Specialni metody analyzy mikroorganismu



Enzymy pouzivaneé k upravam nukleovych
Kyselin

 |ze klasifikovat podle substratove specifity
« podle typu reakci



Enzymy lze klasifikovat podle substratové specifity

* naenzymy,
* Jejichz substratem je DNA
* Jejichz substratem je RNA



Enzymy podle typu reakci, které katalyzuiji Ize klasifikovat

Na enzymy

Syntetizujici NK (polymerazy)

Modifikujici NK (fosfatazy, metylazy, kinazy)
Spojujici nukleotidove retezce (ligazy)
Odbouravajici NK (nukleazy)



Enzymy syntetizujici nukleové kyseliny

DNA polymeraza | (DNA-poll) (E.coli) katalyzuje 3
odlisné reakce, jejichz rychlost je ovlivnena stavem DNA
a koncentraci dNTP v reakéni smeési

degraduje polynukleotidovy retézec ve sméru 5°-3°

degradovany fetézec nahrazuje novym (znaceni DNA
metodou tzv. posunu jednoretézcového zlomu)

ma 3'-5exonukleazovou aktivitu



Enzymy syntetizujici nukleové kyseliny

Klenowuv fragment DNA — polymerazy |
(Klenowuv enzym, velky fragment DNA-poll)

vetsi peptidovy fragment vznikajici po stepeni
DNA-poll subtilizinem

ma 5 -3 polymerazovou aktivitu a

3°-5" exonukleazovou aktivitu

Postrada 5°-3° exonukleazovou aktivitu

Pouziva se pri enzymove metode sekvencovani
(nesmi dochazet k odbouravani primeru)

Pri znaceni DNA s vyuzitim hexanukleotidovych
primeru



Enzymy syntetizujici nukleové kyseliny

Terminalni deoxyribonukleotidyltransferaza

Z teleciho brzliku

Katalyzuje pfipojovani nukleotidu k 3’koncim DNA
Nevyzaduje matrici ani primer (na rozdil od DNA
polymerazy)

Pouziva se ke koncovému znaceni NK

a k pripojovani homopolymernich koncu k fragmentiim
DNA a vektorovym molekulam se zarovnanymi konci
(pro vytvoreni komplementarnich useku, které umozni
jejich spojeni)



Enzymy syntetizujici nukleové kyseliny

Zpétna transkriptaza
Retroviry napr. virus ptaci myeloblastozy
Vyuzivan k pripravé cDNA z mRNA (zpétna transkripce)

Zpétnych transkriptu se vyuziva k sekvencovani RNA a
pri priprave cDNA sond pro hybridizaci



Enzymy modifikujici NK

Alkalicka fosfataza
Teleci strevo, baktérie

Odstranuje fosfatové skupiny z 5 -konct DNA, RNA a
oligonukleotidu

Vyuziva se pri koncovém znaceni molekul,

pfi klonovani k zabranéni recirkularizace vektoru a
tvorby dimeru



Enzymy modifikujici NK

T4-polynukleotidkinaza
Bunky E. coli infikkované bakteriofagem T4

Enzym katalyzuje prenos fostatové skupiny z ATP na
5°0OH skupinu DNA nebo RNA

Vymeénu fosfatovych skupin na 5’konci

Pouziva se ke znaceni fragmentl NK na 5° koncich
napf. pomoci radioizotopu P (32F)



Enzymy spojujici nukleotidoveé retezce

T4-DNA-ligaza
Bunky E. coli infikkované bakteriofagem T4

Katalyzuje tvorbu fosfodiesteroveé vazby mezi 5°-
fosfatovou skupinou a 3°-OH skupinou sousedniho
nukleotidu

Pouziva se ke spojeni dvou molekul DNA zakoncCenych
komplementarnimi konci

K pfipojeni spojek a adaptoru, k cirkularizaci linearnich
molekul

Lze ji vyuzit i ke spojeni fragmentu se zarovnhanymi
(tupymi) konci (na rozdil od DNA-ligazy E.coli)



Enzymy odbouravajici nukleotidové retézce

Exonukleaza Ill
E.coli

Pusobi ve sméru 3°- 5" a na ds DNA odstranuje od jejiho
3°konce jedno vilakno

PUsobi pouze na DNA, jejiz konce maji presahujici 5'-
konec (ne 3°-konec) nebo jsou zarovnany

Vyuziva se k vytvareni jednosmérnych deleci (druhy
fetézec je odstranén S1 nukleazou)



Enzymy odbouravajici nukleotidové retézce

Exonukleaza Bal31
Alteromonas espejiana

St&pi linearni ds DNA od obou koncd za vzniku
zkracenych fragmentti DNA se zarovnanymi konci

Je pouzivana k priprave obousmernych deleci



Enzymy odbouravajici nukleotidové retézce

Nukleaza S1

Aspergillus oryzae

Endonukleaza specificka pro ss DNA

Pouziva se k odstranovani jednoretézcovych useku na
dsDNA, smycek na cDNA, vznikajicich pfri jeji syntéze,
pfi mapovani intront analyzou hybridnich molekul DNA-
MmRNA

Po stepeni S1-nukleazou jsou konce DNA cCasto
heterogenni a chybegjici useky musi byt zaplneny DNA
polymerazou



Enzymy odbouravajici nukleotidové retézce

Deoxyribonukleaza - DNazal

Hovezi pankreas

Stépi nespecificky

Za pritomnosti Mg?* vytvari na DNA ss zlomy, od nichz
pak DNA dale degraduje na mono- a oligonukleotidy

Za pritomnosti Mn?* dochazi ke vzniku zlom0 v
protilenlych mistech (ds zlomy)

Pouziva se pfi znaceni DNA, pro zavadéni mutaci

Ve vétsich koncentracich se pouziva k odstraneni DNA
pri izolaci RNA



Enzymy odbouravajici nukleotidové retézce

Ribonukleazy - Ribonukleaza A
z hoveziho pankreatu
k odstranéni RNA z roztokt DNA pouzivana

Ribonukleaza T1 je sekvencné specificka, vyuziva se
pri analyze a sekvencovani RNA



Enzymy odbouravajici nukleotidové retezce

RestrikCni endonukleazy — restriktazy typu |l

Sekvencné specifické, produkovaneé kmeny vétsiny
bakterialnich druhu

V soucCasné dobe je jich znamo vic nez 3500

K rozstépeni molekuly DNA dochazi hydrolyzou
fosfodiesterovych vazeb obou fetézcu v restrikCnim
misté neboli misté stépeni, které se nachazi uvnitr
rozpoznavaciho mista nebo tésné vedle ného

Produktem stépeni jsou restrikCni fragmenty

Restriktazy jsou pouzivany v genovych manipulacich pfi
izolaci specifickych fragmentu DNA, pfi tvorbé
rekombinantni DNA, pfi fyzikalnim mapovani genomu.

Znamo 3500 enzymu
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