Enzymové premeny NK
enzymy stepici NK

1. NUKLEAZY: hydrolyza polynukleotidovych fetézci,

(rtiznorodost co do substratové specificity a specificity ucinku)

2. fosforyldzy (PNP4za) - pfi depolymeraci polyribonukleotidii
pfenaseji odstépenou Cast fetézce na anorganicky fosfat

nejista biologicka role

3. fosfomonoesterdzy (odst€puji koncovy fosfat)

Uloha:

- travici enzymy (intra- a extracelularni)
- odbourani RNA (zejm. mRNA)

- sestfih prekurzorovych molekul RNA
- reparace DNA

- §té€peni cizorodych DNA



KLASIFIKACE NUKLEAZ

A. PODLE SUBSTRATOVE SPECIFICITY

1. RIBONUKLEAZY |
$t&pf pouze RNA => striktn& vyZaduji v substitu pFitomnost
2¢-OH skupiny v cukerném zbytku
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CH, baze CH

2. DEOXYRIBONUKLEAZY
$t&pi pouze DNA => striktn& vyZaduji nepi‘itomnost 2‘-OH
skupiny v cukerném zbytku

SED)
}

3.“NESPECIFICKE*“ NUKLEAZY

$t&pi oba typy substritu (jsou obvykle ,,nespecifick€™ pouze v
tomto smyslu)



B. PODLE ZPUSOBU ATAKU
POLYNUKLEOTIDOVEHO RETEZCE

1. ENDOLYTICKE ENZYMY (ENDONUKLEAZY)

i¢inkuji kdekoli uvniti retézce, produkuji oligonukleotidy a
zptisobuji rychlé zmény fyzikélnich vlastnosti (délka molekul
=> viskozita, sedimentace apod.) |

obvykle nejsou schopny odstépovat mononukleotidy => neSté€pi

dinukleotidy a trinukleotidy
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2. EXOLYTICKE ENZYMY (EXONUKLEAZY)

postupné odstrépuji mononukleotidy z konci fetézce
zmény fyzikdlnich vlastnosti polynukleotidil jsou pomalé
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C. PODLE ZPU'SOBU STEPENI
_ FOSFODIESTEROVE VAZBY

AT

§¢ CH,  baze

5¢ fosfét,'
3¢ hydroxyl 3 ;

DNaza 1 \
fosfodiesterdza 1 .0—" \

Pl
5¢ CH, baze 3¢ fosfat,

5¢ hydroxyl

H

DNaza 2
3¢ fosfodiesterdza 2
O OH  libonukledzy A, T1,
! T2, Ul, U2
MNaza



DALST KRITERIA:

1. sekundarni struktura substratu

(jednotetézcové vs. dvoutetézcové polynukleotidy, oteviené
struktury)

- n€kdy miZe struktura subs}:re’ltu ovlivnit zpisob ataku
enzymem (BAL31, MNéaza)

2. smér §tépeni u exonukleaz (5‘->3°, 3°->5°)
a poZzadavek na pritomnost koncového fosfétu
(fosfodiesterazy, exonukledza III)

3. procesivni a distributivni exonukleazy:
procesivni: zlstdvaji vdzany na stejny fetézec, dokud jej cely
nerozs§tépi (Exo III, RN4za II)
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distributivni: oddisociuji po odstépeni kaZdého nukleotidu

(fosfodiesterézy)
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4. preferencni Stépeni v sousedstvi urcitého nukleotidu
baze - A, C, G, T/U (ribonukledzy A, T1, T2, Ul, U2)
nebyva absolutni - obvykle se 1i8i rychlost reakce

S. absolutni specificita pro uréitou sekvenci
restrikéni endonukledzy
citlivost k metylaci cilového mista




NESPECIFICKE“ ENDONUKILEAZY
$t&pi endolyticky RNA i DNA

Mikrokokalni nukledza (MNd4za) (Staphylococcus)

3t&pi RNA a denaturovanou DNA na sm& mono- a oligonukelotidii s
3‘-koncovym fosfatem : P .

(i ds DNA je pomalu tépena: nejprve dvoufetézcové zlomy a poté
exolyticky)

preferuje A+T bohaté oblasti; vyZaduje Ca2+

edzy selektivni jednoietézcové
$t&pi s vysokou selektivitou ss DNA a RNA, tvofi 5-fosfatové konce
vyuZiti - detekce otevienych oblasti v dsDNA
detekce chemicky modifikovanych mist

N. z Neurospora crassa - Ca2+, Mg2+; preference pro G;
pfi vys§ich konc. NaCl zcela specifické pro ss polynukleotidy
Nukledza S1 (Aspergillus oryzeae)- kyselé pH optimum (4.5), Zn2+
Nukleaza P1 (Penicillium citrinum)-neutralni pH, Zn2+,
$tépi i pfi vysokych teplotach (70 °C)
»Mung bean“ nukleaza I - kyselé pH optimum, Zn2+, §t&pi pfi nizké

iontové sile (inhibice solemi)

Nukleaza BAL31 (Alteromonas espejiano)

extrémni tepeln4 stabilita, $t&€pi pfi vysoké iontové sile (7 M CsCl), je
aktivni v 5% SDS; vyZaduje Mg2+ nebo Ca2+

jednofetézcové RNA a DNA $t&pi endolyticky

nativni DNA $t&pi exolyticky od obou koncil

(zkracuje soucasné oba fetézce => vyuZiti pii konstrukci
rekombinantnich DNA)



Nukleaza S1

* Endonukleaza specificka pro jednofetézcovou DNA (RNA)

e Pouziva se

— Kk odstranovani jednoretézcovych usekld na dsDNA,
smycCek na cDNA vznikajicich pfi jeji syntéze, mapovani
intrond analyzou hybridnich molekul DNA-mRNA.

— k detekci jednorfetézcovych useku v molekulach DNA —
mohou indikovat pfitomnost struktur vznikajicich pfi

genoveé 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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B. NESPECIFICKE EXONUKLEAZY

Fosfodiesteraza I (z hadiho jedu)
odstépuje z RNA a DNA (produktt $t€peni DN4zou I)

i nukleotid 5-fosfaty
$t&pi ve sméru 3¢->5¢, vyZaduje volny 3¢ koncovy hydroxyl

Fosfodiesterazall (ze sleziny)
odstépuje z RNA a DNA (produktt §t€peni DNdzou II)

nukleotid 3-fosfaty
§t&pi ve sméru 5¢->3¢, vyZaduje volny 5¢ koncovy hydroxyl

Exonukledza III a exonukledzova aktivita DNA polymerdzy I
z E. coli :- §t&pi jeden fetézec duplexni DNA nebo RNA v
hybridu s DNA '



RIBONUKLEAZY

- enzymy zi&astnéné v procesech odbourani RNA - dobfe
charkaterizované, vyuZiti v laboratofi pro $t€peni/odstranéni RNA
obvykle produkuji 3°-koncovy fosfat

-enzymy zG&astnéné v ,,procesovani prekurzorovych RNA - mélo
charakterizované 2

produkuji 5° - koncovy fosfat

A. ENDONUKILEAZY PRODUKUIJICi 3‘-KONCOVY FOSFAT
vesmés $tépi dvoustupiiovym reakénim mechanismem pfes
cyklicky 2¢, 3¢ fosfodiester (RNazy A, T, U, L); z toho diivodu

$tépeni DNA nepfichdz
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Hydrolyza cyklického diesteru je enzymem fizena do polohy 3
(stejnym mechanismem probih4 i alkalickd hydrolyza RNA; pfi ni v8ak
vznikd statistickd smés 2‘ a 3° fosfath)

vesmés vykazuji preferneéni $tépeni v sousedstvi urcitého
nukleotidu



Pankreaticka ribonukleaza (RNaza A)
jeden z nejlépe prostudovanych proteint
syntetizovana chemicky (homogenni i hetrogenni syntézou)

jako prvni uméle vyrobeny aktivni enzym

jednoduchy protein, molekulovd hmotnost 13 700

Siroké pH optimum (pH 7 - 8.2) teplotni optimum 65 °C
extrémni tepelna stabilita (nelze inaktivovat varem)
inaktivuje se alkédliemi

RNézy B. C, D: tyZ enzym rizné glykosylovany na Asp-34

RN4za S: uméle ziskana §t€épenim subtilisinem

(mezi 20. a 21 aminokyselinou)

PREFERENCNE $tépi na 3¢ strané od pyrimidinového nukleotidu
(,,za“fosfatem)

napr.:

5‘ApCpCpCpApGpGpGpUpUpUpApGpUpCp3°
44 B 4

specificita neni absolutni, Ap- vazby jsou téZ pomalu Stépeny



Ribonukleaza T1 (Aspergillus oryzeae)
neutralni pH, tepelnd stabilita, M; 11 085

preferencné §tépi na 3¢ strané od guaninového nukleotidu

Ribonukledza T2 (Aspergillus oryzeae)

preferencné tépi na 3° stran¢ od adeninového nukleotidu
napf.: * + * o * T1
5‘ApCpCpCpApGpGpGpUpUpUpApGpUpCp3*
T2

Ribonukleaza Ul a U2 (Ustilago sphaerogena)
U1 preferencné §t€pi na 3¢ strané od guaninového nukleotidu,
U2 obecné od purinového nukleotidu

napf.: * * * * Ul
5‘ApCpCpCpApGpGpGpUpUpUpApGpUpCp3°

+ R LR

RNaza 1 (E. coli)
Sté€pi ssSRNA bez zjevné preference (ale polyU je §t€pena rychleji nez
ostatni homopoylribonukleotidy)

RNéza Phyl a Phvll (Physarum polycephalum)

vyuZiti pfi sekvenovani RNA (v kombinaci s dal$imi ribonukledzami)
Phyl 3t&pi UpN mnohem rychleji nez CpN

Phyll siln€ preferuje GpN, zatimco ApN a PypN zlstdvaji neSt€peny



INHIBITORY RIBONUKLEAZ

vyuZiti zejména pii ochrané RNA béhem jeji izolace

1. kompetitivni_inhibice oligonukleotidy
napt. ApUp inhibuje RNdzu A (,,$patny", pomalu reagujici substrat)
2°-5° GpG RNé4zu T1 (neaktivni izomer substratu)

analogy oligonukelotidi s arabinézou misto rib6zy

2. polvanionty
tvor komplex s kladn& nabitym enzymem (misto substrétu); heparin,

polyvinylsulfét

3. inaktivace SDS. guanidiumizothiokyvanitem

inaktivuji enzymy tim, Ze je denaturuji zdroveii se pouZivaji pro lyzi
bunék

4. RNasin
proteinovy inhibitor, ktery tvoii s RN4zou A latentni komplex pred

tim, neZ je sekretovana

. DEP
b&Znd inaktivace RN4z v laboratofi X modifikuje nukleové kyseliny!!



POLYNUKLEOTID FOSFORYLAZA

(PNPiza); enzym b&Zné roziifeny v bakteriich
nenf to nukledza - nakatalyzuje hydrolyzu, ale reverzibilni reakci

nNDP == (NMP); + nP;

baze s
?_ baze
Oo—P—0-
| S~
O OH
/ 0 |
0
Y baze
. OH

reakce je reverzibilni, protoZe energie
" ziistdvé zachovana v pyrofosfatove
(,,makroergické") vazbé

_reakce ve sméru polymerace neprobihd podle Zadného templatu,

vznik4 statisticky polymer
-miiZe prodluZovat oligonukleotidovy primer
-pfi 0 °C ¥t&pi pouze poly(A) => analyza mRNA

enzym z E. coli: tfi identické podjednotky, kaZd4 okolo 90 000
vyZaduje Mg2+ (Ize nahradit Mn?*)

VYUZiti: biosyntéza polynukleotidii, radioaktivn{ znaceni RNA
velky vyznam pii rozlusténi genetického kédu

in vivo - ne zcela jasné funkce, zfejm€& normalné katalyzuje
depolymeraci RNA (pfi zachovani chemiské energie)
- odbourdnf mRNA v kooperaci s RNézou II



DEOXYRIBONUKLEAZY

DNA _endonukledz
déleni na ,,tfidy* I (produkuje 5° fosfaty) a II (3‘fosfaty)
(srovn. fosfodiesterdzy)

meéteni aktivity:

a. vysoké aktivity - méfeni podilu rozpustného v kyselindch (mé&f{ se
UV absorbance nebo radioaktivita)
vysokomol. Castedné zcela hydrol.
DNA hydrol.
okyseleni

+centrifugace

b. malé aktivity - $tSpeni superhelikdlni DNA: jediné preruSent
fetézce zplisobi zménu elektroforetické mobility

e e dvojietézcovy zlom:

: Vv rd 'V hd Q
L Stépeni obou retéggu ve
Stépeni 1 fetézce (DNaz

\tej:ém misté (DNéza II)
superhelikaln{

DNA
oteviena linedrni DNA
kruzZnicova .
DNA

o¢ ——
me——dln

Sc Lo oo .




Pankreaticka ggg xyribonukledza I (DNaza I) (trdvici enzym)
$té€pi DNA aZ na di- a oligonukleotidy (v primé&ru tetranukleotidy)
s 5-koncovym fosfatem (substréty pro fosfodiesterdzu I)

M;=31 000, pH optimum 6.8 - 8.2

mé dvé disulfidové vazby, redukci (merkaptoethanol) se inaktivuje:
k inaktivaci nedojde v pritomnosti Ca2+ |

vyZaduje Mg2t (4 mM) => inhibice EDTA, citritem...

Mn?2+ miZe Mg2+ nahradit (zmé&na specificity)

vysokomolekuldrni nativni DNA je hydrolyzovédna rychleji nez

denaturovand DNA a kratké fetézce => autoretardace

v pocatecnim stadiu - jednofetézcové zlomy

preferencné jsou St€peny S‘PUPP)/?)‘ vazby

syntetické polynukleotidy: v pOly(dG).pOIy(dC) je dC fetézec
Stépen jen v pfitomnosti Ca2+ (vedle Mg2+)

nebo je-li Mg2+ nahrazen Mn2+

inhibitor: monomerni aktin

DNaza II (brzlik, slezina; v lysozomech - intraceluldrni)
M; 40 000,

pH optimum 4.5 - 5.5,

nevyZaduje Mg2+ (inhibuje)

vytvéii dvouretézcové zlomy, tvoii 3‘-fosfatové konce

kone¢ny produkt - primérné hexanukleotidy



Endodeoxyribonukleazy z E. coli

(E. coli obsahuje asi 9 DN4z kédovanych chromozomem; &asto maj{
vyznam v procesech reparace)
Endonukleaza I - ndhodné §t€pi dsDNA na fragmenty asi 400 bp
: dlouhé (dvojfetézcové zlomy)
denat. DNA Stépi asi 7x pomalej
dsRNA ji inhibuje (tvof{ v buiice latentni komplex, aktivace RN4zou)

Endonukleaza II - jde ve skutecnosti o sm&s enzymd zi&astnénych v
procesech odstranéni poskozené DNA, v&etn& N-glykosylazy a AP
endonukledz >>) |

Endonukleaza III - jednoduchy enzym (M; 27 000), ktery vykazuje
kombinovanou aktivitu N-glvkosyldzy (odstrafiuje poskozené béze) a
AP-endonukledzy (3t€pi v mist& chyb&jici baze) tfidy I

‘poékozené baze
AR e,
o \Qﬁ &4

N-glyk¢sylaza
AP misto
AP nukledza t¥idy I

- 3 koncovy cukr

- 5° koncovy ¢

dal8i odbourani - exonukledzy t¥idy I, II



Endonukleaza IV - AP endonukledza ttidy II; asi 10 % AP aktivity
(zbytek endonukledza VI)

Endonukleaza V - nejlépe $t€pi ssDNA na kratké oligonukleotidy,
kromé toho téZ vytvari jednoretézové zlomy v ds DNA poSkozené UV

zafenim (pyrimidinové dimery => distorze) a v_.dsDNA obsahujici

uracil misto thyminu; produkuje 5° kdncovy fosfat

Endonukleaza VI - totoZnd s exonukledzou III
AP endonukledza tfidy II (a 3°->5° exo... a 3° fosfatdza >>)

sama je schopna §tépit AP misto a rozSifovat ,,mezeru® pfi opravé
Endonukleaza uvrABC - vystépuje pyrimidinové dimery

Restrikéni endonukleazy - $tépi dsDNA ve specifickych sekvencich
>>>

Endonukleizy indukované fagy po infekci bakteridlni buiiky

T4 endonukelaza II - vytvaii jednofetézcové zlomy v dsDNA (jiné
neZ T4 DNA) vzdélené asi 1 kbp, 5° -koncovy fosfat

T4 endonukledza IV - podobny téinek, ale ,hust&ji'a vidy s dCMP
koncem
protoZze T4 DNA obsahuje 5-hmC, neni §tépena



Exonukleazové aktivity DNA polymerazy I

A. 3°->5° EXO- AKTIVITA (proti sméru polymerace) - zachovand v
Klenowové fragmentu (76 000); v&tSina prokaryotickyjch DNA
polymerdaz (v€. E. coli II a IlI)

od 3‘-OH konce odit&puje monofosfaty jako exo I (ale $t&pi i

dinukleotidy); preferuje ds DNA, ne$t&pi fetézce s 3°-fosfatem ani RNA

vyznam - opravny mechanismus pfi polymeraci; ihned odstrani omylem

zabudovany ,,nepasujici“ nukleotid (pfi absenci nukleotidtrifosfati

odbourd cely fetézec)

B. 5‘->3° EXO- AKTIVITA (po sméru polymerace)
- maly fragment (34 000)
zcela specifickd pro ds DNA (,,na templétu®);

bez ohledu na 5° -koncovy fosfét
odstépuje z vétsiny mononukleotidy , 20-25 % jsou di- a del3f oligos
=>miiZe vystépit pyrimidinové dimery (reparace)
je RN4zou H (odstratiuje primery pfi replikaci)

,nick translation®



Exonukleaza III - 3°->5° exonukledza, 3‘-fosfatdza, AP endonukleaza

Fosfatdzov4 aktivita: odsté€pi 3¢ fosfat jako anorganicky, ale ne z

mono- a oligonukleotidlii a z RNA, pouze z ds DNA

Exonukledzovi aktivita: v ds DNA odstépuje monofosfaty od 3¢ konce,

pokud neni fosforylovany (pokud je, fosfét si odstrani);
rovnéZ Wi $t€pi RNA v DNA:RNA hybridu (RNéza H)
(10 000x rychleji)

AP-endonukledzovi aktivita (tfida II), = endonukledza VI - asi 8 %
AP aktivity v E. coli

,COMMON SITE MODEL": enzym ma tfi oblasti:

a/ - rozeznava deoxyribézu v ,,nestépeném® fetézci

b/ - $tépi 3° fosfaty Verdruhém fetézci; avSak pouze tehdy, kdyz

¢/ - nalezne  bud fSparovany deoxyribonukleotid (=> AP aktivita)
nebo 3° - koncovy fosfat (=> fosfatdza)
nebo 3‘-OH koncovy nukleotid (je na konci tranzientné

nespdrovany - srovn. DNA polymeréza I) (=> exo)

X
Phospharase Exonuclease | 3'
. 2o ~action Taction .
A b L G PPPOH “p PR [oH P [oH & >
1

-!-F':



RESTRIKCNI ENDONUKLEAZY

6,
sStory*e:

pii primérni infekci bakterie figem fag $patné roste

avSak: pfi reinfekci fagem, ktery ,,pfeZil* primdarni infekci, roste jiZz dobfe
pro¢: |

v bakteriich existuji endonukledzy vysoce specifické k urcité sekvenci
(3tepi jen tehdy, pokud ji rozpoznaji) - restrikCni endonukledzy

vlastni DNA je chran€na modifikaci (metylaci >>) cilového mista;
modifikované misto restriktdza nepozna a neStépi

-pfi prvni infekci fdg nemd metylovana restrikéni mista a je St€pen;

avSak nékteré molekuly fagové DNA jsou ,,omyvlem* metylovany (,.de

novo'), ty preziji a pii piisti infekci téhoZ hostitele jsou povaZovény za
vlastni DNA

PRINCIP METYILACE a RESTRIKCE: restriktazy jsou bud samy
metyldzami (typ I a IIT) nebo maji své komplemetdrni metylazy (typ II)

po replikaci je jeden fetézec metylovén, druhy ne; takovd mista jsou
rozpozndna a ,,dometylovana“
mista nemetylovand v obou feztézcich jsou rozpoznana a DNA Stépena

mista metylovand v obou fetézcich nejsou rozpoznéna

s urCitou frekvenci dochdzi k metylaci ,,de novo", tj. v mistech

nemetylovanych v obou fetézcich

,,V]aStl'llm DNA il s T [ S s
e \riplikace metch:
-
,,CiZi“ DNA restrikcc I
- T

(metylaceide novo) .
3 =P metylovany

............. i nemetylovany

fetézec




Restriktazy typu I
multifunkéni komplexni proteiny

-nukledzové (vyZaduje ADP, AdoMet a Mg2+), metyldzovd a ATPédzovd

aktivita

EcoB, EcoK - tfi podjédnotky, produkty tif gent (hsdR- restrikce,
hsdM-metylace, hsdS - specificita)

l.nejprve navdZe AdoMet => allosterickd zména na aktivni formu
2.nespecificky interaguje s DNA, migruje podél DNA (linedrni difuse) k

mistu, které specificky rozpozna:

5°AACNNNNNNGTGCB® geo K

GNNNNNNCACG
metylace :::
5T
%

3. reakce podle stavu rekogni¢niho mista (<<);
-metylace v reakci stimulované ATP v zpola metylovaném mist&; ve

- konzervované dseky

X:)"Eco B

zcetlila nemetylovaném s frekvenci asi 0.2 % (preZivsi fagy)

-restrikéni St€peni - mimo rekogni¢ni misto ve dvou stupnich (jeden a
po chvili druhy fetézec ,,0 kus vedle” (posunuty zlom); poté se nukledzova

VVVV

ATPézovd reakce - $té€peni asi 105 na jednu restrik&ni reakci




Restriktazy typu IT

jednodussi enzymy: dvé stejné podjednotky, vyZaduji jen Mg2+,

nejsou metylazy (ani ATP4zy), ale maji své komplementdrni metyldzy
(které rozpozndvaji a metylujf stejnou sekvenci)

Stépi v sekvenci, kterou rozpoznavaji (nebo blizko, Hgal)

restrikéni mista mivaji sttedovou symetrii (stejné tak enzymy)
-tupé (Smal, HindlIl) nebo kohezni (EcoRI, BamHI) konce
-mista n€kdy obsahuji nespecifické baze nebo ¢astecné specifické (Pu, Py,
A.T par v jakékoli orientaci...)
-mohou a nemus{ byt citlivé k metylaci (Hpall vs. Mspl);
Dpnl vyZaduje metylaci cilového mista

Restriktazy typu III
-dvé rizné podjednotky, nukledzovda, metyldzova a rekogniéni aktivita

-nejsou ATPazy

-metyldzov4 a nukledzova aktivita kompetuji, aktivni je pouze holoenzym
-nesymetrickd rekogni¢ni mista; jen jeden fetézec je metylovan

-Stépi 20 - 30 bp na 3° strané€ od rozpozndvaciho mista

Nomenklatura
systém dle Smith a Nathans

EcoR 1
g

bakterie men  poradi, ve kterém byl enzym
pfipraven

Izoschizomery

rozpozn4avaji stejnou sekvenci, ale nemusi ve stejném misté& St&pit (a

mohou byt rizné citlivé k metylaci)



Interakee restriktdz typu Il s DNA

- velk4 podobnost jednotlivych enzymi

- spole¢né reakéni schéma:

nespecifickd interakce kdekoliv na molekule -> linedrni{ difuse k restrikénfmu mistu -> tvorba
specifického komplexu spojend s konformacnt zménou proteinu i DNA -> §tépeni DNA

DNA (z ,,pidorysu®)

hold.enzym restriktdzy Fiokt kompl o
(dvé identické podiednotky) e specificky komplex

restrikéni misto

DNA (z ,,bokorysu*)

-relativné slabd za podminek optimdlnich pro $tépeni (tj. mM Mg2+)
- 8ilnéj§t v nepfitomnosti hof¢iku

- Znacné zdvisi na koncentraci soli: to ukazuje na zna pevek (tj. iontové

interakce s fosfaty)

Eco RV: nejlépe prostudovana:

-komplex je drZzen pohromadé€ péti kontakty aminokyselin z kazdé podjednotky s
cukrfosfdtovou kostrou |

-katalytické centrum nen{ v nespecifickém komplexu v aktivni konformaci a ty &asti molekuly,
které interaguji s restrikénim mistem, nejsou ,,spravné“ uspofddany

- v téchto &astech je voln& vazano velké mnoZstvi molekul vody (~100 na holoenzym) a iont,

které jsou pii tvorbé specifického komplexu uvolnény
(interference s vazbou/uvolnénim molekul vody, napf. osmoticky tlak, je zodpov&dnd za tzv. ,hvézdickovou
aktivitu®, tj. méné stringentni §t€peni)



Liteavnt. dif
-““nasednuti enzymu na DNA v kterémkoli mist& a hleddnf restrikénfho mista podél fet€zce

(= redukce na jednorozm&rmy problém) zvySuje pravdépodobnost a rychlost jeho nalezeni

napt. EcoR I postupuje rychlosti 7x10-6 bp/s !!

- enzym ,klouZe* podél molekuly DNA a opisuje helikdln{ zkrut; d&j je podminén citlivou

rovnovéhou pfitazlivych a odpudivych elektrostatlckych sil

(alternativnf mechanismus - ,,skdk4nf*, tj. mikroskopické disociace/asociace- nem’ pravdépodobn)’r enzym

neprehlédne* Z4dné restrikéni misto a miiZe byt zablokovén neobvyklou strukturou DNA, napt. triplexem; navic se
,»odraZi** od koncii linedrni DNA)

- “hvézdickovd “ mista enzym ,,zdrzi“ az na 20 s (i za optim4lnich podminek, kdy nejsou $t¢pena; enzym
,Ov&fuje”, zda nenf na ,,své" sekvenci, a poté pokraluje. Cas, po ktery se ,.zdrZ{", koreluje s podobnosti mista ke
kanonické sekvenci a tedy s relativni afinitou enzymu k danému mistu)

ifi

-nejlépe prostudovan je enzym EcoRV (GATATC)

- ve specifickém komplexu je DNA ohnuta o 55°, ¢imZ je misto ,,odvinuto“, u cetralnich bp
porus$ena stacking interakce

- komplex je tésny, enzym t&sné ,,obejme* DNA kolem dokola

- v molekule enzymu #7i smycky, které v nespecifickém komplexu oz,

jsou neusporddany, vytvori specificky kontakt s DNA

RAOP Jasnres
ve velkém a malém Zldbku Anted, 7 -
gl LTheiOR.., % _§
-tzv. R-smyCka vytvofi 12 pfimych vodikovych a 5 _/

vazeb s bazemi, 12 vazeb zprostfedkovanych molekulami W’ﬁﬂf\\w ‘ ul
vody s fosfaty a dva van der Waalsovské kontakty
s vnéjSimi thyminy

-Q-smycka (,,bohatd na glutamin®) tvofi Ctyfi vodikové L\jﬁ
vazby s hranami bazi v malém Zl4dbku a obsahuje Asp74, &
ktery ma katalytickou funkci; tam je rovnéZ do komplexu zapojen -

hofecnaty ion

-centrdlni bp nevstupuje do Zadné pfimé interakce (tam je v diisledku ohybu
hluboky a vizky maly #14bek)

-dal3ich 24 aminokyselin (mimo R a Q smy¢ky) tvoii vodikové nebo iontové mustky s fosféty

interakce je vysoce specifickd: k témér uplné inaktivaci komplexu vederizend substituce

aminokyselin, které tvofi vodikové vazby s bdzemi, mutace restrikcniho mista (véetng centrdlnich bp, které

netvofi pHimé vodikové vazby), a ve v&Sin& pifpadl i chemické zmény fosfdtovych skupin (nahrazeni Kyslikil) a
sbstituce aminokaselin s nimi interagujicich (napf. za alanin)



VyuZiti restriktdz
téméf vyhradng typu II

- fyzikalni mapovéni: $t€pi v prisné specifickych mistech na fragmenty,
jejichZ poget relativné neni vysoky

-1 23 12 3 23183
, : ——
¥ \J e
a b A cT d e —
1 - s
2 — — =—_
=>sekvenoviani DNA - ===

_konstrukce rekombinantnich molekul (zejm. vyuZiti ,lepivych® koncii)

TAGC
ATCG +
TAGC
ATCG = LIGACE

-studium rozsahu metylace genomu (dvojice izoschizomert, z nichZ jeden

je citlivy a druhy necitlivy k metylaci cilového mista)

Msp 1 - Hpall CQGG e

met..

demet, hypermet.
BstNI - EcoRII CQ_%GG K HM

HMHM

E R

s
p
Q._x,‘

K - nestépend DNA
H- Hpall
M - Mspl




Vyuziti restrikCnich
endonukleaz

rozpozndvaci misto
pro EcoRl na vekloru

« Sté&peni DNA ve zcela
konkrétnich pozicich —»
vytvareni fragmentt DNA
o presné definované

Fragment DNA ziiného zdroje

d é I Ce . vzniklj stépenim EcoRl.
§'lepivé konce m
 Tyto fragmenty mohou S vrarr R I

byt pouzity ke klonovani,
koncovému znaceni,
konstrukci restrikénich

map apod. \ pRBREITA A ChnN pmonisen




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 fragmentu 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
roz$tépeni 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, Zze po Stépeni
enzymem 2 vznikaji
fragmenty o velikostech 7
kb a 10 kb.

lingami DNA

'

$tépen

e

enzym!  enzym2

enzym 1
a
enzym2

gel

B 10kb
. § kb

. D
I

3k

S § kb
I b

I kb

1 kb

elektroforeticka separace

REf RE2 RE{




Polymorfizmus deélky restrikCnich
fragmentu - RFLP

Tato metoda se pouZziva pfi
analyze genomul.

Vyuziva rozdily v
restrikEnich mapach jedincu
téhoz druhu.

Rozdily jsou podminény
riznou délkou a pocétem
restrikEnich fragmentu,
které vznikaji Stépenim
genomové DNA urcitou
restrikEni endonukleazou.
Tyto rozdily vznikaji jako
dusledek bud mutaci, které
vedou ke vzniku (nebo
zaniku) cilovych sekvenci
pro tento typ enzymu, nebo
jako dusledek pFitomnosti
rizného poctu
repetitivhich sekvenci,
deleci, inzerci, pfipadné
prestaveb ve specifickych
oblastech chromozomd.

Vzniklé fragmenty Ize
rozdélit a detekovat gelovou
elektroforézou.

Vysledky se pouzivaji v
lékafské 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
zmény v sekvencich pro
vazebna mista primeru,
pfipadné delece a inzerce v
amplifikovanych usecich
DNA.
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gelové elektroforéza / Southernova hybridizace

Normal (-globin DNA

|
'/ Msgll site \

Slekie-cell DNA

>

Cutwith 1
MstTl

Gel electrophoresis
and Southern blot

Sicklecell DNA shows
35 a single fragment
on the blot.

Nomal  Sickle-cell

Mstll - CCTNAGG

ednoduchy feséze
normalnih genu pro fi-globin

EIEUMCNMIEUGTEG-\G-
GTGCACCTGACTCCTATGEAG

pdnoduchy feckzes
mutzrinihi geny pro figlobin
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polynukleotid kinaza: prenos y-fosfatu z ATP na
5'-OH poly- nebo oligonukleotidu

(fosforyluje kinaza, ne fosforylaza!!)

=N
N

0 9.0 4{/

= plo—plo_pY, N~ N
L o
o o © k #

OH OH

pokud chci znacit 3'-konec, tak DNA-polymerazou
nebo terminalni nukleotidyl trasferazou (TnT,
TdT) a radioaktivni fosfat musi byt o.!!

TnT, TdT: pfipojovani nukleotidu
(deoxynukleotidl) na volny 3-OH konec bez
templatu



DNA ligaza: vytvafi fosfodiesteroveé vazby,
spojuje fragmenty DNA, zaceluje zlomy

v prvnim kroku prenos AMP z ATP nebo NAD na

5'-fosfo konec (meziprodukt obsahuje
,makroergickou” disfosfatovou vazbu)
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0=p—0Q. NZ
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Jaké enzymy a prekurzory
pouziji
pro znaceni DNA?

« 5'-konec: radioaktivnim fosfatem — polynukleotid kinaza
+ y-32P-ATP (33P, 39S)

» 3'-konec: celym deoxynukleotidem (vCetné a-fosfatu) a
polymerazou

— tedy a- 32P, 33P 35S dNTP (baze podle potieby)

— libovolny fluorofor, redox znacka, biotin... vhodné
pripojeny k cukru nebo bazi

— primer extension (DNA polymerazy v¢. Klenowova
fragmentu)

— vyména 3'-koncovych nukleotidu (proofreading exo+
polymerazy vC. Klenowa)

— terminalni deoxynukleotidyl transferazou (TdT) — jeden
nebo nékolik nukleotidi nahodné bez templatu

* inkorporace znacek dovnitr syntetizovaného retézce

— ,hick translation® (DNA polymerazy s 5'—3‘ exo aktivitou;
Pol |, Klenow+maly fragment — nikoli samotny Klenow!)

— ,random priming“ (DNA polymerazy v€. Klenowova
fragmentu)

— PCR (vhodné termostabilni DNA polymerazy)




