

 ostre konce (po Stépeni fetézcu v ruznych mistech, ktera
jsou obvykle vzdalena 1-4 nukleotidy)

- 5'ptfecCnivajici

- 3 preCnivajici
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Nazvoslovi RE

napr. £coRI
e 1. pismeno: pocCateCni pismeno jmena rodu
produkc¢ni bakterie

e 2.a3. pismeno: prvni dv€ pismena yména druhu
bakterie

e oznacCeni kmene (serotypu) produkc¢ni bakterie (ne
vzdy)

» timska Cislice vyjadiuje poradove Cislo
endonukleazy 1zolované z t€¢ze bakterie
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Examples of restriction endonucleases

Enzyme Recognition Number | Ends Original source of enzyme
site of bases | generated

EcoRI G/AATTC 6 5 sticky Escherichia coli RY 13

BamHI | G/GATCC 6 5" sticky Bacillus amyloliquefaciens H

Belll A/GATCT 6 5' sticky Bacillus globigii

Pstl CTGCA/G 6 3 sticky Providencia stuartii

Xmal CICCGGH 6 5 sticky Xanthomonas malvacearum

Smal CCC/GGG 6 blunt Serratia marcescens

Sau3A /GATC 4 5 sticky Staphylococccus aureus 3A

Alul AG/CT 4 blunt Arthrobacter luteus

Notl EC!C}GC CGC 8 5" sticky Nocardia f::af:'n'df.f—_mvz'm*zm:

Pacl TTAAT/TAA 8 3¢ sticky Pseudomonas alcaligenes

Only one strand of the recognition site is shown, with a slash (/) showing the position
of the cleavage site. All the examples shown are palindromic, so the sequence of the
second strand, read as the reverse complement, and the position of the cleavage site,
will be the same as that shown. Thus the reverse complement of 5-GAATTC-3' is
also 5'-GAATTC-3, and both strands are cut by EcoRI between G and A.




Jednotka RE

mnozstvi RE, které kompletn€ rozstépi 1ug
DNA faga Lambda za 1 hodinu pi1 optimalni

teploté a v optimalnim prostiedi
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Pocet restrikCnich mist pro dany enzym v
molekule DNA Kklesa s jejich velikosti

_ Number of restriction sites
DNA Genome
source size (kb) 4bp 6bp 8bp
1 pUC19 3 10 0-1 0-1
2 SV40 5 20 1 0-1
3 Bacteriophage A 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 fly* 120000 470000 30000 1800
8 Mammals® 3000000 11700000 730000 46000
* Haploid values (most somatic cells have twice as much DNA)

20



DNA ligazy

* enzymy, kter¢ obnovuji cukr-fosfatovou kostru
DNA tvorbou kovalentni fosfodiesterové vazby
mez1 5 fostatovou skupinou jednoho fetézce a
3"OH skupinou druhe¢ho fetézce za spotieby ATP
nebo NAD

 fyziologicky vyznam pi1 replikaci, rekombinaci a
reparaci DNA

 analogické RNA ligazy katalyzuji in vitro
podobne reakce pr1 ligaci ssSRNA
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Pusobeni DNA ligaz

Nick
& T r P :
. Nicked DNA
| Ligase-AMP —=— PPi
‘;< = Ligase —— ATP

nesigrgt
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Nicked DNA is joined




Pouziti DNA ligaz

 piiprava rekombinantnich molekul DNA

* mozno spojovat fragmenty DNA ruzn¢ho puvodu
(restrikCni fragmenty DNA, uméle syntetizovane

molekuly DNA, produkty zpétné transkripce, atd.)
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PRIPRAVA REKOMBINANTNICH MOLEKUL DNA
Pfecnivajici kompatibilni konce usnadnuji spojeni
fragmentu DNA pochazejicich z ruznych zdroju

Cut
site

LTI
LI T

t
C.U EcoRl cut fragment
site
from another source
J\/LJ(J’LEJIDEEI LL‘L‘LLEEEDED
BOME G GEOENENR BOOEO
E1m ] T T

[T

(ml e TCEODOBEO Stckyends
W 0E TAAGEOORO annealed
‘ ready for ligation
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Bézné typy DNA ligaz

T4-DNA-ligaza
 1zolace z bunék E.coli infikovanych fagem T4

» spojuje lepive 1 tupe konce DNA

e opravuje jednoretézcove zlomy (,,nicks*) v dvouretézcové DNAm
RNA a u hybridi DNA/RNA

» vyzaduje pritomnost fosfatové skupiny na 5’konci a OH skupiny na

3 ’konci molekuly

Bakterialni DNA ligdza

e 1zolace z E. coli

« spojuje jen DNA s lepivymi konci
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Polymerazy

syntetizuji nukleove kyseliny postupnym
doplnovanim nukleotidu k 3"OH konci stavajici
molekuly nukleové kyseliny

neni znama zadna polymeraza prodluzujici

5 ’konec DNA

matrici (templatem) je jednoretézcova DNA
nebo RNA

polymerazy vytvareji komplementarni kopii
templatoveho fetézce
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Polymerace DNA

e
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5 m

OH
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DNA polymeraza I (Kornbergiiv enzym)

zdroj - E.coli
katalyzuje 3 ruzné reakce:

1. Polymerazova aktivita: Prodluzovani
polynukleotidového fetézce ve sméru 5'- 3°
— matrice je ¢tena ve sméru 3'- 5’

— tvorba fosfodiesterové vazby nukleofilnim atakem 3"OH
skupiny rostouciho rfetézce a 5P dANTP za tvorby
pyrofosfatu

— pozadavek pritomnosti primeru
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DNA polymeraza I (Kornbergiiv enzym)

2. Exonukleazova aktivita 5'-3'13"- 5

— hydrolyza fetézce DNA v obou smérech

3. Degradace DNA ve sméru 5-3"a soucCasna
syntéza degradovaného retézce
— oprava chybn¢ zaClenénych nukleotidu in vivo
(,,proof-reading*)
— vyuziti pi1 znaceni DNA (,,nick translace)

— exonukleazove aktivity mohou zaviset na pritomnosti
iontu Mg2+ nebo Mn2+ 29



Klenowuv fragment DNA polymerazy I

e jeden ze dvou produktu proteolytickeého Stépeni DNA
polymerazy I subtilizinem

e polymerazova aktivita 5'- 3°

« exonukleazova aktivita 3°- 5°

Vyuziti: pii1 znaCeni DNA (,,fill-in* 3"zkracenych koncu a
pomoci ,,random hexamers*)

* sekvenovani DNA Sangerovou metodou

 syntéza druh¢ho fetézce cDNA
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(a)

Polymerase
active site

Template Thumb
The structure of the Bar 3
Klenow fragment of o
DNAP | from E. coli
Primer

3'-Exonuclease
active site




Terminalni transferaza

katalyzuje pridani deoxynukleotidu k 3"OH konci
molekul DNA

substratem jsou precnivajici, zkracené 1 tup¢ konce
dvouretézcove molekuly DNA nebo ssDNA
nevyzaduje matrici ani primer

zdroj: teleci brzlik

vyuziti: pfidani homopolymernich konct k 3 ’koncim
DNA
znaceni 3 'koncu DNA
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Priklad reakce katalyzované terminalni
deoxynukleotidyl transferazou

3.0H

*TLLLLLL
. 1Ppegee

dGTP

\_ LLRLLIITILIL LY

Terminal T EF [1E3 F]E mlim
transferase J -m— 5
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Vyhody terminalni transferazy

* moznost pripojeni dlouhych useku
komplementarnich nukleotidu na 3 ’koncich
vektoru a insertu

 velikost pripojenych tseku nemusi byt stejna
(pokud se jedna o useky vétsi nez 20 nukleotidu,
jejich parovani je dostatecné silne, aby zajistilo
stabilitu duplexu v pokojove teploté)

v transformovanych bunkach se nesparovane
oblasti opravi reparaCnimi mechanismy
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Zpétna (reverzni) transkriptaza

« RNA-dependentni DNA polymeraza
» prepis geneticke informace z RNA do DNA
e pozadovana pritomnost primeru a matrice

e poskytuje v prvni fazi hybrid RNA/DNA, po odstranéni rna
pusobenim hydroxidi nebo RNazy H Ize zpétnou transkriptazou
katalyzovat 1 syntézu druhého vlakna DNA

e syntézu 2. vlakna muze zajistit také DNA polymeraza I

zdroj: retroviry

M-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus)
AMYV (Avian Myeloblastosis Virus)

RSV (Rous Sarcoma Virus)
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Zpétna (reverzni) transkriptaza

Aktivity:

e polymerazova

e 5’- 3 exoribonukledzova
e 3’- 5’exoribonukledzova (RNazaH)

Vyuziti:

* tvorba cDNA - specificka (primer oligo dT)

- nespecificka (primer komplementarni k
3 oblasti hledane mRNA)
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Syntéza cDNA

-

I
lyze bunék
tKAR a purifikace mRNA
(napf. mozkova)
5 mRNA / 3
AAAAAAA
hybridizace
s poly(T)-primerem
y
5 3
AA AA AAA
vytvoreni kopie TTTTTTTI
mRNA pomoci reverzni transkriptazy 3 5
i
5' 3
AAARAAA
3 TTTTTTT
cDNA 3

uziti alkalického
roztoku pro odbourani RNA
i

§:D1:—-hh‘““-——*"’__““‘ha__—a———TTTTTTT

3'-konec
cDNA tvofi
viasenku

5I
syntéza komplementarniho DNA-fetézce
s pouZitim DNA-polymerazy; sparovany
3'- konec funguje jako primer

zI‘AAAAAAA
PO POPOPP TTTTTTT

reakce s jednofetézcovou
DNA-nukleazou stépi vlasenku

—->
—->
©

o -2

dvouretézcova cDNA je kopii ptivodni mRNA
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Nukleazy

Nukleaza S1

» endonukleaza specificka pro
jednoretézcovou DNA

Zdro;:

* bakterie Aspergillus oryzae

Vyuziti:

 odstranuje jednovlaknove struktury z DNA
(odstranéni nesparovanych smycek)

 hydrolyza jednotetézcovych koncu
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Mapovani nukleazou
S1

exon 4 ntron

—

!
Klonovana
aenomoU@

DNA

(znalena 3%p)

3 dsl 2
» N '

N —————————
S

(0

MA/\/W\/VWVV
MRNA transkript

denaturace DNA
hybridimce S m BRNA

WW

)

E{E,Pen L 84 nykleazoy

b

.

b

elek{:rof-o reza
automd:‘ogm #:’e

N

newtraln
gel

alkalickg (glema{bl ménf)

gel
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Nukleazy

DNazal
* nespecificka deoxyribonukleaza

« substratem je dvouretézcova 1 jednoretézcova DNA

« za pritomnosti kofaktoru Mg?* jsou mista §t€peni rozmisténa
statisticky na obou fetézcich

 za piitomnosti kofaktoru Mn?* jsou pfednostné St€pena mista
lezici ve ds DNA proti sobé

Zdroj: hovezi pankreas

Vyuziti:

» nizké koncentrace: vytvareni jednofetézcovych zlomu v ds
DNA

* vysSi koncentrace: odbourani DNA z roztokii RNA
41



Ribonukleazy

Ribonukledza A

* nespecificka ribonukleaza
Zdroj: hovézi pankreas

Vyuziti:

* odbourani RNA z roztokii DNA
Ribonukledza H

» sekvencné specificka ribonukleaza, rozpoznavajici
hybridni molekuly RNA:DNA

42



Pusobeni enzymu pouzivanych pri manipulaci s DNA

3 )
< ~N-N-N-N 3
1? N -N -N-N- £
Terminalni
trasferaza
(dNTP)
, dsDNA N
5 p- 3
b" - P 5'.!
DNA-kinaza Fosfataza
(ATP)
g ort 3’
3’ o g

DNA-ligaza TJ’ Endonukleaza - nespecificka

(ATP) - specificka
s’ 3?
g) $?
Polymeraza Exonukleaza
(dNTP)
¢? 3?
) 5

l DNaza l

Mono- a oligonukleotidy
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