Enzymy pouzivane v molekularni biologii



Rozdéleni enzymu

1. Podle substratové specifity: vétSina metod molekularni biologie je zavisla na
pouziti enzymd, jejichZ substratem jsou nukleové kyseliny. Tyto reakce jsou velmi
specifické a umozniuji pracovat s velmi malym mnozstvim materialu. Podle
substratove specifity se tyto enzymy déli na dvé zakladni skupiny:

— Enzymy, jejichz substratem je DNA
— Enzymy, jejichz substratem je RNA

. Substratova specifita je obvykle absolutni, i kdyz rozliSeni mezi obéma druhy
nukleovych kyselin je podminéno pouze pfitomnosti nebo absenci 2°-OH skupiny
ribosy.

2. Podle typu reakci:
— Enzymy syntetizujici nukleové kyseliny (polymerazy)
— Enzymy modifikujici nukleové kyseliny (fosfatazy, metylazy, kinazy)
— Enzymy spojujici nukleotidové fetézce (ligazy)
— Enzymy odbouravajici nukleové kyseliny (nukleazy)

. Podle substratové specifity se enzymy jednotlivych skupin dale déli, napf. na
DNA-polymerazy, RNA-polymerazy apod.
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m Pomnozeni (amplifikace) specifického useku
DNA pomoci polymerazové fetézové reakce

genomova DNA
(templat pro PCR)
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tepelna denaturace dvousrobovice
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Analyza realnych vzorka DNA

m Pomnozeni (amplifikace) cilového tseku DNA
pomoci polymerazové reté¢zove reakce

tepelna denaturace dvousrobovice



m Pomnozeni (amplifikace) specifického useku
DNA pomoci polymerazové fetézové reakce



m Pomnozeni (amplifikace) specifického useku
DNA pomoci polymerazové fetézové reakce

atd.... (poCet kopii useku ,mezi“ primery roste geometrickou fadou)



smicha se DNA templat, primery
smeés NTP, termostabilni DNA
polymeraza a proces se automaticky
cykluje

Animace PCR



http://www.maxanim.com/genetics/PCR/PCR.htm

Polymerazy pouzivané pri PCR

Taq DNA- polymeréza (Thermus aquaticus): nejbé€znéji pouiivané polymeréza pro
PCR, nema korektorskou (,,proofreadlng ‘) aktivitu, nasledkem se pfi syntéze delSich
Usek( hromadi chyby. Frekvence chyb je zhruba 1 na 4-5 tisic bp. Spatné za&lené&na
baze vétSinou vede k terminaci fetézce a souCasné i syntézy DNA.

— P¥i pouziti PCR v molekularni diagnostice nejsou chybné zac¢lenéné baze problémem, protoze
vznik molekul DNA se stejnou chybou je malo pravdépodobny a molekuly s chybné
inkorporovanou bazi tvofi jen zlomek z celkového produktu.

— Chybné zaclenéni bazi vS§ak nabyva na dullezitosti v pfipadé klonovani PCR produktu, nebot
kazdy klon je odvozen z jediné molekuly DNA. Pfipadna mutace vlivem Spatné inkorporace
baze zpusobi, Ze tuto mutaci ponesou vSechny molekuly DNA v potomstvu. Tyto mutace také
mohou znamenat substituci aminokyselin pfi expresi provadéné in vitro.

Tyto problémy Ize eliminovat bud pouzitim vétSiho mnozstvi templatovych molekul
DNA pfi zahajeni replikace. Pak je tfeba ménécykll a nasyntetizuje se méné DNA.

Nebo Ize pouzit termostabilni DNA-polymerazu s 3°-exonukleazovou aktivitou.

Pwo DNA-polymeraza (Pyrococcus woesei) a Pfu DNA-polymeraza (Pyrococcus
furiosus): frekvence chyb je 2-6 x niz8i nez u Taq DNA-polymerazy, coz je zpusobeno
3 -exonukleazovou aktivitou téchto enzymu. Na druhou stranu 3 ’-exonukleasova
aktivita asto zpGsobuje degradaci jednofetézcovych primerd. Casto se pouzivaji v
kombinaci s Taq DNA-polymerazou pro amplifikaci dlouhych usekd DNA (sta¢i 1%
Pwo nebo Pfu).

Tth DNA-polymeraza (Thermus thermophillus): je doporu€ovana pro PCR dlouhych
molekul DNA misto Taq DNA-polymerazy.
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Zpétna (reverzni) transkriptaza (retroviry) | | o st

« Patri do skupiny RNA-dependentnich
DNA-polymeraz.

« Katalyzuje prepis genetické
informace z RNA do DNA.

* Vyuziva se Kk priprave cDNA z
MmRNA.

« Zpétné transkripty se vyuzivaji také k
sekvencovani RNA, jako sondy pro
hybridizaci, pfipadné jako templat pfri
PCR.
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Terminalni deoxyribonukleotidyltransferaza (teleci brzlik)

Katalyzuje pfipojovani nukleotidu k S T
3’-koncum DNA. e '

Nevyzaduje matrici ani primer, tim
se lisi od DNA-polymeraz.

Je vyuzivana Kk pripojovani
polydeoxyribonukleotidovych useku
(tzv. homopolymernich koncu) k
fragmentum DNA a vektorovym
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molekuldm s tupymi konci. Tim se E E

vytvareji kohesivni (lepivé)
navzajem komplementarni konce.
Rovnéz je vyuzivana pfi koncovém
znaceni nukleovych kyselin.



DNA-ligéza

Katalyzuje tvorbu fosfodiesterové
vazby mezi 5°-fosfatovou skupinou
a 3"-OH skupinou sousedniho
nukleotidu. Pouziva se k
vzajemnému spojeni dvou molekul
DNA zakoncCenych
komplementarnimi konci, k
pfipojeni spojek a adaptoru a
cirkularizaci linearnich molekul
DNA.

T4-DNA-ligaza (zdroj E. coli
infikovana bakteriofagem T4)
dokaze na rozdil od DNA-ligazy z
E. coli spojovat i fragmenty s
tupymi konci.
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Alkalicka fosfataza

« /Zdroje: teleci strevo, bakterie

» QOdstranuje fosfatoveé skupiny z 5 -koncu DNA,
RNA a oligonukleotidu.

* Vyuziva se pri koncovem znaceni DNA, kdy se
puvodni fosfatova skupina odstrani a jeji misto
zaujme znacena fosfatova skupina (32P, 3°S).

* Pri klonovani DNA se Casto odstranuji 5°-
Koncove skupiny u vektoru — zabranuje se tim
igaci samotné vektorove molekuly bez inzertu,
Zzvysuje se ucinnost klonovani.




T4-DNA-polynukleotidkinaza

« Zdroj: bunky E. coli
infikkovaneé bakteriofagem T4

« Katalyzuje prenos terminalni
fosfatové skupiny z ATP na

5°-OH skupinu DNA nebo
RNA.

« Muze katalyzovat i vyménu
fosfatovych skupin na 5°-
konci.

« Katalyzovanych reakci se
vyuziva ke znaceni
fragmentu nukleovych
kyselin na 5°-koncich
pomoci 32P.
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Uracil-DNA glykosylasa

« Ucastni se oprav posSkozené DNA. Uracil v
DNA vznika deaminaci cytosinu.

« Uracil-DNA glykosylasa — katalyzuje
uvolnéni volneho uracilu z DNA. Hydrolyzuje
uracil z jedno- nebo dvouretézcove DNA, ne
z kratkych oligomeru (6 a méné nukleotida).

« Pouziva se preventivné v laboratorich k
odstranéni dfive amplifikované DNA:

— Protoze prenesené sekvence z dfive
amplifikované DNA patfi k nejvyznamnéjSim
zdrojum kontaminace vzorku podrobenych
PCR, pouziva se v laboratofich rutinné
provadéjicich PCR 2’-deoxyuridin-5"-trifosfat
(dUTP) misto dTTP.

— Pred amplifikaci dalSich vzorku se do reakéni
smési pfida uracil-DNA-glykosylasa (uracil-N-
glykosylasa), ktera odstrani z pfipadnych
kontaminant uracilové baze. Tim se v
molekule DNA vytvofi abazicka mista a DNA
se stane termolabilni. Pfi prvni denaturaci
dojde k rozstépeni DNA a zaroven denaturaci
a inaktivaci uracil-DNA-glykosylasy.

* Pouziva se spolu s dalSimi reparacnimi
enzymy ke studiu a detekci poskozeni DNA.
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Exonukleazy

« Exonukleaza lll (E.coli)

— Pusobi ve sméru 3'—5 , na dvouretézcové DNA odstranuje od
jejiho 3’-konce jedno vlakno. PlUsobi pouze na DNA, jejiz konce
maji presahujici 5°-konec nebo jsou tupé, retézce s
presahujicimi 3°-konci Stepeny nejsou.

— Vzhledem k vySe uvedené specifité se pouziva k vytvareni
jednosmernych deleci. Druhy fetézec je nasledné odstranén
nukleasou S1.

« Exonukleaza Bal31 (Alteromonas espejiana)

— St&pi linearni dvoufetézcovou DNA od obou koncli za vzniku
zkracenych fragmentu DNA se zarovnanymi konci.

— Pouziva se k pfipravé obousmeérnych deleci.



Sekvencné nespecifické endonukleasy

DNA containing U formed by
deamination of C

*  Mnoho z nich nachazi uplatnéni pfi reparacnich
procesech.

 Endonukleasa VIl (E. coli) funguje jako N- | -
glykosylasa a AP-lyasa. N-glykosylasova aktivita
uvolnuje poskozené pyrimidiny z dvouretézcove 1
DNA, tim se vytvareji apyrimidinova mista (AP).
Produkty poSkozeni bazi rozpoznavané
endonukleasou VIIl zahrnuji moCovinu, 5,6-
dihydroxythymin, thyminglykol, uracilglykol, 6-
hydroxy-5,6-dihydrothymin apod.

 Endonukleasa V (E. coli) rozpoznava deoxyinosin
(deaminacni produkt deoxyadenosinu), $tépi
poskozenou DNA na 3’-strané poSkozené baze.
Sama baze neodstranuje.

 Endonukleasa IV — uCastni se oprav mnoha
oxidativnich poSkozeni DNA. Stépi
apurinova/apyrimidinova mista

* Endonukleasa lll ma podobné ucinky jako
endonukleasa VIII

*  Fpg (8-oxoguanin DNA gykosylasa) enzym se
vyznacuje jak N-glykosylasovou, tak AP-lyasovou
aktivitou. Uvolnuje poskozené puriny z dsDNA. AP-
lyasova aktivita slouzi ke Stépeni vzniklého
apurinového mista na 3’- i na 5-konci. Vysledkem je
jednonukleotidova mezera s fosfatovymi skupinami
na obou stranach.

AP site
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DNaza | (hovézi pankreas)

Vytvari na DNA jednoretézcové zlomy.
Od nich je pak DNA dale degradovana na
mono- a oligonukleotidy.

Nevykazuje sekvencni specifitu.

V pfitomnosti Mg?* vytvarfi na obou
fetézcich nahodné zlomy, v pritomnosti
Mn2* iont( S$tépi obé vlakna soucasné
naproti sobé.

V nizké koncentraci se pouziva pfi
zavadéni zlomu do molekul DNA, které se
dale znaci (napf. DNA-polymerasa |)
nebo se do nich zavadéji mutace.

Ve vysSich koncentracich se DNaza |
pouziva k odstraneni DNA pfi izolaci
RNA.



Nukleaza S1 (Aspergillus oryzae)

Endonukleaza specificka pro
jednoretézcovou DNA.

Pouziva se k odstrafiovani
jednofetézcovych useku na dsDNA, smycek
na cDNA vznikajicich pfi jeji syntéze,
mapovani intront analyzou hybridnich
molekul DNA-mRNA.

Také se vyuziva k detekci jednoretézcovych
usekd v molekulach DNA — mohou indikovat
pritomnost struktur vznikajicich pfi genové
expresi a regulaci.

pH optimum leZi v kyselé oblasti, kromé
nukleazy S1 se pouziva nukleazy P1, ktera
ma podobnou specifitu, ale je aktivni pfi
neutralnim pH.
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Ribonukleasy

 Ribonukleasa T1 — stepi RNA v
sousedstvi G —» G-37-P.

 Ribonukleasa T2 — stepi RNA v
sousedstvi A - A-3°-P.

— Protoze jsou sekvencné specificke,

vyuzivaji se obé ribonukleasy pfi
analyze a sekvencovani RNA.
 Ribonukleasa A — pouziva se k
odstranéni RNA z roztoku DNA.

 Ribonukleasa P — zkracuje tRNA,

ribonukleoprotein: RNA vykazuje
vlastni katalytickou aktivitu,
proteinova slozka ma funkci
pravdépodobne stabilizacni.

RNase P ribozyme
5 @O9C008D000) w CGOOR0809 3

;‘_,H.-«“.!,_-_\
B Pre-tRNA

CCA addition
to 3" end
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Sekvencné specifickeé (restrikCni)
endonukleazy

EcoRl, a restriction
enzyme cleaves DNA

|

5

GAATTC

3

CTTAAG

!

Jde o sekvencné specifické endonukleazy,
produkované kmeny vétsiny bakterialnich
druhu.

Jejich pfirozenou funkci je degradace
cizorodé DNA (napfiklad po infekci fagem).
Déll’ se do th’ trid.

rozpoznavaci misto je tvofeno kratkou

(obvykle 4-8 bp) sekvenci. Sekvence ma
casto charakter palindromu.

K rozstepeni DNA dochazi v miste, ktere je
uvnitf nebo tésné vedle rozpoznavaciho
mista.

Produktem Stépeni jsou useky DNA o
definované délce. Oznacujeme je jako
restrikCni fragmenty.

Nyni je znamo asi 3500 RE, které
rozpoznavaji asi 160 ruznych sekvenci.
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Sekvencéné specifické
(restrikCni) endonukleazy

Nazvy restrikCnich
endonukleaz jsou odvozeny z
pocCatecniho (Escherichia,
Staphylococcus) pismene
rodoveho a prvnich dvou
pismen druhového (coli,
aureus) jména organismu, z
néhoz byly izolovany.

V nekterych pripadech je
soucasti nazvu zkracené

oznaceni konkrétniho kmene
(RY13—R, 3A—3A).

Pokud dany organismus
produkuje vice ruznych
restrikCnich endonukleaz,
odliSuji se navzajem
rimskymi Cislicemi (EcoRl,
EcoRV).

Oznafeni enzymu

Producent enzymu

Rozpoznivaci misto na sekvenci DNA
553
3! (_ 5!'

Haelll

Haemophilus aegypticus

GGlCC
cctGG

EcoRI

Escherichia coli RY13

GVYAATTC
CTTAATG

Sau3 Al

Staphylococcus aureus 3A

JGATC
CTAG?T

Psil

Providentia stuartii

CTGCALG
GTACGTC

Smal

Serratia marcescens

CCCIGGG
GGGTcee

Nékteré RE se vyznacuiji tzv.
relaxovanou specifitou, ktera se
projevuje schopnosti enzymu stépit za
urcitych reakcnich podminek blizce
pribuzné sekvence.

Napf. EcoRI mUze vedle sekvence
GAATTC Stépit i sekvence GGATTC,
GGATTT a AGATTT.

Jednotlivé RE jsou v ruzné mife citlivé k
metylaci v rozpoznavaném misté. RE,
které rozpoznavaji stejnou sekvenci
(izoschizomery), ale liSi se svou citlivosti
vuci metylacim, se vyuzivaji pfi studiu
metylace DNA.




Vyuziti restrikCnich endonukleaz

« St&peni DNA ve zcela
konkrétnich pozicich —
vytvareni fragmentu DNA o e
presné definované délce.

« Tyto fragmenty mohou byt 4
pouzity ke klonovani, TSI TP R
koncovému znaceni, konstrukci

Fragment DNA z jiného zdroje
vznikly 5tépenim EcoRl.

AATT CHOUR

S SR ARESN AL
restrikCnich map apod.



Konstrukce restrikCni mapy kombinovanym
stepenim dvema restrikCnimi enzymy.

«  Stépeni molekuly DNA enzymem 1
vedlo ke vzniku 3 kb, 6 kb a 8kb
fragmentu.

«  Stépeni molekuly DNA enzymem 2
vedlo ke vzniku fragmentt o délce 7
kb a 10 kb.

*  Abychom byli schopni seradit
jednotlivé fragmenty ve spravném
poradi, je tfeba provést kombinované
Stépeni obéma enzymy.

*  Protoze kombinované Stépeni
nechalo netknuté fragmenty 6 kb a 8
kb ze Stépeni 1, ale doslo k
roz8tépeni 3 kb fragmentu, musi byt
restrikCni misto enzymu 2 uvnitf 3kb
fragmentu a tento fragment musi lezet
uprostred molekuly DNA.

Pokud by 3 kb fragment byl na konci a
ne uprostfed analyzované molekuly,
potom by i Stépeni samotnym
enzymem 2 muselo poskytnout 1 kb
nebo 2 kb fragment.

* To, ze cilové misto pro enzym 2 lezi
blize 6 kb fragmentu nez 8 kb
fragmentu Ize odvodit z faktu, Ze po
Stépeni enzymem 2 vznikaji
fragmenty o velikostech 7 kb a 10 kb.

linearni DNA

:

Stépeni

‘/l\> enzym 1
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Polymorfizmus délky restrikénich fragmentu - RFLP

Tato metoda se pouziva pfi analyze
genomu.

Vyuziva rozdily v restrikCnich mapach
jedincl téhoz druhu.

Rozdily jsou podminény riznou délkou
a poctem restrik€nich fragmentu, které
vznikaji stépenim genomoveé DNA
urcCitou restrikéni endonukleazou.

Tyto rozdily vznikaji jako dusledek bud
mutaci, které vedou ke vzniku (nebo
zaniku) cilovych sekvenci pro tento typ
enzymuU, nebo jako dusledek
pritomnosti rizného poétu
repetitivnich sekvenci, deleci,
inzerci, pfipadné prestaveb ve
specifickych oblastech chromozomu.

Vzniklé fragmenty Ize rozdélit a
detekovat gelovou elektroforézou.
Vysledky se pouzivaji v |€ékarské
diagnostice, v kriminalistice apod.
AFLP — polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentu: jde o
rozdily v délce amplifikovanych
fragmentu vznikajicich pfi pouziti
nékterych variant PCR. Podstatou zde
jsou zmeény v sekvencich pro vazebna
mista primer(, pfipadné delece a
Bﬁ%\rce v amplifikovanych usecich

zmény u 400 bp fragmentu:
vysledné fragmenty:
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gelova elektroforéza / Southernova hybridizace

Normal 3-globin DNA
e —.-

|
P Cut with
/ Mst II site \ . Mst 11 ‘

Gel electrophoresis
and Southern blot
Sickle-cell DNA shows
as a single fragment
on the blot.

Normal  Sickle-cell

Sickle-cell DNA

Mstll - CCTNAGG

pednoduschy fetéoes
normialniho genu pro fi-glokin

GTGECACCTGACTCCTGAGGAG-
GTGCACCTGACTCCTGTGGEAG

Jednoduchy fetbzes
mutariniha genu pro fi-glokin

siimmiina jadinihi
musklisstivdis (mutacel




Specificka endonukleasa upravena
metodami genoveho inzenyrstvi.

Jeji cilové misto se nachazi vzdy u
paty vlasenky vytvorené v molekule
jednoretézcove DNA.

Pouziva se pfi diagnostické metodé
CFLP (Polymorfizmus délky fragmentu
DNA vytvofenych cleavasou).

Touto metodou se detekuji a lokalizuji
polymorfizmy v molekulach ssDNA
pfipravenych denaturaci fragment(
koncové znacené genomové DNA.

Optimalni velikost téchto fragmentu je
do 2700 bp.

ssDNA vytvari po rychlém ochlazeni
roztoku rizné sekundarni struktury v
zavislosti na své primarni strukture.

Cleavasa | nepusobi na vSechny
vlasenky, dochazi pouze k
CasteCnému Stépeni ssDNA.

Mutace a modifikace v nukleotidovych
sekvencich ovlivhuji sekundarni
strukturu ssDNA. KoneCnym
vysledkem je vytvoreni rozdilnych mist
rozpoznavanych enzymem a vznik
spektra fragmentd, které je
charakteristické pro danou molekulu.

Jde vlastné o analogii s RFLP
metodou.

standardni typ mutant
Y W
mutace
l koncové znaceni a denaturace l
My, e,
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ochlazeni a vytvoreni sekundarni struktury ssDNA
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castecné Stépeni cleavasou u paty vlasenky
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gelova elektroforéza a vytvoreni profilu CFLP l
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Metylazy

NH,

« Patfi mezi tzv. modifikujici enzymy, které pfisyntetizovanim  cyosine @
skupin do urcitych poloh (v tomto pfipadé metylové skupiny) 0"\
vytvareji minoritni nukleotidy (nachazeji se napr. v tRNA, |
ucastni se tvorby terciarni struktury). JMethv'aﬂon

« U prokaryot v DNA pusobenim metylazy vznika 6-N-

NH,

metyladenin. N
« 5-metylcytosin se nachazi jak u prokaryot, tak i eukaryot. 5-Methylcytosine J\ y
O 1
* Vyznam metylovanych bazi spocCiva u prokaryot ve \
specifickém oznaceni urcitych sekvenénich motivu viastni
DNA — tim je DNA organismu vlastni oznaCena a chranéna
pfed pUsobenim endonukleaz, které vyhledavaji a stépi cizi
(fagovou) DNA.
« U eukaryot ma metylace cytosinu vyznam pro regulaci
genove exprese. Pokud je cytosin v urCitych sekvencnich
motivech metylovan, je zabranéno transkripci pfislusného
genu.



CH; CH;, Old strand

Mismatched Nuclease cleavage
Bide MutS, Mutl, MutH

CH

Y

»  Glykosylasy stépi vazbu

mezi cukrem a basi ik

« Excidasy — pferusi cukr- U i l“e““"l.igszzr;‘;.m
fosfatovy fetézec pred a za L e ﬁ W‘ﬂﬁ“
porusenym mistem. Y

.o CH, _ CH;4 _

* Demetylasy — odstranuji )

metyly z basi.

DNA polymerase
and ligase

CH, Y cH,

Oprava Spatného
parovani v E. coli; V_ystFiienl' a oprava tyminoveho
opravny systém dimeru
O methylguanine i rozpoznava a vystfihuje
i e 8patné sparovanou bazi
Z nové
nasyntetizovaného
fetézce — ten je dosud
nemetylovany.
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HIN—C%\J /C ~N Methylcysteine
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Guanine

Oprava O6-methylguaninu



