Manipulace s nukleovymi kyselinami

podmifu i

1. enzymy - zdsahy do struktury DNA a RNA

2. vektory - klonovani fragmentli DNA a RNA

3. hybridizace - identifikace specifickych sekvenci

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




Klasifikace enzymu, jejichz
substratem jsou nukleove kyseliny

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




Anabolické enzymy

Syntetizovand | Matrice | Enzymova Priklad Zdrojovy
molekula trida organismus
DNA DNA DNA- DNA- E.coli
polymerdzy | polymerdza I
RNA Zpétné Zpétna AMV
transkriptdzy | transkriptdza| (virus ptaéi
AMV myeloblastdzy)
Zd4dnd Termindlni Termindlni Teleci
transferdzy | transferaza brzlik




Anabolické enzymy

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

polymerazy

polymerdza




Katabolické enzymy

Rozkladana Typ Enzymova | Specifita| Priklad Zdroj
molekula | degradace trida
DNA | od koncli | exonukledzy SS Exonukledza E.coli
IIT
DS Bal 31 Alteromonas
espejian/
uvnitr | endonukledzy SS S1 nukledza | Aspergillus
molekuly oryzae
DS EcoRI (RE) E.coli
DNdza T hovézi

pankreas




Katabolické enzymy

Rozklddana Typ Enzymova Priklad Zdroj
molekula | degradace trida
RNA od koncu | exonukledzy | fosfodiesterdza | hadi jed

uvnitr | endonukledzy | ribonukledza A | hovézi
molekuly pankreas




Enzymy modifikujici DNA

Typ enzymu Priklad Zdroj
Metyldza Dam-metyldza | E.coli
Dcm-metyldza
EcoRI-metyldza
Kindza T4-polynukleotid | £.coliinf. fagem
kindza T4
Fosfataza BAP-fosfatdza |bakterie

CIP-fosfatdaza

hovézi strevo




Enzymy spojujici molekuly DNA

Typ enzymu Priklad Zdroj

DNA ligdza | T4-DNA-ligaza |E.coliinf. fdgem T4




Restrikcni endonukleazy (RE)

» endonukledzy izolované z bakterii

* spolu s metyldzami predstavuji jednoduché varianty
imunitniho systemu: jejich ukolem je ochrana
bakteridlnich bunék pred cizorodymi molekulami DNA

+ soucdst restrikéné modifikacnich systému

* omezuji propagaci bak’rerlofagu (napr. fdg namnozeny
v kmeni C £.coli nemiZe dcinné infikovat £.colikmen K,
protoze fdgovd DNA je v kmeni K d¢inné degradovana)

* DNA hostitelske buriky je pred dcinkem vlastni
endonukledzy chranéna metylaci

+ objevitelé : H.O. Smith, KW. Wilcox, and T.J. Kelley,
(Johns Hopkins University, 1968)




Restrikce bakteriofdga

i
Chromosomal —{ N/ \
DNA e

Chromosomal
DNA is protected
by methylation

Restriction
endonuclease
attacks incoming
DNA

Degraded
phage DNA




Vyznam restrikénich endonukledz

* 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 rozezndva palindromy (.radar")

+ Stépi oba retézce DNA
* rozdéluji se do trid Blesmon S




Tri tridy RE

- rozdéleni zaloZeno na zplsobu stépeni DNA,
molekulové hmotnosti a pozadavcich na
kofaktory

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

* Vv genovém inzenyrsivi se temer vyhradné
pouzivaji RE tridy IT, které maji pouze
aktivitu r'es‘rr'lkcm




Restrikéni endonukleazy tridy I
(EcoK, 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 endonukledzy tridy II

* vdzou se na specifické (|4—8 pb) dlouhé rozpozndvaci
(cilové) misto (Casto palindrom)

+ katalyzuji Stépeni dvouretézcovych molekul DNA
hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou retézcu v
restrikénim misté, které je uvnitf vazebného mista nebo
v jeho bezprostrednim sousedstvi

+ produktem jsou definované restrikéni fragmenty DNA

- grgpeni se podrobuji vSechna cilova mista v dané molekule
A

- molekulova hmotnost: 20.000 - 100.000

+ kofaktor: pouze ATP

« v soué¢asnhé dobé zndamo vice nez 3500 restrikénich

endonukleaz IT




Restrikcni endonukleazy tridy IIT

* vazou se na specifickda mista DNA, ale stépeni
neni sekvencné specifické

* kofaktorem je ATP




Charakter cilovych mist RE tridy II

 are rotationally ~ not mirror symmetric




Orientace cilovych mist je dulezita
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Produkty stépeni restrikcnich endonukledz

- tupé (.blunt") konce (po $tépeni obou retézcl
ve stejném miste)

- ostré (.sticky") konce (po $tépeni retézci v
ruznych mistech, ktera jsou obvykle vzddlena
1-4 nukleotidy)

- 5" precnivajici (..overhang")
- 3" precnivajici




5 3
’ : oe > Ll
@DIEG&ATLC@ID@D siul 1zNe TEGRIE
Al — A0 .
FeoRl mOmCTTAAGHOmE M EIGEGTIAA T‘TT ‘
3 5
3| ‘+ 5| El “5|
5' Sticky ends
5| + 3' 5| |
TIE A
py DOMBCTGCAGNENDOBO SOMBECT GO I
ZEOSNGACGTCHOMENE & ZERONG ex=] Islzls
A cEOmE M
5 s s 111l
A 3 5

5' * 3I 5t 3| 5 1 3.
SO CCCGGGRmOBED SOEECCC GGeLmO@O
Smadl PO EGGGCCCHONEE ~ ZEOSGGG coccpOmEm
3 I 5 3 5 g 5

Blunt ends




Precnivajici kompatibilni konce usnadnuji spojeni
fragmenti DNA pochazejicich z ruznych zdroju
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Restriction Enzyme
Action of EcoRlI

The enzyme cuts both DNA
strands at the same site.

DMA fragrments join
at sticky ends

Sticky end
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Vyuziti restrikénich enzymu

» fyzikalni mapovdni DNA

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

+ priprava mutantd

» analyza modifikaci DNA




Nazvoslovi restrikénich endonukleaz

napr. EcoRI
+ 1. pismeno: pocatechni pismeno rodu
pr'odukcnl bakterie

© 2. a 3. pismeno: prvni dve pismena druhu
produkcm bakterie

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

+ Fimska Cislice vyjadfuje poradové Eislo
endonukledzy izolované z dané bakterie




Examples of restriction endonucleases

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

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

BamHl | G/GATCC 6 5 sticky Bacillus amyloliguefaciens H

Belll A/GATCT 6 5" sticky Bacillus globigii

Pstl CTGCA/G 6 3 sticky Providencia stuartii

Xmal CieCcaaa 6 5 sticky Xanthomonas malvacearum

Sl CCC/GGG 6 blunt Serratia marcescens

Sau3A {GATC 4 5 sticky Staphyvlococccus aureus 3A

Alul AG/ICT 4 blunt Arthrobacter luteus

Notl GC/GGCCGC 8 5" sticky Nocardia otitidis-caviarum

Pacl TTAAT/TAA 8 3 sticky | Pseudomonas alcaligenes

Only one strand of the recognition site is 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 5'-GAATTC-3 is
also §-GAATTC-3, and both strands are cut by EecoRI between G and A,




Priklady cilovych mist nékterych RE

misto Stépeni

kostra cukernych fosfatd
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Izoschizomery

+ ruzné RE se stejnym rozpozndvacim mistem
(odlidni producenti, reakce muze byt odlisnd)

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

Isoschizomers Products
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Izokaudamery

+ rlzné RE, které maii odlisné cilové
sekvence, ale vytvareji stejné lepivé
konce

- vyhodné pro cilené spojovani ruznych
molekul DNA




Relaxovana (uvolnénd) specifita
(hvezdickova aktivita)

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

» vétsinou za neoptimdlnich reakénich podminek

- Napt. £coRI muze vedle sekvence GAATTC
stépit i sekvence GGATTC, GGATTT, AGATTT




Citlivost RE k metylaci bazi v
rozpozndvaci sekvenci

AC - stépeni je inhibovano pritomnosti
0 Né-metyladeninu nebo 5-metylcytozinu

AC - stépeni neni pritomnosti Ne-metyladeninu
nebo 5-metylcytozinu ovlivnéno




Jednotka RE

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




Pocet restrikcnich 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 SV40 5 20 1 0=1
3 Bacteriophage i 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

degraduji molekuly DNA porusenim fosfodiesterovych vazeb

jejich aktivity jsou obvykle neZzddouci - narusuji integritu
vzorkd DNA a RNA

existuje rada riznych nukledz, které se lidi substrdtovou
specifitou, pozadavky na pr'n‘omnos‘r kofaktord nebo zpusobem

degradace substrdtu (exonukledzy, endonukleazy, prip. obé
aktivity soucasne)




Exonukleazy versus endonukleazy

Exonukledzy postupné odstranuji nukleotidy z konce molekuly DNA

Endonukledzy stépi vnitrni fosfodiesterové vazby uvnitr molekuly DNA

(a) Exonukleaza r
(b) Endonukleaza

Stépeni

‘ ‘ Stépeni
.................. -— Vodikova vazba ‘
-0-0—0-0—0~-0—-0~0~-0-0-0—0-0-0—-0-O0—
&Nukleotld nnnnnnnnnnnnnnnn
; . . . ~Fosfodiesteroka vazba
Stépeni ‘
\O\ llllllllllllllll

IIIIIIIIIIIIIIII




Deoxyribonukleaza I (DNaza I)

Aktivita:
nespecificka endonukledza, stépici jedno i dvouvlidknovou DNA

v DNA vytvdri jednoretézcové zlomy, od kterych se DNA dadle
degraduje na mono- a oligonukleotidy

Substrat:

dvouretézcova i jednoretézcova DNA
Hlavni produkty:

Dinukleotidy, trinukleotidy, tetranukleotidy
fosforylované na 5 konci

Zdroj: kravska slinivka (b) DNkza
(i) (ii)
-O0-0-0- 00000 -O0-0- 000000
l —0—6—'0—6—6-6—6-(')-
000 00000 ‘
‘ -O0-0-0- -0-0000
00 O 00O 00O ‘




Deoxyribonukleaza I (DNaza I)

Vliv kofaktoru:

» za pritomnosti Mg?* jsou mista stépeni rozmisténa
statisticky na obou retézcich: ndhodné zlomy

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

Vyuziti:

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

- vysSi koncentrace: odbourdni DNA z roztokld RNA

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




Nukleaza Bal31

stépi linedrni dvouretézcovou DNA od obou
koncl bez tvorby intramolekuldrnich zlomd,
vznikaji zkrdcené fragmenty DNA se

zarovhanymi konci

Aktivita: l
endonukledzovd specifickd pro jednoretézcovou o
DNA g sooseseay
exonukledzova 5" - 3’
exonukledzovd 3° - 5° l

Podminka aktivity: O g 9-g-0-0-0-0-"0, O~
pFitomnost iontd Ca?* (moZnost inaktivace o f 0000001,

chelatacnimi Cinidly)




Nukleaza Bal31

Zdroj:
bakterie A/teromonas espejiana

Vyuziti:

- cilené zkracovani dvouretézcové DNA z obou
koncl

- odstranéni restrikénich mist

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

mapovani restrikénich mist




Vytvareni deleci
nukledazou Bal31

Aeverse Prmer

AE4

RE2 T ——

BE2 Targut DHA

REY

niverssl prmer
kionovani DNA do mista RE3 Cloave with RE3 and clone target DNA ot this site
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]
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Ret {' RE4 RE3
B o e R i ]
RE3

ligace do vektoru
(tupy konec + RE4)




Nukleaza S1

Endonukledza specificka pouze pro jednoretézcovou DNA
Zdroj: Aspergillus oryzae

VyuzZiti:
odstranéni jednovlaknovych struktur z dvojvidknové DNA a RNA
(odstranéni nespdrovanych smycek)
mapovdni intront analyzou hybridnich molekul DNA-mRNA
odstranéni jednoretézcovych konct DNA: tupé konce

(s) 51 nuiiedas o
i.'l;ﬂﬁ
m EEE:I:::: 'l'.".'l'. I
Fose 2T 2352




Nukleaza ExoIII

Aktivita:

katalyzuje postupné odstrariovani

5" mononukleotidi z 3 OH koncl
dvouretézcové DNA (nha dvouretézcové DNA
postupné odstranuje jedno vldkno od 3" konce)

Substrat:

preferovand je dvouretézcova DNA s tupymi
nebo 5” precnivajicimi konci

nizkd G¢innost na dvouretézcové DNA s
3’ precnivajicimi konci
inaktivni na jednoretézcové DNA

Zdroj: E.coli

(b) Exonukleaza lll




Nukleaza ExoIII

Vyuziti:

- vytvdreni jednosmérnych deleci od konctt
linedrnich fragmentti DNA

- priprava jednoretézcovych substratu pro
sekvenovdni DNA dideoxy terminacni metodou




Priprava

jednosmérnych deleci

ExoIII

Promoter
Pstl ~ s Cloned cDNA

EamHl/
Cleave DNA with Pstl and BamHI
=
" GATCC CTGCA
5 cacs I B

‘ Exonuclease Il
1

5" GATCC - cioca | Extento
-G deletion
) controlled
GATCC ﬁ - CTGCA by time
// G of digestion

Single-stranded DNA Nuclease S1

G

e :
ends -G

L|gofe linker m

Promoter @
intact

Lmker cDNA remammg
after deletion




Nukledza faga Lambda
(Lambda Exonuclease)

Aktivita:

exonukledzovd, odstranuje 5" mononukleotidy z
dvouretézcové DNA ve sméru5” - 3°

» produktem jsou 5" nukleosid - monofosfaty
Substrat:

+ preferovanad je dvouretézcova DNA fosforylovana
na b’ konci

Zdroj:

bakterie £.coliinfikované fagem Lambda
Vyuziti:

+ vytvareni jednosmérnych deleci




Ribonukleazy

Ribonukleaza T1
sekvencné specificka ribonukledza
degraduje specificky RNA v mistech 6

Zdroj: Aspergillus oryzae (dnes prislusny gen klonovdn v £. coli)




Ribonukleaza T1

Substrdt a aktivita:

+ Stépi RNA v poloze 3" fosfatl guaninovych zbytk:
vznikaji oligonukleotidy s koncovymi
guanosinovymi 3° fosfaty

Vyuziti

- odstranéni nespdrovanych oblasti RNA z hybridd
DNA:RNA

+ sekvenovani RNA

* mapovani RNA

* studium struktury RNA




Ribonukleazy

Ribonukledza A
Endoribonukledza, kterd specificky degraduje
jednoretézcovou RNA v mistech Ca U.

Zdroj: kravska slinivka




Ribonukleaza A

Substrat a aktivita

Endoribonukledza, stépi jednoretézcovou RNA na 3" koncich

pyrimidinovych zbytki: degradace RNA do 3" -fosforylovanych

oligonukleotidi.

Vyuziti:

eliminace nebo snizeni koncentrace kontaminujici RNA v
izoldtech plazmidové DNA

mapovani mutaci v DNA nebo RNA stépenim nesparovanych
oblasti: RNdza stépi RNA v hybridech RNA:DNA v mistech
nespdrovanych oblasti, produkty stépeni jsou ndasledné
analyzovany




DNA ligazy

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

fyziologicky vyznam pFi replikaci,
rekombinaci a reparaci DNA-
opravy jednovldknovych preruseni

mohou spojit dva jednotlivé
fragmenty dvouvlaknové DNA -
vyuziti pri genovych manipulacich

(a) Oprava preruseni

||||||||

IIIIIIII
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Reakce katalyzované DNA ligazami
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Pouziti DNA ligaz

priprava rekombinantnich
molekul DNA

spojovdani fragmen‘ru DNA
ruzného plvodu (restrikéni
fragmenty DNA, uméle
syntetizované molekuly DNA,
produkty zpétné ’rranskmpce
atd.) s komplementarnimi konci

pripojovani spojek a adaptérd

cirkularizace linedrnich
molekul DNA

(a) Ligace tupych koncu

-0-0-0-0-0 P . —O0-0-0-0-0—-0-0-0-00
(b) Ligace koheznich konct

_O_O-<r - ‘) .—H—H—.—.—

—0-0-0-0-0-0-0 oo

\ Preruseni
\
i

mem et o o = -8~ Pfechodné
~-0-0-0-0-0-0-0 oo parovani bazi

DNA ligaza zapliuje
preruseni




Bézné typy DNA ligaz

T4-DNA-ligaza

» izolovdna z bunék £. coli infikovanych fdgem 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 ligdza
» izolovdna z bunék £. coli
+ spojuje jen DNA s lepivymi konci




Polymerazy

syntetizuji nukleové kyseliny postupnym doplfiovanim nukleotidt k
3" OH konci primeru

/7 v/

neni zndmd zadnd polymerdza prodluzujici 5 konec DNA
matrici (templdtem) je jednoretézcova DNA nebo RNA

polymerdzy vytvdreji komplementdrni kopii templatového retézce

(a) Zakladni reakce

M s

INOVE

Primer syntetizované viakno
f )
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AT-G— % AT-G-C-A-T-T-G-C-A-T
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Polymerace DNA
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DNA polymerdza I

+ 3 aktivity, jejichZ rychlost je ovlivnéna stavem DNA a koncentraci dNTP v
reakcni smési:

*  DNA-dependentni DNA polymeracni
- 3" - 5" exonukledzova
- 5" - 3" exonukledzova

Polymerace: prodluZovani polynukleotidového retézce ve sméru5” - 3’
*  matrice ¢tena ve sméru 3" - 5°

* fvorba fosfodiesterové vazby nukleofilnim atakem 3" OH skupiny rostouciho
retézce a 5P dNTP za tvorby pyrofosfatu

*  pozadavek pritomnosti primeru

Exonukledzova aktivita: 5° - 3"i 3" - 5", hydrolyza DNA v obou smérech

Degradace DNA ve sméru 5 - 3" a souasnd syntéza degradovaného retézce
- oprava chybné zaclenénych nukleotidl / vivo (.proof-reading")
» vyuziti pri znaceni DNA (..nick translace")

(b) DNA polymeraza |

Stavajici nukleotidy

Zarez TP ——

{mezera) J‘-mu:'L.“ nanrazel Y
ey _ e oy A
_A._T 'G_ G-C_A_T —%—T_G-L«- -A—1 | —a—t—A-1-

~T-A-C-G-T-A-A-C-G-T-A T-A-C-G-T-A-A-C-G-T-A-




Schématické znazornéni tri aktivit DNA pol I

51 __-__SI
olymerizové
poly , dATP 2t
5'-CCG dCTP::FMQ 5 _CCGATCG-
-
~GGCTAGC-  dGTP ~-GGCTAGC- 5
dTTP
5 —3'
exonukledzova
, 2+ ,
S GCATGATT- Mg S ATGATT-
—_— ..
~GCGTACTAA-g ~GCGTACT-5"
3:___5l
exonukleazov4
I 2+ i
S-CGATGGA- Mg S_CGAT-

“~GCTAC— -GCTA- 5!




DNA polymeraza I

jeden aminokyselinovy retézec (109 kDa), ale distinktni domény
pro jednotlivé funkce

N-koncovad ¢dst (323 aminokyselin) zajist'uje nukledzové
akftivity

proteolyzou Ize vytvorit zkrdcené varianty, které postradaji
nekterou z domén

DNA polymerdza I je vhodnad pro znaceni DNA, syntézu cDNA a
pro modifikaci koncl pri tvorbé rekombinantnich molekul DNA




Klenowlv fragment DNA polymerazy I

vznika odstranénim N-koncové ¢dsti DNA polymerdzy I stépenim
subtilisinem
postrddd exonukledzovou aktivitu 5" -3’

DMNA polymerasze |
Holoenzyme . L f
_ arge fragment

ﬂ Protelysis ¥ " (¢ ionow fragment]
polymerase | L5 3 \

domair eronUclease . F' o 3 eworuclease

3 > B exonuclease domain domnair




Klenowtv fragment DNA polymerazy I

syntetizuje viakno DNA komplementdrni k danému templatu
jakmile vyplni zdrez, nemlze v syntéze pokracovat

komercni enzymy: produkty exprese zkraceného genu kédujiciho
DNA polymerdzu I v bakteriich

(b) DNA polymeraza |

Z4iaz Stavajici nukleotidy
{mezéra} js::;u |-.-'-=hrqzﬁr“5-'

-A-T-G- G-C-A-T- -A-T-G-C-A-T-T-G- (,, T-

~T-A- G—G—T A-A-C-G-T-A ~T-A=(- G T-A-A- C:—G T A—

(c) Klenoxuv fragment

Zaplnén je Stavajici nukleotidy
pouze nick nejsou nahrazeny
S— — F;"-
=A-T- G— G—C A—T* —f-". T G“’ —H —'—T G_G A T_

T-AC- TR CGT-A~ TA- O BTo A A C=G-T-A~




Klenowiv fragment DNA polymerazy I - vyuZiti

- syntéza dvouretézcové DNA z jednoretézcovych templdtt

oligoruclectide
QI IrnEr

L
GRAGTTC
' MMGCTCANGTCCGATGCCTEAGCCATACTCCGEATAGCCTCACGATCCGATCATTC 51

|
ternplate M4

Klenow fragment.
dATP., dCTP. dGTP., dTTP

CRGTTCACCT ACKH-ACTCEH-TATCAEH-CCTAT CH-AC T T AlAZCT
3' AGCTCARGTCOGATGCCTEAGCC ATAGTCC AT AL CTEACGATCCATCATTC 51




Klenowiv fragment DNA polymerazy I - vyuZiti

Doplnéni zkrdcenych 3 konct fragmentt DNA (. fill-in
reaction"): vytvdreni tupych konct vhodnych pro klonovani.

L' A-G-G-C-A-G Klenow and ‘G-A-T-C
3" T-C-C-G-T-C-C-T-A-G | nucleotides




Klenowiv fragment DNA polymerazy I - vyuZiti

Odstranéni precnivajicich 3 konc s vyuzitim 3° - 5
exonukleazové aktivity: vytvdareni tupych konct vhodnych pro
klonovani

Odstranovani nukleotid od 3" koncli ma tendenci pokracovat, ale za
pritomnosti nukleotidl je tato aktivita vyrovndna aktivitou
polymeracni a vede k tvorbé tupych koncd

Klenow




T4 DNA polymeraza

* DNA polymeraza faga T4
- polymerazova aktivita 5° - 3’

+ exonukleazova aktivita 3° -~ 5° (200 x vyssi nez u
Klenowova enzymu)

+ vyuziti pri znaCeni 3" konct DNA nahrazovaci reakci:
exonukledazova aktivita degraduje dvouretézcovou DNA
za tvorby molekul s prekrytymi 3” konci. Po pridani
znacenych dNTP jsou konce doplnény polymeracni
aktivitou enzymu.




T7 DNA polymerdza

+ DNA polymeraza bakteriofaga T7

Aktivity:

+ DNA polymerdzova 5' - 3’

- 3'5 5" exonukleazova (5' - 3'exonukleazova doména
chybi)

» velmi podobna Klenowovu fragmentu a T4 DNA
polymerdze




T7 DNA polymerdza - vyhody

Vysoka procesivita:
Primérnd délka syntetizované DNA pred tim
hez enzym disociuje od templatu je podstatné

vv/ .

vyssi nez u jinych enzymu.

Vyuziti pri sekvenovani DNA

Sekvendza a Sekvenaza 2.0 jsou chemicky
osetrené nebo genetickymi manipulacemi
vytvorené derivaty T7 DNA polee,r'azy,
které postradaji 3° — 5" exonukledazovou
aktivitu - Siroce pouzivany pri sekvenovani.




Termostabilni DNA polymerazy

Tag DNA polymerdza byla v roce 1976 purifikovana
z bakterie Thermus aquaticus, kterad Zije v horkych
pramenech. Zhruba o 10 let pozdéji byla objevena
polymerdzova retézova reakce.




Termostabilni DNA polymerazy

* nepodléhaji denaturaci teplem (podminkou PCR je, Ze
DNA polymerdza vydrzi teplotu denaturace DNA)

- katalyzuji syntézu DNA z nukleosid trifosfati na
templdtu (jako jiné DNA polymerdzy)

* pozadavky pro iniciaci polymerace:
- volnd 3" OH skupina
- pritomnost horenatych iontd




Termostabilni DNA polymerazy

Katalyticka aktivita je maximalni mezi 75 a 80°C a klesa
pri nizsich teplotach.

Kromé Tag DNA polymerdzy bylo izolovdano nékolik dalsich
termostabilnich DNA polymerdz, napr. Pfua Vent
polymerdza

Tag z Thermus aguaticus, polo¢as 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




Zpétna (reverzni) transkriptaza

RNA -dependentni DNA polymeraza
prepis genetické informace z RNA do DNA
pozadovdna pF'i‘romnos’r primeru a templdtu

poskytuje v prvni fazi hybrid RNA/DNA, po odstraneni RNA
plsobenim hydr'oxudu nebo RNazy H lze zpétnou transkriptazou
katalyzovat i syn’rezu druhého vidkna DNA

syntézu 2. vldkna muze zajistit také DNA polymerdza I

Zdroj: retroviry S L
M-MuLV (Moloney Murine Leukemia e
Virus) ey "
AMV (Avian Myeloblastosis Virus) 'Jﬁj

RSV (Rous Sarcoma Virus) 5 ﬁ i




Zpétna (reverzni) transkriptaza

Aktivity:
+ Polymerdzova: v Zivotnim cyklu retrovirt se uplatfiuje pouze pFi
kopirovani RNA, v laboratori |ze vyuzit Bro transkripci

jednoretézcové RNA i jednoretézcové DNA. V obou pripadech je
pro iniciaci syntézy nutna pritomnost primeru.

5" 5 3 exoribonukledzova

3" - 5’ exoribonukledzova a endoribonukledzova (RNaza H):
zajist'uje degradaci RNA z hybridu RNA-DNA, které vznikaji pri
zpetne transkripci.

Vyuziti:

tvorba komplementdrni DNA (cDNA)
- specifickd (primer: oligo dT)
- nespecificka (primer: komplementdrni k 3" oblasti hledané
mRNA)




Vyuziti zpétné transkriptazy

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

ACGECTATACCGCTAGCCTTALGCALASA AN

TTTTTTT primerﬁ

TTTTTTT
A GGCTATACC GO TAGCCTAAGC AR A D A
e = S5 T
tranzcrptaze ? ‘

T ATATGCFATCGEATTCGTTTTTTT
ACCTATACCGCTAGCCTIAL GCAAAAA AN




Syntéza cDNA

o
lyze bunék
tKAR a purifikace mRNA
(napf. mozkova)
5' mRNA / 3
- AAAAAAA
hybridizace
s poly(T)-primerem
v
5' 3'
S I — Y VY VY
vytvoreni kopie TTTTTTT
mRNA pomoci reverzni transkriptazy 3 5
5 ' 3
ARALARA
3! LT TV L
5'
cDNA uziti alkalického
3 roztoku pro odbourani RNA
3’-konec 5
cDNA tvori syntéza komplementarniho DNA-fetézce
vlasenku

s pouzitim DNA-polymerazy; sparovany
3'- konec funguje jako primer

reakce s jednofetézcovou
DNA-nukleazou stépi viasenku

dvouretézcova cDNA je kopii pdvodni mRNA




Alkali, ribonuclease
Y
3 5’
dCTP || Terminal
transferase
Y
3'- CCccc 5

oligo (dG)y;_18

Klenow polymerase or
reverse transcriptase

N
5"~ GGG -5
3. Ceece 3
Si-Nuclease  ~

&

L AAAAA -3

dNTP || Reverse TEFTT -3
transcriptase

5 AAAAA -3

3 - TITTT7-%

ll

?

Alkali,ribonuclease

TTTT -5

Klenow polymerase
T4 DNA polymerase or
reverse franscriptase

—

AAAAA -3

|
|

TTTTT -5

S1-Nuclease

AAAAA -3’

TTTTT -5

mRNA

oligo

(dTha-18
RNAse H' T’
- & S S S
3'

single-stranded
cONA

E. coli

double-stranded
cONA

DNA polymerasel

©




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
polymeradza typhimurium CTATAGAA




Bakteriofagové DNA-dependentni RNA
polymerazy

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 templdatu pro translaci /n vitro

3. Studium struktury a funkce RNA




Polymerdza syntetizujici jednoretézce

Poly(A) polymerdza

+ katalyzuje pridani cca 200 A na 3" konec mRNA pri
sestrihu eukaryotické RNA

poZadavky: pFitomnost substratu (ATP) a kofaktort (ionty
Mg a Mn) (neni potreba matrice)

Vyuziti:
+ Syntéza cDNA: prostrednictvim prlmer'u oligo (dT) Ize
sekvenci mMRNA zpétnou transkriptdzou prevést do cDNA




Enzymy modifikujici DNA

modifikuji DNA pridanim nebo odebrdnim uréitych chemickych skupin

+ fosfataza

+ kindza

* metyldza

* Yermindlni deoxyribonukleotidyl transferdza




Alkalicka fosfataza

- odstrafiuje fosfdtové skupiny z 5" koncti DNA (hydrolyza
fosfomonoesterovych vazeb) pri alkalickém pH

(a) Alkalicka fosfataza

Alkaline phosphatase

o T




Alkalicka fosfataza

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

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

CIP se pouziva nejCastéji: je sice méneé aktivni nez BAP,

ooooo

hebo zahratim




Alkalicka fosfataza

Vyuziti:
- restrikéni fragmenty DNA zbavené koncovych fosfatt

nemohou byt spojeny ligaci (zabranéni recirkularizace
prdazdnych vektord, usnadnéni klonovant)

- znaceni DNA 32P v kombinaci s kindzou: odstranéni
5 fosfatl z fragmentl DNA pred znacenim
radioaktivhim fosfatem

- defosforylace proteint




igaci

Vyznam defosforylace DNA pro |

Insert

HO P

Vector

Ligation

RN

0

O8N
_ Qg

P OH

Dephosphorylated

vector

Insert

F}

. HO: OH
Nick

unligated

Phosphate group

removed




Pouziti alkalickée
fosfatazy pri
klonovani

HO mses—— P

P s O H

. fragment

 Host repairs one nick at each - -

OH

OH

Alkaline

Ligase

phosphatase

OHOH Ligase

OHOH

Ligase

Nick

+ dimers, etc.

X

No reaction

ﬁéﬁ'&ifm

Nick




Polynukleotidova kindza T4

Funkce:

katalyzuje prrenos P z yATP na 5 OH skupinu polynukleotidi (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
fosfdtovych skupin na 5" konci (vyuziti pro znaceni fragmenti
nukleovych kyselin na 5” koncich pomoci 32P).

Zdroj:
- bakterie £ coliinfikované fdgem T4, komercni prepardty jsou
obvykle produkty bakterialni exprese klonovaného genu

(b) Polynukleotidova kinaza

HO OH “0.P OH
“o-0—0-0-0-0-0-" " “o-0-0-0-0-0-0-

n u i i ' | i i =
HO OH HO PO




Polynukleotidova 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 nemad 5” fosfat proto, ze

byl defosforylovdn nebo tak byl chemicky syntetizovan.

2. "exchange reaction”, cilovd DNA nebo RNA, kterd nese 5°
fosfat je inkubovdna v nadbytku ADP. Za téchto podminek PNK
nejprve prendsi fosfdt z nukleové kyseliny na ADP za vzniku
ATP a defosforylované cilové molekuly. Ndsledné PNK béznou

reakci .forward" prenese fosfat z ATP na cilovou NK.

Forward Reaction

5 H OH 3
ATP —
[PNK]
— ADF
w
= @ OH 3

Exchange Reaction

& [P OH 3

anp —

|F'HI'-'.|
— ATP

5 H OH 3

—ATP

[PNK |
ADP

= P OH 3




Polynukleotidova kindza T4

Vyuziti:

- znaceni 5" koncl DNA nebo RNA 32P pro pripravu
hybridiza¢nich sond a sekvenovani DNA

- priddni 5°P k oligonukleotidtm (napr. linkertm a
adaptérium) a fr'a?men’rum DNA pro umoznéni jejich
ligace nebo amplifikace PCR)

- odstranéni 3" fosforylovych skupin




Terminalni deoxynukleotidyl transferaza

pripojuje deoxynukleotidy k 3" konclim polynukleotidi v
jednovlaknovych nebo dvouvldknovych molekulach

Substrat:
precnivajici, zkrdcené i tupé konce dvouretézcové molekuly DNA

galiacerovane jsou precnivajici 3" konce) nebo jednoretézcova

nevyzaduje matrici ani primer

(c) Terminalni deoxynukleotidyl transferaza

llllllll




Termindlni deoxynukleotidyl transferdza

Kofaktor: kobalt

Zdroj: teleci brzlik (jednd se o sav¢i enzym exprimovany v
lymfocytech, komeréné dostupné varianty jsou
produktem exprese hovéziho genu v £. coli)

Vyuziti:
- pridani homopolymernich konct k 3" koncim DNA
- znaleni 3" koncti DNA




Pridani homopolymernich koncu terminalni
transferdzou

Vyuziti: klonovani cDNA do plazmidovych vektord.

Princip: terminadlni transferdaza se vyuzije k pridani dseku 666... k
linearizovanému plazmidovému vektoru a k priddni dseku CCC... k cDNA. Po
smiseni a inkubaci obou molekul dojde k vazbé komplementdrnich dseki a tim
k vélenéni cDNA do vektoru, ktery se pak pouzije k transformaci £. col.

| | Linearized plazmid | | DM,
+dGTF i' terminal transferase ﬁ +dCTF
GGEELGGEG
[ h GGGGGGGj ] N COooo

GGGEEGEGEGE CCoCC
[F CCCCC GGGGGGGj]




Vyhody termindlni

Klonovany fragment
transferazy P =1 (7 e ),

terminalni
dCTP | deoxynukleotidyl-transferaza dGTP

+ velikost pripojenych dsekd 3 (0, Cc=="5F ©h? m

nemusi byt stejna (pokud RN

se jednad o Useky vétsi nez \/
20 nUkIQOTida ' JeJ|Ch pfipojeni y “annealing”
pdrovani je dostatecné T
silné, aby zajistilo stabilitu H%@ 2‘3,
duplexu v pokojové teploté) ¢

» v transformovanych m
oy

burikdch se nesparované
oblasti opravi reparacnimi “CeecE- -

. odstranéni jednofetézcovych konct exonukleazou
mec han IS my zaplnéni mezer pomoci DNA polymerazy

kovalentni spojeni DNA ligazou




(a) Syntéza homopolymerniho konce

3 " 3
5 '
5
.y Terminalni
# transferaza
+dCTP
,I
&

(b) Ligace homopolymernich konct

Vektor — poly(dC) konce

G
G

Viozit DNA -
poly(dC) konce

Molekula rekombinantni DNA

(c) Opravné kroky

G

C

Preruseni \
e

""" LR ) O
______ N T R e

“ Ligéza opravuje /
I preruseni

Klenowova polymeraza
opravuje zarez




Znaceni 3" koncu termindlni transferdzou

/ 7 /7

Substrdt: - obvykle fragment DNA s 3" precnivajicim
koncem, vznikly restrikénim stépenim
- oligodeoxynukleotid
Princip: DNA je inkubovana se znacenymi nukleotidy,
termindlni transferdza zacleni skupinu nukleotidt k 3°

precnivajicimu konci nebo k 3" konci oligonukleotidu

*i-A-T-C-A-C-T-G-C-A
A-C-G-T-C-T-A-C-T-G -

Terminal transferase
+
N Bt i

G-A-T-L-A-G-T-G-C-A-T-T-T-T-T-T-1T
T-T-T-T-T-T-T-A-C-G-T-C-T-A-G-T-G




Termindlni transferdza upravuje i neprecnivajici
3" konce dvouretézcové DNA

Terminal
5' transferase

'ID'

TTITTT

Libddd 0L &L

a




Topoizomerazy

- méni konformaci kovalentné uzavrené kruznicové DNA
vhesenim nebo odstranénim nadsroubovicového vinuti

» uplatiuji se pri studiu replikace DNA

(a) Superspiralizovana (b) Otevrena-kruznicova




Proteinazy

Pronaza

+enzym pouzivany k rozkladu proteint pri purifikaci
nukleovych kyselin, k odstranéni nukledzovych
akftivit pri izolaci DNA

Lysozym (muramidaza)
* enzym pouzivany pro lyzu bunék




Prehled enzymu pouZivanych pri manipulaci s DNA

5'P_ N_N_N_N 3'
3’N_N_N_N_5’P
terminalni transferaza N dNTP

5P 3'0OH

3'0OH 5 F
DNA-ligaza alkalicka fosfataza
ATP.
5'0OH 3'0OH
3'OH 5'0H
B hdonukleazy
DNA-ligaza
ATP
5'P_ 3’OH
3'0OH °'P
exonukleazy
DNA-polymerazy
dNTP
5’P_ —— 3’OH
3'OH — 5P
l/- DNaza |
mono- a oligonukleotidy




Klonovani DNA

.Gen
,--"'f

| -+

DNA, ktera ma
| byt klonovana
| Vektor DNA ligaza
|

__Gen

I i
|
|
| Molekula

| rekombinantni DNA

L geitbsh BN




Metody spojovani molekul DNA

A. s lepivymi konci:

za vhodnych podminek dochazi k parovani komplementarnich
Usekd, kovalentni spojeni zajisti DNA ligaza

B._s tupymi konci:
- vysokymi koncentracemi T4 DNA ligdzy
- preménou tupych koncl na lepivé prostrednictvim tzv.
linkert, ddle viz A

C._s precnivajicimi_konci, které nejsou kompatibilni:

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

3" konctum druhého fragmentu komplementarni homopolymerni
extenze (poly-dT)

- .zatupeni" konct (polymerace, degradace)




Vytvéreni rekombinantnich molekul
DNA /n vitro

(A} SPOJENI DVOU KOMPLEMENTARNICH NEROVNYCH KONCU

rekombinantni DNA

rekombinantni DNA

+ deoxyribo-
nukleotidy

+ pulvmerﬂza'

+ ligaza + ATP

rekombinantni DNA




Kohezni konce zvysuji dcinnost ligace

tupé konce
ligace neni efektivni
setkdni koncti DNA pro ligaéni reakci je ndhodné
vhodné zvyseni koncentrace DNA

kohezni konce
probihd s vyssi dcinnosti
vyuziti tvorby vodikovych vazeb komplementarnich bazi
prodlouzeni doby, kdy jsou konce v kontkaktu




Ligace tupych koncl nezarucuje jednotnou
orientaci klonovaného fragmentu DNA

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

Insert
(with blunt ends)

Hinell Hinell

Smal + ligase ——
Vector/plasmld

(opened with the blunt-cutter Smal)

o/

(a)

Recombinants

i) b )

-.but the products are heterogenecus

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

Insert
(with different, ‘sticky’ ends)

Pstl &] EcoRI

Pstl N EcoRI

+ ligase

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

N/

Recombinants

A1)

...but the products are more uniform




Upravy koncli fragmenti DNA

Preména lepivych konci na tupé:

- doplnénim chybéjicich nukleotidu
polymeraci (.filling in")

» odstranénim precnivajici sekvence
(.trimming back")




Doplnéni 3° zkracenych koncu polymeraci

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

chybéjici sekvence je doplnéna polymeraci

a) Filling in
OH 3 _
5 i ; . 5 T T
‘ Jﬂ‘ { l Extension by addition of i ‘ IL l | r‘
WS G nucleotides to 3'-OH _ - GAATT
OEmRBCTTAA COEMEBCTTAA
LTV L,
EcoR| 3 2

sticky end




Upravy 3’ preénivajicich koncii 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 =) 3
—‘ ‘ ‘ i ‘ ‘ | bases by 3-5' exonuclease ‘ ‘ ‘ \ ‘
BMALOBECTGCA action WO C
E WE G s DE‘EII?
Taun A AL




Linkery

kratké synteticky pripravené oligonukleotidy

(napF. CCGGATCCGG)

nesou cilovou sekvenci pro RE (napr. BamHI - GGATCC)

v pripadé, Ze jsou autokomplementdrni, postacuje jen jeden
retézec

maji tupé konce

Pouziti:

1. linker se pripoji k tupym konctim DNA ligaci

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

Vyznam:
umoznuji opatrit jakoukoliv DNA Zddoucimi konci




Self-complementary
oligonuclectide

3 53
Anneal
Blunt-ended (Sma1) fragment l
! == T 3 5 3
é&*{!}léé [TTTITITLLT]
CCGGATCCGG
TEE??GGG GGCCTAGGCC
JLLT I,

Cut with BamH1

i
|

[TTTL
TEPTYTYTINT,

Fragment with sticky ends




Pouziti linkerd

pro usnadnéni vazby Imkeru
a ligace .ha tupo” pouzivaji
se vysoke koncentrace
linkerd

muze dojit k vazbé vétsiho
poCtu linkerl za sebou

odstrani se ndslednym
stépenim

(a) Typicky linker

C—~G—A-T—-G—G—A-T—C—C—-A-T—-C—G
Sl ER N
G=C-T—-A—=0C"C A—G—G—-T—A—G—C

Misto BamHl
(b) Pouziti linkeru

Molekula
s tupym koncem

- / e — Linkery
— — e ——— e g -
A = 2

ol e

=
= oy

DNA ligaza

Pripojené linkery
BamHI
Kohezni konec Baml|
™

=S =)




Pouziti linkert

Nevyhoda:

restrikéni misto linkeru nesmi byt pritomno uvnitr klonované sekvence

|
I
. |
|
|

BamHl|

L

—

- -

o
= -
-1l

Rozstépeni z divodu existence
vnitfnich mist BamHI




Adaptery

dvojice kratkych synteticky pripravenych
ollgonukleo’rudu které se spolu Cdstecné pdruji a
pritom vytvori kratky fragment dvouretézcové DNA
zakonCeny jednim tupym a jednim precnivajicim
koncem nebo dvéma precnivajicimi konci

ostry konec je ziskdn bez restrikéniho stépeni

PouzZiti:

1. preména tupych koncl na ostré

2. premeéna jedné precnivajici sekvence na jinou
3. ostré konce jsou ziskdny bez tépeni RE




Two synthetic, partly

complementary, ocligonuclectides é GGCCCTTAA
5 ) 5 0 O
Lol Q0 L0
EZATGECECEC GGG
- Anneal
5 3'
L
3 GATCCCCGGG
g@i%é GEGCCECTTHA
i

Fragment with _
BamH1 sticky ends Ligate

-

5

3
5 [TTTIT I
A 1 CeLCLCaah
ITITTTYTTTT

Fragment with EcoR1
compatible ends




Adapteéry-probléem

+ Pokud se jednd o adaptéry s jednim ostrym a jednim
tupym koncem: kohezni konce jednotlivych adap’rer'u se
mohou pdrovat bazemi, cimz vznikaji dimery - a novd
molekula DNA ma znovu konce tupé

(e} hNova molekula mé stale tupd konce

(@) Typlcky adaptér WMolekula zaméfend tupymi kancl

G—-A-T-LC— l.‘_. {'.—G G
E. 4 o_a

S T ™I
il’.nhazn:’hm#t BamHI = Adaptery
(b} Adaptéry se mohou vzajemné ligoval DHA ligdza
| c-c—G- G"G AT OG-0
B S S e [T
L O |-, | -, |
GG—C-0=CTmf =G| G=-G~C—0C -

T~ Adaptéry sa
vZajiamna ligujl




Adapteéry-problem

Re3eni:

modifikace adaptért -
OH skupina na 5” konci
ostrého konce misto
Fosfatu znemoziuje
vzdjemnou ligaci adaptérd

(a) Presna struktura adaptéru

HO _OH
‘G—A—T—c—c—?—?~?
P I
G—G—C—C__
HO” PO%

Aciifikovany
Oaineovany

(b) Ligace pouzitim adaptéri

HO = Adaptery
HO— Molekuly s tupymi konci o-OH
3
DNA ligaza
Fee ::'Jl"':_|0_ | —eee————

Polynukleotidova
kinaza

D
. D'.'I"'

Heng,
UH




PouZiti adaptért

~HO-GATCCCCGEG-0OH
3- HO-GGGCCC-P
T4 DNA
ligase,
HGE OH ATP

HO™ P HO e OH
o on O e,
HO-— P
L Polynucleotide
kinase, ATP
CH
P |
Vector 2 P | P
OH.p HO P

i ad

D




DNA-

v g Vv o -hu Pol
Prestavba restrikéntho| ™ / |ante \mTP

-GGATC GATCC-

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

CC——GG CC——GG cc——GG
Gt:""“"CC GG——CC GG——CC

DNA-ligiza
R HETH

h’ae i

GP
Q G,qr v 1("
Cr’*ggg-——%%%b““ Y Bam K1

Jednofetacové presahojicf konce Ii:> Avi¥ dojde ke ol
;; odstranit (hydrolyzovat), klommv-ﬁo mgme:ttu’n}l;tnry
zaplnit restrikind misto pro BamHI bud
o) nebo Hhstetn doplnit. Dokirantmo
b) regenerovino

<) nebo mnEndno




Sl“GOH ¥ Alkaline SJ“GOH ¥
—— .
3-CpTpTpApAp,. phosphatase  3-CpTpTpApAgy .
s - 5.

Zpusoby modifikace

koncti DNA o Tt s
3'—CprTpApA.0H\_"' Polynucleotide- 3'-CprTpApAp*5}
—t  kinase L e
5'-Ggy > S1-Nuclease  5'-Goy >
3-CpTpTpApAp " 3-Cp..
€ ——
' Klenow- ‘
5'-Ggy 1o polymerase 5'—GpApAprT0H'3

I-CpTpTpApAp,,  dATP. dTTP 3'-CpTpToApAp

5'-GpApApTpTgy ¥ A-Exonuclease  5'-GpApApTpTgy ¥

3-CpTpTpApAp.. - 3-lp.. “Np-
= ar an G
5'-GpAp§£TpT0H_37 Exonuclease II[  5'-Ggy ¥ NS
3'-CpTpTpApAp.. - 3'-CpTpTpApAp..
5'-GpApApTpTey ¥ _ Bal 31 SpApAgy ¥, Oligo-and

) & - - > 3 mono-
3'-CpTpTpApAp .. TeTPs  nucleotide
| . . S




