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Nukleáza S1 

• Endonukleáza specifická pro jednořetězcovou DNA (RNA) 

• Používá se  

– k odstraňování jednořetězcových úseků na dsDNA, 

smyček na cDNA vznikajících při její syntéze, mapování 

intronů analýzou hybridních molekul DNA-mRNA. 

– k detekci jednořetězcových úseků v molekulách DNA – 

mohou indikovat přítomnost struktur vznikajících při 

genové expresi a regulaci. 

• pH optimum leží v kyselé oblasti, kromě nukleázy S1 se 

používá nukleázy P1, která má podobnou specifitu, ale je 

aktivní při neutrálním pH.  







































Využití restrikčních 

endonukleáz 

• Štěpení DNA ve zcela 

konkrétních pozicích  

vytváření fragmentů DNA 

o přesně definované 

délce. 

• Tyto fragmenty mohou 

být použity ke klonování, 

koncovému značení, 

konstrukci restrikčních 

map apod.  

 



Konstrukce restrikční mapy kombinovaným 

štěpením dvěma restrikčními enzymy. 

• Štěpení molekuly DNA 
enzymem 1 vedlo ke 
vzniku 3 kb, 6 kb a 8kb 
fragmentů. 

• Štěpení molekuly DNA 
enzymem 2 vedlo ke 
vzniku fragmentů o délce 7 
kb a 10 kb. 

• Abychom byli schopní 
seřadit jednotlivé 
fragmenty ve správném 
pořadí, je třeba provést 
kombinované štěpení 
oběma enzymy. 

• Protože kombinované 
štěpení nechalo netknuté 
fragmenty 6 kb a 8 kb ze 
štěpení 1, ale došlo k 
rozštěpení 3 kb fragmentu, 
musí být restrikční místo 
enzymu 2 uvnitř 3kb 
fragmentu a tento 
fragment musí ležet 
uprostřed molekuly DNA. 

– Pokud by 3 kb fragment 
byl na konci a ne 
uprostřed analyzované 
molekuly, potom by i 
štěpení samotným 
enzymem 2 muselo 
poskytnout 1 kb nebo 2 
kb fragment. 

• To, že cílové místo pro 
enzym 2 leží blíže 6 kb 
fragmentu než 8 kb 
fragmentu lze odvodit z 
faktu, že po štěpení 
enzymem 2 vznikají 
fragmenty o velikostech 7 
kb a 10 kb. 



Polymorfizmus délky restrikčních 

fragmentů - RFLP 

• Tato metoda se používá při 
analýze genomu. 

• Využívá rozdíly v 
restrikčních mapách jedinců 
téhož druhu. 

• Rozdíly jsou podmíněny 
různou délkou a počtem 
restrikčních fragmentů, 
které vznikají štěpením 
genomové DNA určitou 
restrikční endonukleázou. 

• Tyto rozdíly vznikají jako 
důsledek buď mutací, které 
vedou ke vzniku (nebo 
zániku) cílových sekvencí 
pro tento typ enzymů, nebo 
jako důsledek přítomnosti 
různého počtu 
repetitivních sekvencí, 
delecí, inzercí, případně 
přestaveb ve specifických 
oblastech chromozomů. 

• Vzniklé fragmenty lze 
rozdělit a detekovat gelovou 
elektroforézou. 

• Výsledky se používají v 
lékařské diagnostice, v 
kriminalistice apod. 

• AFLP – polymorfismus 
délky amplifikovaných 
fragmentů: jde o rozdíly v 
délce amplifikovaných 
fragmentů vznikajících při 
použití některých variant 
PCR. Podstatou zde jsou 
změny v sekvencích pro 
vazebná místa primerů, 
případně delece a inzerce v 
amplifikovaných úsecích 
DNA. 

MstII - CCTNAGG 



• polynukleotid kináza: přenos -fosfátu z ATP na 

5‘-OH poly- nebo oligonukleotidu 

• (fosforyluje kináza, ne fosforyláza!!) 

 

 

 

 

 

 

 

• pokud chci značit 3‘-konec, tak DNA-polymerázou 

nebo terminální nukleotidyl trasferázou (TnT, 

TdT) a radioaktivní fosfát musí být !!

• TnT, TdT: připojování nukleotidů 

(deoxynukleotidů) na volný 3‘-OH konec bez 

templátu 



• DNA ligáza: vytváří fosfodiesterové vazby, 

spojuje fragmenty DNA, zaceluje zlomy 

• v prvním kroku přenos AMP z ATP nebo NAD na 

5‘-fosfo konec (meziprodukt obsahuje 

„makroergickou“ disfosfátovou vazbu) 



Jaké enzymy a prekurzory 

použiji  

pro značení DNA?  

• 5‘-konec: radioaktivním fosfátem – polynukleotid kináza 

+ -32P-ATP (33P, 35S) 

 

• 3‘-konec: celým deoxynukleotidem (včetně -fosfátu) a 

polymerázou 

– tedy - 32P, 33P,35S dNTP (báze podle potřeby) 

– libovolný fluorofor, redox značka, biotin… vhodně 

připojený k cukru nebo bázi 

– primer extension (DNA polymerázy vč. Klenowova 

fragmentu) 

– výměna 3‘-koncových nukleotidů (proofreading exo+ 

polymerázy vč. Klenowa) 

– terminální deoxynukleotidyl transferázou (TdT) – jeden 

nebo několik nukleotidů náhodně bez templátu 

 

• inkorporace značek dovnitř syntetizovaného řetězce 

– „nick translation“ (DNA polymerázy s 5‘→3‘ exo aktivitou; 

Pol I, Klenow+malý fragment – nikoli samotný Klenow!) 

– „random priming“ (DNA polymerázy vč. Klenowova 

fragmentu) 

– PCR (vhodné termostabilní DNA polymerázy) 

 

 

 


