Manipulace s nukleovymi kyselinami

podmifiuji

1. enzymy - zdsahy do struktury DNA a RNA

2. vektory - klonovdni fragmenti DNA a RNA

3. hybridizace - identifikace specifickych sekvenci

Vyhody enzymd:
- vysoka specifi¢nost reakci
- moznost pracovat s malym mnozstvim substratu




Klasifikace enzymu, jejichz
substratem jsou nukleové kyseliny

Podle typu substratu:
- DNA enzymy
- RNA enzymy
Podle typu reakce:
- enzymy anabolické = polymerdzy
- enzymy katabolické = nukledzy
- enzymy spojujici retézce nuk. kyselin = /igazy
- enzymy modifikujici nukleové kyseliny




Anabolické enzymy

Syntetizovand | Matrice| Enzymova Priklad Zdrojovy
molekula trida organismus
DNA DNA DNA- DNA- E.coli
polymerdzy | polymerdza I
RNA Zpetné Zpétna AMV
transkriptdzy |transkriptdza| (virus pta&i
AMV myeloblastdzy)
Zédnd | Termindlni | Termindini | Teleci
transferdzy | transferdza brzlik




Anabolické enzymy

Syntetizovanad | Matrice | Enzymova Priklad Zdroj
molekula trida
RNA DNA RNA- RNA- E.coliinf.
polymerdzy | polymerdza | fdgem T3,
T3,T7,5P6 | T7,SP6
Zédnd Poly (A) Poly (A) E.coli

polymeradzy

polymerdza




Katabolické enzymy

Rozkladana Typ Enzymova | Specifita | Priklad Zdroj
molekula | degradace trida
DNA | od koncu | exonukledzy SS Exonukledza E.coli
ITT
DS Bal 31 Alteromonas
espejiani
uvnitr | endonukledzy SS S1 nukledza | Aspergillus
molekuly oryzae
DS EcoRI (RE) E.coli
DNaza I hovézi

pankreas




Katabolické enzymy

Rozklddand Typ Enzymovd Priklad Zdroj
molekula | degradace trida
RNA od koncu | exonukledzy | fosfodiesterdza | hadi jed
uvnhitt | endonukledzy | ribonukledza A | hovézi
molekuly pankreas




Enzymy modifikujici DNA

Typ enzymu Priklad Zdroj

Metylazy Dam-metyldaza | E.coli

Dcm-metylaza
EcoRI-metyldza

Kindzy T4-polynukleotid | £.coliinf. fagem
kindza T4

Fosfatdzy BAP-fosfatdza |bakterie

CIP-fosfatdza hovézi strevo




Enzymy spojujici molekuly DNA

Typ enzymu

Priklad

Zdroj

DNA ligaza

T4-DNA-ligaza

E.coliinf. fdgem T4




Restrikéni endonukleazy (RE)

+ endonukledzy izolované z bakterii

* spolu s metylazami pfedstavuji jednoduché varianty
imunitniho systemu: jejich ukolem je ochrana
bakterialnich bunék pred cizorodymi molekulami DNA

- soucdst restrikéné modifikaénich systémd

* omezuji propagaci bakteriofdgl (hapf. fdg namnoZeny
v kmeni C £.coli nemuze ucinne infikovat £.colikmen K,
protoZe fdgova DNA je v kmeni K G¢inné degr'adovana)

* DNA hostitelské buriky je pfed ucinkem vlastni
endonukleazy chranéna metylaci

+ objevitelé : H.O. Smith, K.W. Wilcox, and T.J. Kelley,
(Johns Hopkins Univer'si‘ry, 1968)




Restrikce bakteriofaga

i
Chromosomal —{ N/ \
DNA s

Chromosomal
DNA is protected
by methylation

Restriction
endonuclease
attacks incoming
DNA

Degraded
phage DNA




Vyznam restrikénich endonukleaz

* ndstroj pro pripravu rekombinantnich
molekul DNA

* prostredek pro studium struktury,
organizace, exprese a evoluce genomu

» zdklad pro genové inzenyrstvi




Vlastnosti restrikénich endonukleaz

+ sekvencné specifické endonukledzy
» producenty jsou bakterie

+ Stépi dvouretézcové molekuly DNA vétsina

RE rozeznadva palindromy (..radar")
+ Stépi oba retézce DNA

* rozdéluji se do trid Bl=xmm




Tri tridy RE

» rozdéleni zaloZeno na zpusobu Stépeni DNA,
molekulové hmotnosti a pozadavcich na
kofaktory

* RE tridy I a ITT nesou v jedinem proteinu
aktivitu modifikaéni a restrikéni

* Vv genovém inzenyrstvi se témer vyhradne
pouzivaji RE tridy IT, které maji pouze
aktivitu restrikéni




Restrikéni endonukledzy tridy I
(EcK, EcoB)

» vazou se na specifické nukleotidové sekvence

+ Stépi nahodné v mistech vzdalenych az nékolik 1000
pb od mista vazby

* molekulova hmotnost dosahuje cca 300.000
+ zajist'uji modifikaci (metylaci) i restrikci DNA
» vyzaduji kofaktory ATP, Mg?* a S-adenosylmetionin

* nevhodné pro analyzu sekvenci DNA nebo genové
inZenyrstvi




Restrikéni endonukleazy tridy II

* vdzou se na specifické S4-8 pb) dlouhé rozpozndvaci
(cilové) misto (¢asto palindrom)

+ katalyzuji Stépeni dvouretézcovych molekul DNA
hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou retézcu v

restrikénim miste, které je uvnitr vazebného mista nebo
v jeho bezprostrednim sousedstvi

+ produktem jsou definované restrikéni fragmenty DNA

- [s;rﬁpeni se podrobuji vsechna cilova mista v dané molekule
A

- molekulova hmotnost: 20.000 - 100.000

+ kofaktor: pouze ATP

- v souc¢asné dobé znamo vice nez 3500 restrikénich

endonukleaz IT




Restrikcni endonukleazy tridy III

* vdzou se na specifickd mista DNA, ale $tépeni
neni sekvencné specifické

* kofaktorem je ATP




Charakter cilovych mist RE tridy II
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Orientace cilovych mist je dulezita
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Produkty stépeni restrikénich endonukleaz

- tupé (.blunt") konce (po $tépeni obou retézcd
ve stejném misté)

- ostré (.sticky") konce (po $tépeni retézct v
rdznych mistech, kterd jsou obvykle vzddlena
1-4 nukleotidy)

- 5" precnivajici (..,overhang")
- 3" precnivajici
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Precnivajici kompatibilni konce usnadnuji spojeni
fragmentt DNA pochazejicich z riznych zdroju

Cut
site
5 * 3
BOME G A L i LE&IIJ]EH:
RO C I A A T E]E]1IE§II
3 * 5
1 G.Ut EcoRl cut fragment
site
from another source
i l l l l CEmMOBO0O L L l l CEODOEEDO
B0 M E] GEOLOENENR GECDE O
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. S Mix and anneal _ﬂf;j
EJI'_'II[ﬂlALA Jf 1[ CEOUOOEO Sticky ends
E’.’]-l___IE\ZIT .T.T(‘E’BDE:'.]ED annealed

ready for ligation




Restriction Enzyme
Action of EcoRI

The enzyme cuts both DH&  [B B _
strands at he same site. ) Foreian DHA
o Eg— ¥
ol b 1
C T ™

DM Tragimenks juil
ab stizky ends

Sticky end
G AATT
= 1

Sticky enc

e

Fecombinant DR,




Vyuziti restrikénich enzymu

» fyzikalni mapovani DNA

- analyza populaénich polymorfizmu
- zmeény v usporadani molekul DNA
» priprava molekuldrnich sond

- priprava mutantd

- analyza modifikaci DNA




Nazvoslovi restrikénich endonukleaz

napr. EcoRI

+ 1. pismeno: pocatecni pismeno rodu
pr'odukcm bakterie

* 2. a 3. pismeno: prvni dvé pismena druhu
pr'odukcm bakterie

» oznaceni kmene (serotypu) produkéni
bakterie (ne vzdy)

* rimska Cislice vyjadruje poradove Cislo
endonukledzy izolované z dané bakterie




Examples of restriction endonucleases

Enzyme Recognition Number | Ends Original source of enzyme
site of bases | generated

EcoRl1 G/AATTC 6 5" sticky Escherichia coli RY 13

BamHl | G/IGATCC 0O 5 sticky Bacillus amyloliquefaciens H

Belll A/GATCT 6 5" sticky Bacillus globigii

Pstl CTGCA/G 6 3 sticky Providencia stuartii

Xmal C/ICCGGG 6 5 sticky Xanthomonas malvacearum

Smal CCC/GGG 6 blunt Serratia marcescens

Sau3A IGATC 4 5 sticky Staphylococceus aureus 3A

Alul AG/CT 4 blunt Arthrobacter luteus

Noil | GC/GGCCGC 8 5" sticky Nocardia otitidis-caviarum

Pacl TTAAT/TAA 8 3’ sticky Pseudomonas alcaligenes

Only one strand of the recognition site i1s shown, with a slash (/) showing the position
of the cleavage site. All the examples shown are palindromic, so the sequence of the
second strand, read as the reverse complement, and the position of the cleavage site,
will be the same as that shown. Thus the reverse complement of ¥-GAATTC-3' is
also 5'-GAATTC-3, and both strands are cut by EcoRI between G and A.




Priklady cilovych mist nékterych RE

misto stépeni kostra cukernych fosfatd

Hae Il

Eco Rl

Alu |

Not |

Hind Il




Izoschizomery

- ruzné RE, které se stejnym rozpozndvacim
mistem (odligni producenti, reakce mize byt

odlisna)

+ izoschizomery mohou mit odlisnou citlivost k
metylovanym bazim v cilové sekvenci

Isoschizomers Products
+Kasl i) 5..G S (4 bp 5'overhang)
3'...CCGCGp | M
GGG
...CCGCGQG... :
+ Narl a0 -GG pCGCC... (2 bp 5'overhang)




Izokaudamery

o / / 4 oV V4 V4 V4
* ruzne RE, ktere ma J odlisne cilove
sekvence, ale vytvareji stejne lepive
konce

+ vyhodné pro cilené spojovani riznych
molekul DNA




Relaxovana (uvolnéna) specifita
(hvézdickova aktivita)

» schopnost RE stépit kromé cilového mista
také jiné - pribuzné sekvence

» vétsinou za neoptimdlnich reakénich podminek

- Napf. EcoRI muzZe vedle sekvence GAATTC
stépit i sekvence GGATTC, GGATTT, AGATTT




Citlivost RE k metylaci bazi v
rozpozndvaci sekvenci

AC - Stépeni je inhibovano pritomnosti
. Neé-metyladeninu nebo 5-metylcytozinu
AC - stépeni neni pritomnosti Né-metyladeninu

nebo b-metylcytozinu ovlivnéno




Jednotka RE

mnozstvi RE, které zcela rozstépi 1 ug
DNA fdga Lambda za 1 hodinu pri optimadlni
teploté a v optimalnim prostredi




Pocet restrikénich mist pro dany enzym
v molekule DNA klesa s jejich velikosti

Number of restriction sites
DNA Genome
source size (kb) 4bp 6bp 8bp
1 pUC19 3 10 0-1 0-1
2 S5V40 5 20 1 0-1
3 Bacteriophage XA 48 190 12 0-1
4 Bacteriophage T4 165 660 40 2-3
5 Bacteria 4700 18400 1100 70
6 Yeast’ 16000 62500 3900 250
7 Fruit fly” 120000 470000 30000 1800
8 Mammals” 3000000 11700000 730000 46000
* Haploid values (most somatic cells have twice as much DNA)




Nukleazy

+ Jejich aktivity jsou obvykle neZadouci - narusuji
integritu vzorku DNA a RNA

Existuje Fada riznych nukledz, které se lisi
substrdtovou specifitou, pozadavky na pritomnost
kofaktort nebo zplsobem degradace substratu
(exonukleazy, endonukledzy, prip. obé aktivity
soucashé)

Substratova specifita ¢asto zavisi na koncentraci
enzymu (vysoké koncentrace - nizsi specifita)




Deoxyribonukleaza I (DNaza I)

Aktivita:
+ nespecifickd endonukleaza

» v DNA vytvari jednoretézcové zlomy, od
kterych se DNA ddle degraduje na mono- a
oligonukleotidy

Substrat:

dvouretézcovd i jednoretézcova DNA
Hlavni produkty:

Dinukleotidy, trinukleotidy, tetranukleotidy
fosforylované na 5” konci

Zdroj:
hovézi pankreas




Deoxyribonukleaza I (DNaza I)

Vliv kofaktori:

» za pritomnosti Mg®* jsou mista §tépeni rozmisténa
statisticky na obou retézcich: ndhodné zlomy

» za pritomnosti Mn?* jsou prednostné $tépena mista
leZici ve ds DNA proti sobé: tupé konce nebo presahy
1 - 2 nukleotidu

Vyuziti:

- nizké koncentrace: vytvareni jednoretézcovych zlomu
v ds DNA pred znacenim ,nick translaci

- vy33i koncentrace: odbourdni DNA z roztokid RNA

* Analyza interakci protein-DNA (.,DNase footprinting")




.Mung bean nuclease™

Ak'rlvrra
+ Stépi jednoretézcovou DNA na mononukleotidy
nebo oligonukleotidy

+vysoké koncentrace rovnéz degraduji
dvouretézcovou DNA

Vyuziti:
- odstranéni jednoretézcovych presaht z konct
fragmentt DNA: vznik tupych koncl




Nukleaza Bal31

- §tépi linedrni dvouretézcovou DNA od obou koncl bez
tvorby intramolekuldrnich zlomu, vznikaji zkrdacené
fragmenty DNA se zarovnanymi konci

Aktivita:

» endonukledzova specificka pro jednoretézcovou DNA
» exonukledzova 5" - 3’

» exonukledzova 3" » 5’

Podminka aktivity:

- pritomnost iontld Ca?* (moznost inaktivace
chelataénimi Cinidly)




Nukleaza Bal31

Zdroj:
bakterie A/teromonas espejiana

Vyuziti:

- cilené zkracovani dvouretézcové DNA z obou
koncu

- odstranéni restrikénich mist

» zavddeni deleci (odstranuje jednoretézcové
oblasti v duplexu DNA a RNA)

mapovani restrikénich mist




Vytvdreni
deleci
nukleazou Bal31
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Nukleaza S1

Endonukledza specifickd pro jednoretézcovou DNA

Zdroj: Aspergillus oryzae

Vyuzm

odstranéni jednovlaknovych struktur z dvojvlaknoveé
DNA a RNA (odstranéni nespdrovanych smycek)

- mapovdni intronu analyzou hybridnich molekul DNA-
mRNA

- odstranéni jednoretézcovych koncti DNA: tupé konce




Nukleaza ExoIII

Aktivita:
katalyzuje postupné odstrariovani 5° mononukleotidd
z 3” OH koncu dvouretézcové DNA (na

dvouretézcové DNA postupné odstranuje jedno
vlakno od 3" konce)

Substrat:
+ preferovand je dvouretézcova DNA s tupymi nebo
5° precnivajicimi konci
nhizka G¢innost na dvouretézcové DNA s
3’ precnivajicimi konci
inaktivni na jednoretézcové DNA

Zdroj: E.coli




Nukleaza ExoIII

Vyuziti:

» vytvdreni jednosmérnych deleci od koncd
linedrnich fragmenti DNA

- priprava jednoretézcovych substrati pro
sekvenovdni DNA dideoxy termina¢ni metodou




Priprava
jednosmérnych deleci
ExoIII

Promoter
Psil < ™ Cloned cDNA

BomHl/
Cleave DNA with Pstl and BamHiI
]
" GATCC CTGCA,
5 eI L B

‘ Exonuclease Il

|
5 GATCC ccea | Extentof
- - G deletion
- controlled
GAICC ‘ - CTGCA by time
/ & of digestion

Sing|e-s’rranded DNA Nuclease S1
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2 r'nut:?s.t L. -E:;

Ligate linker m

Promoter @
intact / \

Linker cDNA remaining
after deletion




Nukledza faga Lambda
(Lambda Exonuclease)

Aktivita:

exonukledzovd, odstrafiuje 5” mononukleotidy z
dvouretézcové DNA ve sméru 5" - 3’

+ produktem jsou 5 nukleosid - monofosfaty
Substrat:

+ preferovand je dvouretézcova DNA fosforylovana
na 5° konci

Zdroj:

bakterie £.coliinfikované fagem Lambda
Vyuziti:

» vytvareni jednosmérnych deleci




Ribonukleazy

Ribonukleaza T1
- sekvencné specificka ribonukleaza
+ degraduje specificky RNA v mistech G

Zdroj. Aspergillus oryzae (dnes prislusny gen klonovan v £.
coll)




Ribonukleaza T1

Substrat a aktivita:

- §tépi RNA v poloze 3’ fosfati guaninovych zbytku:
vznikaji oligonukleotidy s koncovymi
guanosinovymi 3° fosfaty

Vyuziti

- odstranéni nespdrovanych oblasti RNA z hybridi
DNA:RNA

+ sekvenovani RNA

- mapovani RNA

+studium struktury RNA




Ribonukleazy

Ribonukleaza A
Endoribonukledza, kterad specificky degraduje
jednoretézcovou RNA v mistech C a U.

Zdroj: hovézi pankreas




Ribonukleaza A

Substrat a aktivita

Endoribonukledza, stépi jednoretézcovou RNA na 3" koncich
pyrimidinovych zbytkud: degradace RNA do 3 -fosforylovanych

oligonukleotidu.

Vyuziti:

eliminace nebo snizeni kontaminujici RNA v izoldtech
plazmidové DNA

mapovani mutaci v DNA nebo RNA Stépenim nespdrovanych
oblasti: RNdza stépi RNA v hybridech RNA:DNA v mistech
nespdrovanych oblasti, produkty Stépeni jsou ndsledné
analyzovdny

test ochrany pred ribonukledzou (RNase protection assay)




DNA ligazy

» enzymy, které obnovuji cukr-fosfatovou kostru
DNA tvorbou kovalentni fosfodiesterové vazby
za spotreby ATP nebo NAD

» fyziologicky vyznam pri replikaci, rekombinaci a
reparaci DNA

» analogické RNA ligazy katalyzuji /in vitro podobné
reakce pri ligaci ssRNA




Reakce katalyzované DNA ligazami




Pouziti DNA ligaz

» priprava rekombinantnich molekul DNA

* spojovdni fragmentd DNA rizného pivodu (restrikeni
fragmenty DNA, uméle syntetizované molekuly DNA,
Eroduk‘ry zpétné transkripce, atd.) s komplemen’rarnlmu

onci, k pripojeni spojek a adaptoru, cirkularizaci
linedrnich molekul DNA




Bézné typy DNA ligaz

T4-DNA-ligaza

- izolovdna z bunék £. coliinfikovanych fagem T4

+ spojuje lepivé i tupé konce DNA

- opravuje jednoretézcové zlomy (.nicks") v dvouretézcové
DNA, RNA a u hybridi DNA/RNA

+ vyzaduje pritomnost fosfatové skupiny na 5" konci a OH
skupiny na 3" konci molekuly

Bakteridlni DNA ligaza
+ izolovdna z bunék £. coli
+ spojuje jen DNA s lepivymi konci




A.

Metody spojovani molekul DNA

s lepivymi _konci:

za vhodnych podminek dochdzi k parovani komplementarnich
useku, kovalentni spojeni zajisti DNA ligdza

B._s tupymi konci:

- vysokymi koncentracemi T4 DNA ligazy
- preménou tupych koncu na lepivé prostrednictvim tzv.
linkerd, ddle viz A

C._s precnivajicimi konci, které nejsou kompatibilni:

- termindlni transferdzou pridat k 3" koncum jednoho
fragmentu homopolymerni extenze (napr. poly-dA) a k

3" koncum druhého fragmentu komplementdrni homopolymerni
extenze (poly-dT)

- ,zatupeni" koncu (polymerace, degradace)




Vytvéreni rekombinantnich molekul
DNA /n vitro

(A) SPOJENIDVOU KOMPLEMENTARNICH NEROVNYCH KONCU

+ ligéza
————— e
+ ATP

+ ligdza
+ ATP

+ deoxyribo- 52
nukleotidy

—
+ polymeraza

rekombinantni DNA




Blunt end ligation can combine fragments from different restriction enzyme digestions...

Insert Recombinants
{with blunt ends)

Orientace Hinct Hincl

b))l

ligovanych
fragmentu DNA m\ ligase ———
Vector /plasmid

(opened with the blunt-cutter Smal)

S e

(a) ...but the products are heterogeneous

'Sticky end' ligations combine only fragments with matching restriction enzyme digestion-produced overhangs.

Insert Recombinants
(with different, ‘sticky’ ends)

Pstl l& EcoRI

Pstl B E‘coRl

212]]3)7

+ ligase

Vector/plasmid
(cut to generate insert-matching ends)

Nl < 5

(b) ...but the products are more uniform




Upravy koncli fragmenti DNA
vzniklych RE pro ucely ligace

Preména lepivych koncl na tupé:

- doplnénim chybéjicich nukleotidi
polymeraci (.filling in")

» odstranénim precnivajici sekvence
(.Trimming back")




Doplnéni 5° preénivajicich konci DNA
polymeraci

* umoznény pritomnosti 3° OH skupiny, kterd se
uplatni jako primer (nutnd podminka pro funkci DNA
polymerdzy)

+ chybéjici sekvence je doplnéna polymeraci

a) Filling in
COH 3
by ( . 2 5 i 3
‘ ‘ ‘ Extension by addition of ‘ ‘ | H
| - i |
" izimisle nucleotides to 3™-OH MOOEGAATT
I;IE:.ECTT&A I:IE]-[HC-‘I'TAA
EcoRl

sticky end




Polymerazy

» syntetizuji nukleové kyseliny postupnym
doplfiovanim nukleotidu k 3° OH konci stavajici
molekuly nukleové kyseliny

* neni zndmd zadnd polymerdza prodluzujici

5" konec DNA

* matrici (templdtem) je jednoretézcovd DNA
nebo RNA

+ polymerdzy vytvdreji komplementdrni kopii
templdtového retézce




Polymerace DNA

H°\f:/“
TR

HOPOPOP-

f!\




DNA polymerazy

DNA polymeraza I (DNA-dependentni, Kornbergiv enzym)

1. Polymerace: prodluzovdni polynukleotidového retézce ve smeéeru
5 > 37
matrice Ctena ve sméru 3" —» 5’

tvorba fosfodiesterové vazb);_nukleofilnim atakem 3” OH skupiny
rostouciho retézce a 5" P dNTP za tvorby pyrofosfdtu

pozadavek pritomnosti primeru

2. Exonukleazovd aktivita5” - 3"i 3" » 5’
hydrolyza retézce DNA v obou smérech

3. Degradace DNA ve sméru 5" — 3" a soucasnd syntéza
degradovaného retézce

oprava chybné zaclenénych nukleotidu in vivo (.proof-reading")
vyuziti pfi znaceni DNA (.nick translace™)




DNA polymeraza I (Kornberguv enzym)

Zdroj. E. coli

Vyuziti:
+ zna¢eni DNA metodou posunu
jednoretézcového zlomu (.nick translaci®)

+ syntéza druhého retézce cDNA




DNA polymeraza I £.coli

3 aktivity, jejichz rychlost je ovlivnéna stavem DNA
a koncentraci dNTP v reakcni smesi:

+ DNA-dependentni DNA polymeraza

+ 3' > 5'ab' - 3' exonukledzova aktivita

+ jeden aminokyselinovy retézec (109 kDa)

+ kofaktorem je Mg**

+ kazdd ze 3 enzymovych aktivit je zajisténa distinktni
doménou

- proteolyzou |ze vytvoFit zkrdcené varianty, které
postradaji nékterou z domeén

* DNA polymerdza I se v minulosti hojné pouzivala pri
znaceni DNA, syntéze cDNA a pri ﬁf‘Vthh pokusech
o konstrukci rekombinantnich molekul DNA

» nyni jsou k dispozici vykonnéjsi enzymy




Schématické zndzornéni tri aktivit DNA pol I

51____3!
olymerazové
polymer dATP >
5 -CCG dCTP. Mg 5 _cceAaTCcG:-
— e
“GGCTAGC- dGTP -GGCTAGC- 5
dTTP
5—3
exonukledazova
. 2+ ,
S GCATGATT- Mg S ATGATT-
—_— .
~GCGTACTAA-5 “GCGTACT 5"
3:_-__5|
exonukledazova
I 2+ i
S-CGATGGA- Mg S_CGAT-

~GCTAC “GCTA- 5!




T4 DNA polymeraza

+ polymerdzova aktivita 5" —» 3°

- exonukleazova aktivita 3" — 5 (200 x vyssi
nez u Klenowova enzymu)

+ vyuziti pri znaCeni 3" koncl DNA nahrazovaci
reakci:

- exonukledzovd aktivita degraduje
dvouretézcovou DNA za tvorby molekul s
prekrytymi 3” konci. Po pridani znaCenych
dNTP jsou konce doplnény polymeracni
aktivitou enzymu.




Klenowuv fragment DNA polymerazy I

pritomnost 5" — 3" exonukledzové aktivity u DNA polymerdzy I
je nevyhodna (riziko poskozeni precnivajiciho konce)

Klenowtv fragment DNA polymerdzy I: produkt proteolyzy £
col/i DNA polymerdzy I subtilisinem: odstranéni domény
zodpovédné za 5" — 3” exonukledzovou aktivitu

Komercni enzymy: produkty exprese zkrdceného genu

pro DNA pol I v bakteriich.

DNA polymerasze |
Holoenzyme

Large Fragment
[Klenow ragment]

Proteolysis _____#

polymerase | g \

daornair e:-:ngucle:aae ‘ '~ 3 evonucleaze
3 > 5B exonucleaze domain Cmain




Klenowtv fragment DNA polymerdzy I - vyuZiti

- syntéza dvouretézcové DNA z jednoretézcovych templdta

nligonucleotide
QriFner

I
GAGTTC
F' MGCTCARGTCOGATGCCTGAGCCATAGTCCGGATAGCCTGACGATCCGATCATTC 5

I
ternplate D A

Klenow fragment,
dATP. dCTP, dGTP. dTTP

CRAGTTCAACT ACH-ACTCHTATC A-2CCTAT CEH-ACT CCT AAECT
3' AMCCTCARGTCOGATCCTHEAGCC ATAGTCCGEATAGCCTHERACEATCCEATCATTE 5




Klenowtv fragment DNA polymerdzy I - vyuZiti

Doplnéni zkracenych 3”konct fragmentid DNA (.. fill-in
reaction"): vytvareni tupych konct vhodnych pro klonovani.

A-G Klenow and -G-A-T-C
-T-C-C-T-A-G | nucleotides




Klenowtv fragment DNA polymerazy I - vyuZiti

Odstranéni precnivajicich 3”konci s vyuZitim 3” — 5°
exonukleazové aktivity: vytvdreni tupych konct vhodnych pro
klonovdni

Odstrariovéni nukleotidu od 3" konct md tendenci pokracovat, ale za
pritomnosti nukleotidu je tato aktivita vyrovndna aktivitou
polymeraéni a vede k tvorbé tupych koncd

. C' B-A-C-G
enow 3' B-T-&-C




Upravy 3’ preénivajicich koncti DNA

doplnéni polymeraci neni mozné
k zatupeni je treba pouZit enzym, ktery

disponuje 3" — 5 exonukledzovou aktivitou (napr.
Klenow, T4 DNA polymerdzu)

b} Trimming back

Psi
sticky end
5 | - 1 3' Removal of unpaired =] |
‘ ‘ ‘ j ‘ ‘ | bases by 3'-5' exonuclease ‘ ‘ ‘ | ‘
BEOBCTGCA action WmEEC
L E WElG - OEn Tm
ol [ L AL




Linkery

kratké synteticky pripravené oligonukleotidy
(napr. CCGGATCCGG)
nesou cilovou sekvenci pro RE (hapr. BamHI - GGATCC)

v pripade, ze jsou autokomplementdrni, postacuje jen
jeden retézec

Pouziti:

1. linker se pripoji k tupym koncum DNA ligaci

2. stépenim RE se vytvori jednovldknové lepivé konce DNA
3. spojeni puvodné nekompatibilnich molekul DNA ligaci

Vyznam:
umoznuji opatrit jakoukoliv DNA Zzddoucimi konci




AnEm
CGGATCCGAG

Self-complementary
oligonucleotide

Blunt-ended (Sma1) fragment l Anneal
i 3 5 9
T Ll [TTITIT]
A C C C CCGGATCCGG
TL‘__H%!GGG GGCCTAGGCC
| [T, LT LT ITTTTT,

Ligate

LEELLE
(‘?{‘G A?

Oy G

¢
I

_E]._
_{Em_
1y

— 0 7
—O 0—
DR

LLLILLIL
TTPPPYTYTITY,

Fragment with sticky ends

o
—lD—
- N B—

RS,
OO




Adaptory

dvojice kratkych synteticky pripravenych
ollgonukleo‘ndu které se spolu Castecne
paruji a pritom vytvori kratky fragment
dvouretezcove DNA zakonceny jednim tupym
a jednim precnivajicim koncem nebo dvéma
precnivajicimi konci

PouzZiti:
1. preména tupych koncl na ostré
2. preména jedné precnivajici sekvence na jinou




111
é%‘%é? GATGE??
FEPESEILS ; ;

Two synthetic, partly -
complementary, oligonucleotides ('[J‘ GGCCCTTAA
3!

31
|
GATCCCCGGAG
- Anneal

Fragment with _
BamH1 sticky ends Ligate

O G

G u
I

ATCCCCGAG
ITTTTTTT

101

Fragment with EcoR1
compatible ends




51;

~HO-~-GATCCCCGEG-0OH
g

VN P +

HO-GGGCCC-P
Adapior molecule

_ OH E
HOTI CH

CH

Fr
Vactor
OH. p

T4 DNA
ligase,

PouZiti adaptoru

T E— Y
HG NGB ) oy

Vi Polynucleotide
kinase, ATFP

o 7 e g

D




T7 DNA polymeraza

DNA polymerdza bakteriofdga T7
Aktivity:

DNA polymerdzova 5'— 3

3'> 5’ exonukledazova

(5'> 3'exonukledazova doména chybi)

Velmi podobna Klenowovu fragmentu a T4
DNA polymerdze




T7 DNA polymerdza - vyhody

Vysokd procesivita:
Primérnd délka syntetizované DNA pred tim

nez enzym disociuje od templdtu je podstatné
vyssi nez u jinych enzymu.

Vyuziti pri sekvenovdani DNA

Sekvendza a Sekvendza 2.0 jsou chemicky
osetrené nebo genetickymi manipulacemi
vytvorené derivaty T7 DNA poIKme,r'azy,
které postrddaji 3° > 5' exonukledzovou
aktivitu - Siroce pouzivany pri sekvenovani.




Termostabilni DNA polymerazy

Tag DNA polymeraza byla purifikovdna z bakterie Thermus
aquaticus, kterd Zije v horkych pramenech v roce 1976.
Zhruba o 10 let pozdéji byla objevena polymerazova
retézovd reakce.




Termostabilni DNA polymerazy

- Katalyzuji syntézu DNA z nukleosid trifosfdtu na
templatu (jako jiné DNA polymerdzy)

» Pozadavky pro iniciaci polymerace:
- volna 3 OH skupina
- pFitomnost horelnatych iontu




Termostabilni DNA polymerazy

Katalytickd aktivita je maximalni mezi 75 a 80°C a klesd
pri nizsich teplotach.

Pri 37°C, ma Tag polymerdza pouze asi 10% své maximadlni
aktivity.

Kromé Tag DNA polymerazy bylo izolovdno nékolik dalsich
termostabilnich DNA polymerdz, napr. Pfua Vent
polymerdza

Tag z Thermus aquaticus, polocas zivota je 1,6 hod v 95°C
Pfu z Pyrococcus furiosus, kterd ma nejvyssi presnost
Vent z Thermococcus litoralis, poloCas Zivota je 7 hod v
95°C




Polymerazy syntetizujici jednoretézce

Poly(A) polymerdza
» katalyzuje pridani cca 200 A na 3" konec mRNA
pri sestrihu eukaryotické mRNA

pozadavky: pritomnost substratu (ATP) a
kofaktoru (ionty Mg a Mn) (neni potreba matrice)
Vyuziti:
- Syntéza cDNA: prostrednictvim primert oligo
(dT) Ize sekvenci mRNA zpétnou transkriptazou
prevést do cDNA




Terminalni transferaza

- katalyzuje pridani deoxynukleotidu k 3" konci DNA

Substrdt:

- precnivajici, zkracené i tupé konce dvouretézcové
molekuly DNA (preferované jsou precnivajici 3" konce)
nebo jednoretézcovd DNA

* nevyzaduje matrici ani primer
Kofaktor: kobalt

Zdroj: teleci brzlik (jedna se o savCi enzym exprimovany
v lymfocytech, komeréné dostupné varianty jsou

produktem exprese hovéziho genu v £. co/i)
Vyuziti:
- priddni homopolymernich konct k 3" konciim DNA
- znaéeni 3" koncu DNA




Pridani homopolymernich konct terminalni
transferdzou

V minulosti obvykly postup pri klonovani cDNA do plazmidovych

vektord.
Princip: fermindlni transferdza se vyuzije k pridani iseku GGG... k
linearizovanému plazmidovému vektoru a k pridani dseku CCC... k

cDNA. Po smiseni a inkubaci obou molekul dojde k vazbé
komplementdrnich dsekd a tim k vélenéni cDNA do vektoru, ktery

se pak pouzije k transformaci £. coli.

| | Linearized plazmid | | LM,
+dGTF i terminal tranzferaze ﬂ +dCTP

GGEEGEEEGE
GGEEGEEGEG CCCCC
| | T CCCCC
GGEEGGEGEG CCCCC
[ [_ CzCCC GGGGGGGT l




V v hOd Ter'minél ni klonovany fragment |
" fran N D)

transferazy

dCTP I termingng dGTP
deoxynukleotidyl-transferdza

- velikost pripojenych usek
nemusi byt stejna (pokud
se jednad o Useky vétsi nez
20 nukleotidd, jejich
pdrovadni je dostatecné
silné, aby zajistilo stabilitu
duplexu v pokojové teploté) 2l *f

» v transformovanych
bunkdch se nesparované
oblasti opravi reparacnimi

m ecC h ani S my .r a) odstranénf JednoFet¥zcovych koncl exonukledzou
‘] b) zapln&nf mezer pomocf DNA-polymersdzy

. ¢) kovalentnf spojenf DNA-ligézou




Znaceni 3" koncu termindlni transferdzou

Substrat: - obvykle fragment DNA s 37 precnivajicim
koncem, vznikly restrikénim $tépenim
- oligodeoxynukleotid
Princip: DNA je inkubovdna s nukleotidy, terminadlni
transferdza zacleni skupinu nukleotidd k 3°
precnivajicimu konci nebo k 3" konci oligonukleotidu

-A-C-T-G-C-A
_T_[': o

Terminal transferase
+
diTP
E—FI—E—E—FI—E—T—E—E—FI—T—T—T—T—T—T—T

G-A-T-C
A-G

]
I
=




Termindlni transferdza upravuje i neprecnivajici
3" konce dvouretézcovée DNA

s syd — I 5" fepacoa s e 1
I‘_'IQBIEJIIEII | \ i &m.mﬁ.nééééé Qj

] Terminal T B LI L L
e 5' transferase A 2




Zpétna (reverzni) transkriptaza

RNA-dependentni DNA polymeraza
prepis genetické informace z RNA do DNA
pozadovdna pFi‘romnos’r primeru a matrice

poskytuje v prvni fazi hybrid RNA/DNA, po odstraneni RNA
pusobenim hydromdu nebo RNazy H |ze zpétnou
transkriptdzou katalyzovat i syntézu druhého vidkna DNA

syntézu 2. vldkna mize zajistit také DNA polymerdza I

Zdroj: retroviry #’u{
M-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) B
AMV (Avian Myeloblastosis Virus) & |

RSV (Rous Sarcoma Virus)




Zpétna (reverzni) transkriptdza

Ak'l'lvrl'y

Polymerdzova: v zivotnim cyklu retroviri se uplatriuje pouze pri
kopirovani RNA, v laboratori |ze vyuzit pro transkripci
Jednor'e’rezcove RNA i jednoretézcové DNA. V obou pFfipadech je
pro iniciaci syntézy nutna pritomnost primeru.

5" — 3" exoribonukledazova

3" — 5" exoribonukledzova a endoribonukledzova (RNaza H):

zajist'uje de%{adaa RNA z hybridid RNA-DNA, které vznikaji pri
zpeTne Transkripci

Vyuziti:

tvorba cDNA

- specifickd (primer: oligo dT)

- nespecifickd (primer: komplementdrni k 3" oblasti hledané
mRNA)




Vyuziti zpétné transkriptazy

Syntéza cDNA: inkubace mRNA s krdtkym (12-18 bazi) polymerem
tymidinu (oligo dT), ktery se vdze na polyA mRNA a zpétnd
transkriptdza jej vyuzije jako primer pro iniciaci syntézy prvniho
retézce.

ACGFCTATACCGOTAGCCTIALGC AL DD B 08

TTTTTTT primerﬁ
TTTTTTT

ACGGCUATACCGLUAGCCTAAGCAR DA AA S

] dATF. dCTP,
ererse g dETF.dCTF

transcrptase

TGLCEATAT GG FATCFFATTCGTTTTITTT
ACGECTATACCGOCTAGC CTTAL GCAD DA DD B




Syntéza cDNA

A
lyze bunék
tk&R a purifikace mRNA
(napf. mozkova)
5 mRNA / 3
AAAAAAA
hybridizace
s poly(T)-primerem
5. 3I
e T T AAMAA
vytvofeni kopie UG LI
mRNA pomoci reverzni transkriptazy 3 5
y
5' 3
ARAAAAA
3" % il 05 LR
5I
cDNA uziti alkalického
3 roztoku pro odbourani RNA
3'-konec 5
cDNA tvofi syntéza komplementarniho DNA-fetézce
vlasenku s pouzitim DNA-polymerazy; sparovany
3’- konec funguje jako primer
3I

ARAAAAR
2 B
5.

reakce s jednofetézcovou
DNA-nukleazou stépi vidasenku

dvouretézcova cDNA je kopii pivodni mRNA




mRNA

5 AAAAA -3 oligo
dNTP | Reverse L ([dTh.18
transcriptase
Alkali, ribonuclease 5 AAAAA -3 RNAse H’
. 3 - TITTT-§ T’
Y :
i 5 Alkali,ribonuclease g LY s ¥ __ _ .
3!
dCTP || Terminal _
transferase C" ¥ single-stranded
J TTTT -5 <DNA
3'- ccccc ; 5 | Kienow pelymerase
dNTP || T4 DNA polymerase or
oligo (dG)y;.43 || Klenow polymerase or reverse franscriptase
reverse transcriptase h 4
Jb C AAAAA -3
5 GGG .S TTTTT -5 _
3'- CCCCC 3 E. coli
S1-Nuclease DNA polymerasel
\
. " AAAAA -3' double-stranded
S1-Nuclease = ¥ TTTTT -5 (cDNA

& &




Bakteriofagové RNA polymerazy

RNA Hostitel faga Promotorova
polymerdza sekvence
T7 RNA E. coli TAATACGACTCACT
polymerdza ATAGGG
T3 RNA E. coli AATTAACCCTCACT
polymerdza AAAGGG
SP6 RNA Salmonella AATTTAGGTGACA
polymerdza typhimurium CTATAGAA




Bakteriofdgové DNA-dependentni RNA
polymerdzy

Obvyklé vyuziti:

1. transkripce /n vitro pro tvorbu definovanych RNA
» znacené ribonukleotidy se pouziji k tvorbé znacené RNA
» znacend RNA se vyuzije jako sonda pri hybridizaci

2. Priprava templdtu pro translaci /n vitro

3. Studium struktury a funkce RNA




Enzymy modifikujici DNA

Fosfatazy, kinazy, metyldzy,




Alkalicka fosfataza

- odstranuje fosfdtové zbytky z 5" koncl DNA,
RNA a oligonukleotidd (hydrolyza
fosfomonoesterovych vazeb) pri alkalickém pH

+ defosforyluje také zbytky serinu, treoninu a
tyrosinu v proteinech

Alkaline phosphatase

. T




Alkalicka fosfataza

Zdroj:
- E. coli (BAP)
- hovézi strevo (CIP)

BAP je velmi aktivni enzym, je obtizné
dosdhnout jeho véasné inaktivace

CIP se pouzivd nejCastéji: je sice méné aktivni
nez BAP, ale Ize ji U¢inné inaktivovat
protedzovou hydrolyzou nebo zahrdtim




Alkalicka fosfataza

Vyuziti:

- restrikéni fragmenty DNA zbavené koncovych fosfat
nemohou byt spojeny ligaci (zabranéni recirkularizace
prazdnych vektoru, usnadnéni klonovani)

- znaceni DNA 32P v kombinaci s kindzou: odstranéni
5 fosfatu z fragmentt DNA pred znacenim
radioaktivnim fosfdtem

- defosforylace proteint




Vyznam defosforylace DNA pro ligaci

Vector HO P Insert

éEI%GAATTCEDDﬁD mej_émIﬂGAATTGEDD%D

I@D@CTTATG@DDTD PT%TECTTTATTDD%T
|
P OH

Dephosphorylated

vector 15 P Insert

DEI@GAA’TC@DD;D Ligaion OmmM@GAATTCNODRO

IHD@CTTATT%DDTT 'I@U@GITTAG@TDTD
e %
+ HO:OH HD OH

Phosphate group Nick

removed unligated




OHP Ligase
Ve V4 ° V 4 _—>
Pouziti alkalicke P on

fosfatazy pri /i ¥ e o

phosphatase

klonovani TR < Alaine

OHOH Ligase X
OHOH E

No reaction

HO
P

P
OH \ Ligase
' Foreign DNA

: fragment Y
ick

N
ik
ﬁs-ifgf:m
| .
, Nick

 Host repairs one nick at each - -
join BT R A




Polynukleotid kinaza T4

Funkce:

katalyzuje prenos P zy ATP na 5” OH skupinu
polynukleotidu (dvou- a jedno-retézcovd DNA a RNA) a
nukleosid 3" monofosfdtu (resyntéza fosfomonoesterovych
vazeb za spotreby ATP)

Md i fosatdzovou aktivitu a proto mize katalyzovat vyménu
fosfatovych skupin na 5 konci (v%qzi‘n pro znaceni
fragmentu nukleovych kyselin na 5” koncich pomoci 34P).

Zdroj:
- bakterie £. coliinfikované fdgem T4, komercni prepardty
jsou obvykle produkty bakteridlni exprese




Polynukleotid kinaza T4

Enzymova aktivita se vyuZiva ve dvou typech reakci:
1. "forward reaction,- prenos fosfatuy z ATP na 5" konec
DNA nebo RNA. Cilovy polynukleotid nemd 5" fosfat proto, ze
byl defosforylovdn nebo tak byl chemicky syntetizovdn.

2. "exchange reaction", cilova DNA nebo RNA, kterd nese 5'
fosfdt je inkubovdna v nadbytku ADP. Za téchto podminek PNK
nejprve prendsi fosfat z nukleové kyseliny na ADP za vzniku
ATP a defosforylované cilové molekuly. Nasledné PNK béznou
reakci ,forward" prenese fosfat z ATP na cilovou NK.

Forward Reaction Exchange Reaction
5 P OH 3
5 HO OH a0p —
[FNK]
ATP — “—I‘ ATP
|PNK| ' HO OH 3
— ADF ——ATP
il [PNK]
- ﬂ ol ¥ Al P 1—1

r
= (@ OH 3




Polynukleotid kinaza T4

VyuzZiti:

- znaéeni 5" koncu DNA nebo RNA 32P pro pripravu
hybridizacnich sond a sekvenovani DNA

- pridani 5°P k oligonukleotidim (napf. linkerim a
adaptérum) a fragmentum DNA pro umozneéni jejich
ligace nebo amplifikace PCR)

- odstranéni 3" fosforylovych skupin




DalSi enzymy pouzivané v
genovém inzenyrstvi

Proteindzy:

Prondza

- enzym pouzivany k rozkladu proteini pri purifikaci
nukleovych kyselin, k odstranéni nukledzovych
akftivit pri izolaci DNA

Lysozym (muramidaza)

* enzym pouzivany pro lyzu bunék




Pusobeni enzymu pouZivanych pri manipulaci s DNA

a3 F N-N-N-N 3’
3'N-N-N-N 5P
terminalni transferaza ﬁ dNTP

5P 3'0OH

3 OH 5P
DNA-ligaza alkalicka fosfataza
ATP:
5'OH 3'0OH
3'0OH 5°0OH
_, ndonukleazy
DNA-ligaza
ATP
5P 3'0OH
3'OH o'P
exonukleazy
DNA-polymerazy
dNTP
S’P_ b} 3’OH
3'OH — 0P
V‘ DNaza |
mono- a oligonukleotidy




DNA-

4 .V o - > o
Prestavba restrikéniho | “™“* / o fonTe %#p

-GGATC GATCC-

’
mista BamHI -CCTAG  CTAGG-
-G C- -GG GATCC-
-C G- -~CCTAG GG-
(L) 6 ) C) * S1-nukledza
—GG CC—
—CC GG —
klonovany fragment DNA

CC——GG cC——GG cCc——GG
GG * cC GG——CC GG—TCC

R HEE»

GG_'_-' m—
: " Hae il

&)

GP
a) 94 v 1("
07‘4?%88-——%%%?“’“ *Bam HI

Jednofet¥zcové presahujici konce Ix» Axi¥ ke zmd&né
;; odnra.::it (hydrolyzovat), Hmdﬂidﬂm tragnm e:t‘::,wjl:m?
zaploi rikind misto am HY
¢} nebo Castelné doplnit, :;‘t odetranino pro? .
b) regenerovinoe




Zpusoby modifikace
konci DNA

5'~Goy >

3'-CpTpTpApAp 5
e,

5’-60H 3I

3-CpTpTpApAgy
p

SI-GOH 3.

3'-CpTpTpApAp .

5'-Gop = = =»

3-CpTpTpApAp,

5'-GpApApTpToy *
3-CpTpTpApAp .
-

- A

S'-GpApApTpTgy >
e e -
3-CpTpTpApAp.

5'-ﬁpApA£_TpTUH *
3-CpTpTpApAp..

*--

Alkaline
phosphatase

v-3Zp-ATP

Polynucleotide-
kinase

S1—Nuclease\

-

Klenow-
polymerase

dATP. dTTP

);—Exonuclease&

=

Exonuclease 1]

Cd

Bal 31

> pApAgy
TpTp .

5 ‘- GOH 3‘

3'-EprTpApA0HS_'_

A———

A

3'-EprT_pApA|J*5',

Sa—GOH 3'

3-Cp,

5'-GpApApTpToy x
3'-CpTpToApAp 5

5'-GpApApTpToy ¥

3’-Cp.

SO

3'-CpTpTpApAp,,

+Np

+Np

3 Oligo-and
mono-

5-

nucleotide




