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.



DNA-polymerazy

DNA-polymeraza | (E. coli): katalyzuje 3
odliSné reakce, jejich rychlost je ovlivnéna
stavem DNA a koncentraci dNTP v reakeni
smeési. Za vhodnych podminek degraduje

polynukleotidovy fetézec DNA ve sméru 5°—3 a

souCasne degradovany retézec nahrazuje
polymeracni reakci. Téeto vlastnosti se vyuziva
ke znaceni DNA metodou tzv. posunu
jednofetézcového zlomu (,nick translation®).

— Na dvouretézcoveé DNA se vytvori DNazou |
nahodné jednoretézcové zlomy. Ty jsou
substratem pro pusobeni DNA-polymerazy |.

Klenowuyv fragment DNA-pol I: jde o vétsi ze
dvou fragmentu DNA-pol |, které vznikaji pfi
stépeni subtilizinem. Vykazuje 5°—3
polymerazovou a 3'—5 exonukleazovou
aktivitu, oproti DNA-pol | postrada 5'—3
exonukleazovou aktivitu. Pouziva se pfi syntéze
DNA, kdy nesmi dochazet k odbouravani
primerd, napf. pfi enzymové metodé
sekvencovani, pfi znaceni DNA prodlouzenim
primeru nebo pfi doplnéni preCuhujicich 5°-
koncUl po restrikénim $tépeni DNA.
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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.



Zpetna (reverzni) transkriptaza (retroviry)

« 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 et
3°-koncum DNA.

Nevyzaduje templat, tim se liSi od
DNA-polymeraz.

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

UcCastni se oprav poSkozené 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 preventivne v laboratorich k
odstranéni dfive amplifikované DNA:

ProtoZe pfenesené 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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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.
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Jaké enzymy a prekurzory pouziji
pro znaceni DNA?

5‘-konec: radioaktivnim fosfatem — polynukleotid kinaza + y-32P-ATP (33P,
353)

3'-konec: celym deoxynukleotidem (v€etné a-fosfatu) a polymerazou

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

libovolny fluorofor, redox znacka, biotin... vhodné pfipojeny k cukru nebo bazi
primer extension (DNA polymerazy v¢. Klenowova fragmentu)

vyména 3‘-koncovych nukleotidt (proofreading exo+ polymerazy v¢. Klenowa)

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

inkorporace znacCek dovnitr syntetizovaného retézce

,nick 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)




