Restrikce a modifikace DNA



Restrikche modifikacni systemy

Umoznuiji rozlisit viastni DNA od cizi DNA

Ochranuji bunky pred infekci cizorodou
DNA

Restrikce = degradace
Modifikace = ochrana pred degradaci

Kmen restrikCni specificity r ma |
odpovidajici modifikacni specificitu m,
ktera chrani vlastni DNA pred degradaci



Plati

Chromosomalni, plasmidova nebo fagova
DNA pronikajici do bunek s restrikCni
specificitou r

jsou degradovany, pochazeji-li z bunek,
které nemaji odpovidajici modifikacni
specificitu m

Modifikace = metylace (A,C)



Restrikce a modifikace DNA byla
zjistena pri mnozeni faga lambda
na ruznych hostitelich

« Lambda/K12 : E.coli K12 +, E.coli C +

« Lambda/C : E.coliK12 -, E.coliC +
(eop nizSi nez 10%)

« Lambda/C/K12: E.coli K12 +, E.coli C +

 E.coliK12 ma RM systém X E. coli C

* E.coli K12 rozlisuje vlastni DNA od cizi



Tri typy restrikCné modifikacnich
systému
1, 11, 11

Lokus hsd (hostitelska specificita pro
DNA)

hsdR — gen pro restrikCni endonukleazu
hsdM — gen pro modifikaCni metylazu

hsdS — gen pro subjednotku, ktera
poskytuje presnou specificitu predchozim
enzymum



Kompletni lokus hsd R-M systému typu | (Hubacek
a spol. 1992)
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Obr. 1. Komplexni lokus hsd R-M systému v typu I a jednotlivé segmenty poly-
peptidu HsdS,



Restriktazy typu |
maji
3 podjednotky pro restrikci

2 nebo 3 podjednotky pro modifikaci

Dalsi enzymove aktivity (ATPasa,
topoizomeraza)

Vyzaduji kofaktory pro restrikci (Mg4*,
ATP)

Vyzaduji kofaktory pro modifikaci (AdoMet,
reakci stimuluji Mg?*, ATP)



Restriktazy typu |

* Rozpoznavaji asymetricka mista na DNA

« St&pi ndahodné&, daleko od asymetrickych
rozpoznavacich mist



Restriktazy typu I
maji
1 jednotka pro restrikci
1 jednotka pro modifikaci
Dalsi enzymove aktivity nemaji
Vyzaduji kofaktory pro restrikci (jen Mg?*)

Vyzaduji kofaktory pro modifikaci
(AdoMet)



Restriktazy typu |

* Rozpoznavaji specificka symetricka mista

» Sté&pi ve specifickych symetrickych
rozpoznavacich mistech



Restriktazy typu Il maji

2 podjednotky pro restrikci
1 nebo 2 podjednotky pro modifikaci
Dalsi enzymove aktivity nemaji

Vyzaduji kofaktory pro restrikci (Mg4*,
ATP)

Vyzaduji kofaktory pro modifikaci (AdoMet,
Mg=*)



Restriktazy typu Il

* Rozpoznavaji asymetricka mista na DNA

» St&pi 25-27 bp od 3 konce asymetrickych
rozpoznavacich mist



Mcr/Mrr systemy maji

nekolik podjednotek pro restrikci
Neni u nich modifikace
Dalsi enzymove aktivity nemaji

Vyzaduji kofaktory pro restrikci (Mg4*
GTP)



Mcr/Mrr

* McrA/McrBC rozpoznavaji a stepi DNA
sekvence s metylovanym C

* Mrr/Mcf rozpoznavaji a stepi DNA
sekvence s metylovanym AaC



Restrikcné —modifikaCni systémy — souhrnna
charakteristika jednotlivych typu (Hubacdek a spol. 1992)

Tab. L. Charakteristika restrikéné-modifikadnich systémi

R-M systémy Typl Typ I Typ II Mcr/Mr

podjednotky 3 1 2 nékolik

pro rustrikel

podjednotky 3nebo 2 1 1 nebo 2 neni modifi-

pro modifikaci kace

Jné enzymové  ATPasa, topo-  Zadné Z24dné Z4dné

aktivity isomerasa

kofaktory Mg+, ATP Mg2+ Mg2+, ATP, Mg?+, GTP

pro restrikcia AdoMet (AdoMet) {pro McrBC)

Kofaktory AdoMet AdoMet AdoMet, Mg2+  34dné

pro modifikaci®  (ATP, Mg2+)

Stépeni DNA  §t#pinghodné,  $t&pf v mistech $tEpi 25-27bp  Stépi DNA

: daleko od uvnitf od 3"-konce V rozpoznéva-

asymetrickych  symetrickych asymetrickych  cich mistech
rozpozniva- rozpozndva- rozpozniva- s methylova-
cich mist cich mistt cich mist nym C nebo A

aKofaktory (v zdvorce) reakci stimuluji, ale nejsou absolutn® nutné.
VyJunka u typu IIS, viz text.



V technikach genovych
manipulacich

« Se vyuzivaji restrikCni enzymy typu |



