Mendelova Univerzita v Brné
Agronomicka fakulta
Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zviiat

Agronomicka Mendelova
fakulta univerzita
v Brné

Restrikéni endonukleazy a genetické testy

Bakalatska prace

Vedouct prace: Vypracovala:
prof. RNDr. Ale$ Knoll, Ph.D. Veronika Vilimova

Brno 2016



zadani



7

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem praci Restrik¢éni endonukleiazy a genetické testy vypracovala
samostatné a veSkeré pouzité prameny a informace uvadim v seznamu pouZité
literatury. Souhlasim, aby moje prace byla zvefejnéna v souladu s § 47b zakona
¢. 111/1998 Sh., o vysokych skolach ve znéni pozdéjsich predpisti a v souladu s platnou

Smérnici o zverejnovani vysokoskolskych zaverecnych praci.

Jsem si védoma, ze se na moji praci vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon,
a ze Mendelova univerzita v Brn€ ma pravo na uzavreni licen¢ni smlouvy a uZiti této

prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona.

Dale se zavazuji, ze pred sepsanim licen¢ni smlouvy o vyuziti dila jinou osobou
(subjektem) si vyzadam pisemné stanovisko univerzity, ze ptedmétna licencni smlouva
neni v rozporu s opravnénymi zajmy univerzity, a zavazuji se uhradit pfipadny

pfispévek na uhradu nakladi spojenych se vznikem dila, a to az do jejich skute¢né vyse.

VBmédne ...,



PODEKOVANI

Dékuji prof. RNDr. Alesi Knollovi, Ph.D. za metodické vedeni mé bakalaiské prace.
Dékuji také Ing. EliSce Horecké za poskytnuti dat z databdze Skolni laboratoie
a odbornou pomoc. Rovnéz dékuji svym piatelim za pomoc s formalni upravou textu,
za podporu a uzite¢né rady. Za podporu pfi studiu a za vlozenou divéru velmi dékuji

také priteli, své a jeho rodin€.



ABSTRAKT

Bakalaiska prace Restrikéni endonukleazy a genetické testy se zabyva problematikou
restrikénich enzymii. V literarnim piehledu je popsan charakter restrikénich
endonukleaz, jejich rozdéleni a mechanizmus pusobeni, dale se prace dotyka tématu
vlivh podminek restrikéni reakce a pojednava o metodach vyuziti téchto enzymi,
jako jsou napiiklad klonovani DNA, analyza variability nebo mapovani genomu.
V praktické casti je zahrnuta prace se softwarem na automatické vyhledavani

restrikénich mist a restrikéni analyzu DNA.

Klicova slova: restrikéni endonukledzy, genetické testy, restrikéni analyza, RFLP,

PCR-RFLP

ABSTRACT

This bachelor thesis Restriction endonucleases and genetic tests engages in the issue of
restriction enzymes. In the literary review | describe the character of restriction
endonucleases, their classification and mechanism of operation. The thesis furthermore
touches a topic concerning the effect of the restriction reaction conditions and discusses
techniques of utilization of these enzymes, where for example DNA cloning, analysis of
variability or genome mapping belong. The practical part of the thesis includes some
work with a software for an automatic search for restriction sites and for restriction

DNA evaluation.

Key words: restriction endonucleases, genetic tests, restriction analysis, RFLP,
PCR-RFLP
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1 UvVOD

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které se vazou na kratké specifické sekvence
pari bazi v DNA a Stépi molekulu DNA v blizkosti této sekvence, a to v tzv.
restrikénim misté. Restrikéni enzymy jsou pfirozenym produktem mikroorganizm,
zejména vsak bakteridlnich kment a archei, jez tyto enzymy tvoii pro ochranu proti
zaclenéni virové ¢i jiné parazitické DNA do svého vlastniho genomu (Wilson et al.
2012).

Aby se organizmy vyhnuly S§tépeni vlastni DNA, musi endonukledazu doprovazet
ochranné prvky, které zabrani této degradaci — methyltransferdzy. Tyto proteiny
rozpoznavaji stejnou specifickou sekvenci jako odpovidajici restrikéni enzymy,
ale misto §tépeni pfipojuji k bazim na obou fetézcich DNA methylovou skupinu.
Methylovana sekvence DNA jiz tedy neni ndchylna k hydrolyze, jelikoz ji
endonukleaza nemtize rozpoznat (Wilson et al. 2012).

Restrik¢ni endonukleazy (RES) a DNA-methyltransferazy (MT) jsou tedy soucasti
restrikéné — modifikacnich systémil, kter¢ se d€li dle molekularni struktury,
rozpoznavani sekvence, pozice $tépeni a pozadavkl na kofaktory na ctyfi skupiny
(Tab. P1) —Typ I, II, Il a IV (Rao, Dryden a Bheemanaik 2013).

JiZ vice nezZ Ctyficet let jsou tyto enzymy zndmy a pouzivany, piesto vSak jesté neni
jejich potencial plné prozkoumén. Diky nim se védciim oteviela cesta k vyznamnym,
diive nemyslitelnym metodam. Fragmenty DNA, které vznikly St€penim restrikénimi
endonukledzami, mohou byt dale vyuZity riznymi zptisoby. Lze je mimo jiné klonovat,
sekvenovat, rekombinovat nebo porovnavat mezi sebou a hledat tak polymorfizmy.
Restrikéni enzymy vyznamné ovlivnily vyvoj mnoha biologickych oborti, at’ uz se jedna

o lékatstvi ¢i forenzni védy (Snustad a Simmons 2009).



2 CIL PRACE

Bakalatska prace Restrik¢éni endonukledzy a genetické testy je zalozena na reSersi
literatury na téma restrikéni endonukleazy, ale také na praktické praci s aktudlné
dostupnym softwarem pro analyzu restrikénich mist v DNA. Cilem teoretické Casti
prace tedy je shrnout problematiku restrikénich endonukleaz a predevsim prozkoumat
nalezeni a navrh vhodné restrikéni endonukledzy pro testovani polymorfizmu metodou
PCR-RFLP, ale také vysledna komparace Ucelnosti, prehlednosti a funk&nosti programii

pro automatické vyhledavani restrikénich mist.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika restrik¢nich endonukleaz

3.1.1 Nomenklatura

Dle ptivodniho navrhu Smithe a Nathanse (1973) jsou restrikéni enzymy, doprovodné
DNA-methyltransferazy a proteiny pojmenovany na zakladé taxonomie organizmu,
v nichz byly objeveny. Prvni pismeno nazvu enzymu odpovidd prvnimu pismenu
rodového jména organizmu, zatimco druhd dvé pismena nazvu enzymu jsou prvnimi
dvéma pismeny druhového jména. Mohou byt pfiddna dal§i pismena ¢i Cisla pro
indikaci individualniho kmene nebo sérotypu daného organizmu. Na konec nazvu je
piipojena fimska ¢islice odliSujici jednotlivé enzymy, pokud jich bylo v organizmu
objeveno vice. Napiiklad enzym HindIIl byl izolovan z bakterie Haemophilus
influenzae (Lehmann and Neumann, 1896) Winslow et al., 1917 sérotypu d a je odlisny
od enzymu Hindl a HindIl, které jsou v bakterii také pfitomny.

Roberts et al. (2003) ve své publikaci upravuje puvodni nazvoslovi. Navrhuje
nékolik zmén obecnych pravidel, mezi nimiz vystupuje zamér zrusit uzivani kurzivy pro
tiipismenny akronym v nazvu restrikénich endonukleaz i methyltransferaz. Tento krok
obhajuje tfemi argumenty: velké mnozstvi Casopisi kurzivu jiz viibec nepouzivi;
zachovani umluvy o uzivani kurzivy se Spatn¢ prevadi do pocitacl; kurziva neslouzi
k zadnému zasadnimu twéelu. Toto pravidlo se od roku 2003 v Ceské republice
neuchytilo a tradice psani kurzivou stale pokraCuje. Ostatni zmény jiz nejsou tak
kontroverzni. Kolektiv autort se naptiklad shoduje na uzivani zkratek, rusi psani znaku
stiedni tecka ,, pted pfedponami a dalsi.

Neni-li z kontextu jasné, o jaky typ proteinu se jedna, pridava se k nazvu predpona.
»R znaci restrikéni endonukleazy, ,,M*“ methyltransferazy — pokud je pfitomno vice
jednotlivych methyltransferaz, znaci se ,,M1%, ,M2“ pro spojené methyltransferazy
uzivame znacku ,,M1~M2“. Piedpona ,,RM* oznacuje enzymy, Vv nichz se restrik¢ni
a modifikacni aktivity objevuji ve stejném polypeptidovém fetézci. Predponou miizeme
oznacit také doplikové proteiny: ,,N* pro klasické vrubovaci enzymy ($tépi pouze jeden
fetézec DNA), ,,V* pro vrubovaci enzymy Stépici nesouhlasné vazby G/T
(vzniklé deaminaci m5C — methylovany cytosin — uvniti rozpoznavané sekvence

methyltransferazy) a ,,C* pro kontrolni proteiny (Roberts et al. 2003).



3.1.2 Stavy enzymu

Postupné objevovani jednotlivych restrikénich enzymt je zaznamendno na webu
REBASE - Databaze restrik¢nich enzymu a datuje se od roku 1968 do soucasnosti.
Prvni vyrazny nartst objevi nastal v roce 1985 (272 enzymi), dale v roce 1990 doslo
k objeveni nejvyssiho pocétu potvrzenych enzymi vibec (512 enzymu). S rokem 1997
zaCalo piribyvat enzymu, které byly identifikovany z analyzy mikrobialnich
genomickych sekvenci (tedy nebyly jesté potvrzeny), a od roku 2002 jiz objevy téchto
predpokladanych enzymi zcela pifevazuji nad potvrzenymi a popsanymi enzymy
(Roberts 2016a). Ke 28.1.2016 bylo zaevidovano jiz 4 205 regulérnich a 38 917

experimentalné nepotvrzenych restrikénich enzymi (Roberts 2016b).

3.1.3 Vyznam

Restrik¢éni endonukleazy v prubéhu let zménily tvai molekularni biologie tak, jak Si to
pred ne€kolika desetiletimi nedovedl nikdo pfedstavit. Diky n€kolika schopnym védciim
se restrikéni enzymy staly nastrojem k analyze DNA, klonovani a mapovani gent
a tvorbé rekombinantni DNA. Technologie vyuzivajici endonukledzy pietvotily ptirodni
védy a medicinu a daly vzniknout velkému mnoZstvi spole¢nosti, coz mélo vyznamny
dopad na rozvoj ekonomiky (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Z konkrétnich vyznamnych udélosti spojenych s restrikénimi endonukleazami
je mozné jmenovat napiiklad produkci inzulinu z rekombinantnich bakterii a kvasinek,
¢imz se vyrazné zvétSily zéasoby inzulinu pro diabetiky. Dulezitd je také produkce
rekombinantni vakciny na hepatitidu B nebo piekonstruovani RES pro vyrobu umélych
nukledz, které maji potencidl pro vyuziti v genové terapii a metod¢ cileni genu

(Loenen et al. 2014a).

3.1.4 Efektivita restrik¢nich endonukleaz

Jakmile cizi DNA vstoupi do organizmu (napi. virovda DNA do bakteridlni buiiky),
velmi zalezi na tom, ktery prvek R—M systému se k ni dostane diive. Jestlize je cizi
DNA nalezena restrikéni endonukleazou, bude rozstépena. Bude-li vSak cizi DNA
nejdiive methylovéana, restrikce jiz nemuze probéhnout a bakterie bude napadena.
Typicka virova DNA obsahuje 10-20 rozpoznatelnych mist pro RES i MT.
Aby nedochazelo casto k virovym infekcim, staci endonukledze rozstépit cizi DNA
pouze jednou ¢i dvakrat, kdezto MT by musela modifikovat vSechna tato mista pro

zabranéni restrikce. RES tedy maji jasnou vyhodu.
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R-M systémy vSech typd byly zkoumdny méfenim efektivity tvorby plak fagh
(EOP = efektivita vysevu) na riznych bakteridlnich hostitelich. EOP se da vylozit také
jako mira pravdépodobnosti, Ze MT modifikuje vSechny rozpoznané sekvence ptred tim,
nez RES rozstépi pouze jedno toto misto.

Stejné jako pln€ methylovana DNA je i hemi-methylovana DNA, vznikla replikaci
pln¢ methylované DNA, imunni k rozstépeni. Probé¢hla-li by vsak dalsi replikace,
stala by se jedna z vyslednych molekul nachylnou ke $tépeni. Proto je tieba, aby byla

methyltransferaza vzdy piitomna pfi replikaci hostitelské DNA (Wilson et al. 2012).
3.2  Typy restrikénich endonukleaz

321 Typl

Restrikéné — modifikaéni systémy Typu I (konkrétné Escherichia coli K-12 (Migula,
1895) Castellani a Chalmers, 1919 a E. coli B) byly objeveny jako prvni ze vSech R—M
systémi, nicmén¢ byly zastinény systémy Typu I, jelikoz ty, na rozdil od Typu I,
§tépi na samostatné fragmenty a jsou tedy Iépe pouzitelné (Murray 2000).

R—M systémy Typu I jsou kédovany tremi geny, a tudiZz obsahuji tfi podjednotky.
Gen hsdR koduje tvorbu restrikéni podjednotky HsdR. Gen hsdM koduje modifikacni
podjednotku HsdM a gen hsdS zase rozpoznavaci podjednotku HdsS (S = specifita).
Jednd se tedy o komplexni systémy schopné rozpoznani, modifikace i St€épeni DNA.
Enzymy Typu | jsou také schopny translokovat DNA do nahodilého spojeni s vyraznou
zménou konformace molekuly, pfi¢emz jsou stale napojeny na rozpoznavaci misto.

Vyhodou R—M systémut Typu I oproti Typu II z biologického hlediska je zabranéni
bakteriofaglim ziskat rezistenci na ¢innost restrikénich endonukledz. Viry a jiné mobilni
genetické elementy dokdazi ziskat pozadovanou modifikaci nebo syntetizovat své vlastni
methyltransferazy, umi také modifikovat svou DNA vélenénim nezvyklych bazi,
pfipadné syntetizovat antirestrikéni proteiny, které napodobuji DNA, a zvladnou se také
vyvarovat specifickych rozpoznavacich sekvenci. Re§enim pro hostitele je periodicka
zména specifity rozpozndvaci sekvence, a to jak pro restrikéni enzymy, tak pro
methyltransferazy. R-M systémy Typu I vyvinuly G¢inny zpusob, jak tuto zménu
provést synchronizované, diky rozpoznavaci podjednotce S, ktera sestiva ze dvou
individuélnich domén TRD (target recognition domain). Tyto domény mohou diky
genetickému pteskupeni vytvofit nové kombinace atim uc¢inné mnohokrat zmeénit
specifitu. Mnozstvi riznych specifit potencialné vytvofenych témito mikroby
daleko piesahuje mnozstvi hsdS genid, které vlastni. Z 22 gend hsdS mize
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vzejit az 500 rozlicnych specifit, coz predstavuje mimofaddny obranny repertoar

(Loenen et al. 2014b).

3.2.1.1 Rodiny

Restrikéni enzymy Typu I jsou rozd€leny do péti rodin oznacenych pismeny A-E
(Tab. P2). Rozdéleni probéhlo na zakladé testi komplementarity kodujicich gent,
cross-reaktivity protilatek a aminokyselinové sekvence (Loenen et al. 2014b).

Zékladni enzymy skupiny IA EcoKI a EcoBI jsou kodovany komplementarnimi
geny, které se v genetickych testech spolu chovaji jako dvé alely, nicméné maji velmi
rozdilné sekvence nukleotidl. Protilatky proti enzymim skupiny IA funguji pouze
vramci skupiny, neovliviiuji vS8ak enzymy ze skupiny jiné, tzn., ze nejsou
cross-reaktivni. Skupinu IB reprezentuje enzym EcoAl koédovany geny bakterie E. coli
15T . Tteti skupina IC ptedstavuje enzymy kodované plazmidy a hlavnim prototypem
je zde endonukledza EcoR124l. Do ID patii naptiklad enzym StySBLI, ktery se nachazi
v bakterii Salmonella enterica (ex. Kauffmann a Edwards, 1952) Le Minor a Popoff,
1987 sérovar blegdam (Murray 2000). Prozatim posledni skupinu IE charakterizuje
enzym KpnBIl z Klebsiella pneumoniae Trevisan, 1885. Nepochybné existuji dalsi
skupiny Typu I, nicméné dosud nebyly prozkoumany, jelikoz jesté donedavna byly tyto
enzymy tézko charakterizovatelné. S pfichodem sekvenovani genomu, bioinformatiky
a hlavné nejnovéjsi analyzy methylomt (soubor methylovych modifikaci nukleovych
kyselin v genomu organismu) realizované Single-Molecule Real-Time sekvenovanim
(SMRT, sekvenovani jednotlivych molekul v redlném cCase) se zpfistupnily mozZnosti

identifikace enzymu a urceni jejich rozpoznavanych sekvenci (Loenen et al. 2014Db).

3.2.1.2 Enzymaticka aktivita
Enzymy R-M systém Typu I jsou pentamerické proteiny skladajici se ze dvou
restrik¢nich, dvou modifika¢nich podjednotek a jedné rozpozndvaci podjednotky
(2R+2M+S). Pro své fungovani pozaduji pritomnost ATP, hofecnatych iontl
a S-adenosylmethioninu (SAM nebo AdoMet). Krom¢ velkého R—M komplexu maji
bakterie také trimer 2M+S, ktery vystupuje pouze jako methyltransferaza.

Enzymy rozpoznavaji dvojstranné sekvence DNA sklddajici se ze dvou
polosekvenci rozdélenych fadou nespecifickych nukleotidi (N). Kazda polosekvence je
rozpoznana jednou TRD. Pi.:

AACNNNNNNGTGC (AAC N6 GTGC)

12



Podjednotka R kontaktuje jadro trimeru 2M+S prostfednictvim podjednotky M. Neni-li
ani jedna polosekvence rozpoznavaného mista methylovana, restrikéni endonukleaza
translokuje DNA a §tépi ji Vv razné vzdalenosti, piiblizn¢ v polovin¢ mezi sousedicimi
rozpoznavanymi misty, diky ¢emuz nevytvaii zadné typické vzorce fragmenti.
V dusledku toho nemohou byt v bunéénych extraktech jednoduse identifikovany a jejich

rozpoznavana mista se velmi t€zko mapuji (Loenen et al. 2014b).

322 Typll

Skupina restrikénich endonukledz Typu II je konglomerace mnoha riznych proteind,
které maji spolecnou schopnost §tépit dvouSroubovici DNA ve fixni pozici uvniti
rozpoznavané sekvence, nebo v jeji blizkosti. Toto St€peni vytvafi reprodukovatelné
fragmenty DNA a predvidatelné vzorce pii provedeni gelové elektroforézy. Pro tyto své
vlastnosti se enzymy Typu II staly neocenitelnymi laboratornimi prvky pro manipulaci
s DNA a pro jeji zkoumani.

Geny kodujici produkci R—M systémi Typu II se nachazeji na chromozomech,
prilezitostné vsak i na pfenosnych elementech, jako tfeba na plazmidech, transpozonech
a inzertovanych sekvencich (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Prvni objevenou restrikéni endonukleazou Typu Il se stala HindIl izolovana
z bakterie Haemophilus influenzae sérotypu d v laboratoti Hamiltona Smithe na Johns
Hopkins Medical School (Kelly a Smith 1970). Zajimavosti je, ze Smith tehdy netusil
0 ptitomnosti druhé RES Hindlll v prvnim preparatu HindIl. Pfitomnost Hindlll tehdy
mohla té€Zce narusit analyzu rozpoznavané sekvence Hindll. K velkému stésti Kellyho
a Smithe byla jako substrat pouzita DNA faga T7, kterd neobsahuje restrikéni misto pro
Hindlll (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Jak postupem casu nasledovaly dalsi a dalsi objevy novych enzymd, vyslo najevo,
Ze se od sebe na urovni aminokyselinového slozeni vSechny velmi lisi. Stale nedoslo ke
vSeobecné dohodé, co tato diverzita z evolu¢niho hlediska znamend. S ptihlédnutim
k rychlosti metabolismu prokaryot, jejich velkému mnozstvi nik, rychlému mnozeni
a nekonecné délce Zivota je nadmiru pravdépodobné, Ze pii formovani jejich nyné&jsi
podoby dosSlo ke vSem moznym evoluénim scénaitim, a to nejspiSe mnohokrat,
na mnoha mistech, nezavisle na sob& (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Vyvstava tedy otdzka, jak klasifikovat enzymy Typu II, kdyz vykazuji takovou
miru diference. Dnes$ni pfistup, navrzeny Robertsem (Roberts et al. 2003) a pfijaty na

konsenzu pied deseti lety, sdruzuje skupiny enzyma dle fenotypu, jez je zaloZen
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najejich chovani a na vlastnostech Stépeni. Tento zplsob vSak ma své nedostatky
a zfejm¢ bude v nedaleké budoucnosti ptepracovan. Dalsi metody klasifikace zahrnuji
déleni enzymt dle podobnosti struktury nebo organizace podjednotek a domén,
ptipadné dle podobnosti restrik¢énich mist (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Déleni enzymu Typu II dle chovani je zalozeno na jedenacti subtypech (A, B, C, E,
F, G, H, M, P, S, T), které jsou definovany specifickym znakem. Ten v8ak nemusi byt
nutn¢ jedine¢ny. Diky tomuto pfistupu se mtiZe stat, Ze jeden enzym bude pattit do vice

nez jednoho subtypu (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.1 Subtyp 1A

Restrikéni endonukledzy zatazené do skupiny IIA rozpozndvaji asymetrické sekvence
a §tépi bud’ uvnitt dané sekvence, nebo v definované vzdalenosti od ni. Mnoho enzymti
je doprovazeno jednou ¢i dvéma methyltransferdzami, z nichz kazdd modifikuje jeden
fetézec rozpoznavané sekvence. Ostatni enzymy maji kombinované R—M vlastnosti.
K n¢kterym z nich se jesté pfidava separovana methyltransferaza (Pingoud, Wilson
a Wende 2014).

Rozpoznavana sekvence a S$t€pnd mista jsou reprezentovana na nasledujicim
piikladu: Hphl: GGTGA (8/7) — prvni ¢islo v zavorce udava pozici $tépeni na
pozitivnim vlakné a druhé &islo udava stépnou pozici na komplementarnim vlakné
(Roberts et al. 2003).

5' GGTGANNNNNNNN | 3'
3'CCACT NNNNNNN T 5

Dalo by se ptfedpokladat, ze vzhledem k CcastéjSimu vyskytu asymetrickych
rozpoznavanych sekvenci v DNA se budou endonukledzy IIA uplatiiovat hojnéji nez
IIP, které Sté€pi symetrické sekvence. Neni tomu tak, jelikoz I[P enzymy na sebe berou
podobu homodimerti, ¢imZz nejefektivnéji vyuzivaji genetické zdroje. VétSina I[IA
enzymu ziejmé také kvili St€peni dimerizuje, nicméné pouze kratce (Bitinaite et al.
1998).

V piipadé separovanych R a M komponentli se rozpozndvaci doména navdze na
DNA individualn¢ a asymetricky, pfi¢emz restrikéni doména tvoii doCasny dimer
s identickou doménou z jiné molekuly. Toto chovani naznacuje, ze Stépeni je
kooperativni. Mira §tépeni ¢asto nepomérné roste se zvySujici se koncentraci enzymu

a je obvykle vyssi na substratech s vét§im mnozstvim rozpoznavanych sekvenci.
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Ne vSechny IIA enzymy vyuzivaji dimerizace. Ne&které pracuji se dvéma
rozdilnymi katalytickymi misty pochazejicimi z rGznych podjednotek (napt. enzym
BbvCl) nebo z riznych domén uvnitt stejného proteinového fetézce (napi. Mval269l).
Tyto enzymy maji sklon ke St€peni uvniti sekvence ¢i velmi blizko ni, coz jsou pozice
nepfistupné pro oddélené dimerové katalytické domény (Pingoud, Wilson a Wende
2014).

3.2.2.2 Subtyp 1IB

Enzymy ze skupiny IIB jsou typické St€épenim DNA na obou stranich rozpozndvané
sekvence. Vytvari tak mens$i fragment o 20-34 bp, ktery obsahuje rozpoznavanou
sekvenci. Jsou to velké komplexni R—M enzymy, jez nejsou doprovazeny zadnou dalsi
methyltransferazou. 11B enzymy maji mnoho spoleénych ryst s endonukleazami Typu I
a Jsou s nimi ptibuzné.

Specifickd rozpoznéavaci sekvence je dvojstrannd — obsahuje dvé pulsekvence

rozdelené od sebe kratkou fadou nespecifickych bazi. Zde je piiklad enzymu Bcgl:
10/12 CGA N6 TGC 12/10

5 1 N10 CGANNNNNNTGC N12 | 3

3'TN12 GCTNNNNNNACG N10 T 5
Vysledkem stépeni jsou fragmenty S koheznimi konci, které na 3' konci presahuji dvéma
az péti bazemi. Modifika¢ni jednotka enzymu IIB methyluje rezidua adeninu.
Pro spravny pribéh methylace a u nékterych enzymii i pro pribéh restrikce je
pozadovan AdoMet.

IIB enzymy vykazuji obecné tfi typy chovani, pokud se setkaji s rozpoznavanou
sekvenci. V neutrdlnim modu sekvenci ignoruji, v restrikénim modu Stépi
a v modifikaénim modu methyluji. VIiv na chovani enzyml mé zifejmé stav
rozpoznavané sekvence (Pingoud, Wilson a Wende 2014). Pokud jsou obé
polosekvence methylované, jsou enzymem ignorovany, jelikoz indikuji plné
modifikovanou hostitelskou DNA. Je-li sekvence methylovana pouze na jednom
z komplementarnich fetézct, jednd se o nové replikovanou hostitelskou DNA,
jejiz pritomnost by méla indukovat modifika¢ni ¢innost enzymu. Narazi-li enzym na
nemethylované rozpoznavané misto na DNA, je zde velka pravdépodobnost, ze jde
ocizi DNA. Oproti enzymim subtypu IIP, které ihned takovouto sekvenci S$tépi,
enzymy subtypu IIB nejdiive hodnoti situaci. Jestlize naleznou vice nemodifikovanych

sekvenci na stejné molekule DNA, potvrdi se piedpoklad a dojde ke $tépeni. Je zde vSak

15



moznost, ze nedopatienim nedoslo k methylaci pouze této jediné sekvence, coz enzym
vyhodnoti jako nemodifikovanou hostitelskou DNA a zahaji methylaci.

Enzymy Bcgl, CspCl a BsaXI vlastni samostatné podjednotky S, které sestavaji ze
dvou protilehlych rozpoznavacich domén, z nichz kazda se vaze na jednu polosekvenci.
Podjednotky téchto enzyml jsou 2RM+1S formatu, ale existuji pouze jako
heterohexamery — tedy dimery slozené z trimert 2x(2RM+1S), a to jak v roztoku,
tak ve vazbé s DNA. Pro probéhnuti $té€peni je nutné, aby byl enzym navazan na dvé
rozpoznavané sekvence, pticemz K restrikci dojde na vSech Etyfech fetézcich zaroven.
Co se ty¢e modifikace, vaze se Bcgl a jemu podobni na jednotlivé sekvence také jako
hexamer. Hemimethylované sekvence modifikuje rychleji nez nemethylované,
takze predstavuje spiSe udrzovaci MT (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Ostatni IIB enzymy, jako naptiklad Alol, Ppil a Cjel, jsou jednofetézcové proteiny,
které také obsahuji dvé rozpoznavaci domény (Pingoud, Wilson a Wende 2014).
Neni zcela jasné, jak se dv€ rozpozndvaci domény déli o jednu katalytickou,
nicméné Smithova, Pernstich a Halford (Smith, Pernstich a Halford 2014) pii zkoumani
enzymu TstI dosli k zavéru, ze takovéto proteiny ziejmé vystupuji jako homotetramery,
které se vazou na dvé dvojstranné rozpoznavané sekvence spiSe nez na Ctyfi.
Vétsina [IB enzymt je tedy aktivni jako endonukledza, az kdyZz je navazana na dvé
rozpoznavana mista, a to bud’ v konfiguraci cis na stejné molekule DNA,
nebo v konfiguraci trans na dvou oddélenych molekulach DNA.

Stejné jako u endonukleaz Typu I funguji u skupiny IIB rozpoznavaci domény
individualné, takze se mohou mezi sebou vyménovat, aby doslo k vytvofeni novych
kombinaci rozpozndvanych sekvenci (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Aby mohly enzymy IIB stépit cetné DNA duplexy naraz, potebuji se shlukovat do
velkych oligomert s molekulovou hmotnosti piesahujici 500 kDa, coz je ¢ini nejvétsimi

znamymi restrikénimi endonukleazami (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.3 Subtyp I1IC

Enzymy ze skupiny IIC maji uvniti jednoho polypeptidového fetézce restrikéni

I modifika¢ni domény. Zahrnuji v§echny znamé IIB restrik¢éni endonukleazy, ale i dalsi

typy enzymt. Mohou a nemusi byt doprovazeny doplitkovymi methyltransferazami.
Enzymy IIC S§tépi vzdy mimo svou rozpozndvanou sekvenci, a to v rizné

vzdalenosti S odchylkou +1 nebo +2 bp. Rozpéti mezi rozpoznavanou sekvenci

arestrikénim mistem je spiSe dano fyzickou vzdalenosti, neZz poétem paru bazi,
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které lezi mezi nimi. Tim padem ma vliv na vzdalenost St€peni hlavné topologie DNA,
ionické podminky a sekvence paru bazi. U enzymu provad¢jicich restrikci na obou
stranach dvojstranné sekvence se vzdalenost méfi spiSe od modifikovaného adeninu
nachazejiciho se v kazdé polosekvenci, neZ od hranic rozpoznavané sekvence. Casto je
to stejny adenin jak napravo, tak nalevo, jelikoz stejny protein katalyzuje reakci na obou
stranach.

Vétsina IIC endonukledz se védze na cilové sekvence ve form¢é monomeru.
Nékteré enzymy rozpoznavaji kontinudlni asymetrické sekvence, které $tépi na jednom
misté piiblizné ve vzdalenosti jedné otocky Sroubovice DNA — Tth11lll (CAARCA
11/9, R = A nebo G), ptipadné ve vzdalenosti jedné a pul otocky — Eco571 (CTGAAG
16/14) anebo az na mist¢ vzdaleném dvé otocky — Mmel (TCCRAC 20/18).
Jiné enzymy, v¢etné subtypu IIB, maji dvé rozpoznavaci domény, které rozpoznavaji
dvojstranné asymetrické sekvence a $té€pi je na obou jejich stranach. Nékolik enzymn,
napt. HaelV (7/13 GAY N5 RTC 14/9, Y = T nebo C), se vaze ve form¢ homodimerd,
pficemz pouzivaji dvé kopie stejné rozpozndvaci domény. Jejich rozpoznavané
sekvence jsou také dvojstranné, ovSem jsou symetrické.

R—M proteiny subtypu IIC vlastni pouze jedno katalyza¢ni misto pro Sté€peni,
piesto viak $tépi oba Fetdzce DNA. Stépeni totiz zahrnuje prechodnou dimerizaci mezi
Stépnymi doménami sousedicich molekul. Obsahuje-1i substrat vice rozpoznavanych
mist nebo jsou-li pfidany oligonukleotidy obsahujici danou sekvenci, zlepsi se efektivita
Stépeni. VEtSi mnozstvi mist ma zieyjmé za nasledek zvySeni lokéalni koncentrace

enzymu, coz podporuje kratkodobou dimerizaci (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.4 Subtyp IIE
Restrikéni endonukleazy subtypu IIE jsou enzymy skupiny IIP s alosterickym
efektorem, ktery stimuluje katalyzu, pokud se navaze na dal$i rozpoznavanou sekvenci.
Biologicka funkce alosterické aktivace je nejasnd, ale je mozné, ze by méla zabranit
Stépeni bunééné DNA na neumysiné nemodifikovanych mistech v prubé¢hu doby,
kdy methylace DNA neni schopna udrzet tempo se syntézou DNA. Tato schopnost
mize byt také vlastni enzymam subtypu I1F.

Ptikladem muze byt enzym ECORII (|ICCWGQ), ktery se jako homodimer vaze na
dvé nebo tfi kopie rozpozndvané sekvence najednou. Jedna z téchto sekvenci je
koordinované¢ vazana dvéma podjednotkami v DNA-rozliSovacim zlabku mezi nimi

abude Stépena. Baze A nebo T (=W) jsou pii $tépeni necekané vyjmuty ven ze
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struktury Sroubovice, takze z rozpoznavané sekvence zistane pouze CC-GG.
Toto chovani vykazuji 1 podobné enzymy PspGl (JCCWGG) a Ecl18kl/Ssoll
(|ICCNGQG). Ostatni sekvence se vazou jinym zpusobem nez Stépend sekvence, a to na
N-koncové domény, které pusobi jako alosterické aktivatory. DalsSim piikladem
endonukleazy IIE je Nael (GCC|CCG), ktera ma funkéni spojitost s DNA

topoizomerazami (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.5 Subtyp IIF

Enzymy patfici do skupiny IIF se vazou na dvé rozpoznavané sekvence a koordinované
Stépi vSechny ¢tyfi DNA fetézce naraz. Je zde urc¢ita podobnost s enzymy subtypu IE,
jelikoz ty se také vazou na vice rozpoznavanych sekvenci, nicméné pouze jedna z téchto
sekvenci je opravdu Stépena a ostatni jsou alosterické. Enzymy subtypu IIF naproti
tomu vystupuji jako homotetramery. Jejich vazna mista jsou identicka, maji samoziejme
katalytickou funkci, ale také alosterické ¢i kooperativni vlastnosti.

Nekteré IIF enzymy rozpoznavaji asymetrické sekvence (1B Tstl, 1IS BspMl),
jejichz strukturdlni organizace zUstava nejasnd. Jiné IIF enzymy rozpoznévaji
symetrické sekvence jako pary tzv. ,,back-to-back* homodimert, které nejsou schopny
Stépit, dokud ob¢ vazna mista nejsou obsazena. Pro lepsi stabilitu je preferovana vazba
danych sekvenci v konformaci cis. Neni jasné, jak si katalyticka mista mezi sebou
predavaji signal k vazbé na DNA, zfejmé to vSak zahrnuje konformacni zmény, které se
Sifi napfi¢ tetramerovym rozhranim. U enzymu Bse6341 a Sfil se vyskytla mutace
v tomto rozhrani, ktera jim dovolila véazat se na jednotlivou sekvenci a efektivné ji
Stépit, pficemz enzymy zuUstaly zachovany v tetramerické formé.

Zvlastnosti enzymu SgrAl (CRICCGGYGQ) je, ze po sestaveni do homotetrameru
pokracuje formovanim pribéZnych oligomerid tvofenych fadou helikalné usporadanych
homodimeri navazanych na DNA. Sousedni homodimery jsou od sebe odchyleny
pfiblizné€ o 90 ° tak, ze ¢tyfi homodimery spole¢né tvoii témét jednu otocku levotocivé
Sroubovice, kterd se miize skladat az z osmnécti homodimert. Oligomerickd forma
SgrAl je vysoce aktivni jak na vlastni zakladni sekvenci, tak na ,star sekvenci
(CRICCGGYN, N = libovolna baze), ktera ma jen o 4 % nizsi efektivitu Sté€peni nez
zakladni sekvence. Z toho vyplyva, ze homodimer enzymu SgrAl je asymetricky v tom
smyslu, Ze jedna podjednotka disledné rozpoznava vnéjsi par bazi dané sekvence,
kdezto druha podjednotka neni vzdy tak disledna, coz muze byt zpiisobeno vyraznymi

konformaénimi zménami pii sestavovani oligomert.
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Dal8im netypickym ukazem je skutecnost, ze ptibuzné RES se mohou chovat jako
IIE i jako IIF enzymy — napi. EcoRIl (|ICCWGG, TyplIE) a Ecl18kl/Ssoll (|ICCNGG,
Typ IIF). A evolucné odlisné verze stejného enzymu se mohou chovat odlisné.
Piikladem je Cfr42l a Eco29kl, které rozpoznavaji CCGC|GG. Cfr42I ma v roztoku
formu tetrameru, vaze se na dvé rozpoznavané sekvence a S$té€pi soucasné. Eco29Kl
naopak formuje v roztoku monomer, vaze se na DNA jako homodimer a dvojici

sekvenci $tépi vzdy postupné (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.6 Subtyp 11G

Pro enzymy subtypu IIG je dualezitou prerekvizitou pfitomnost slouceniny AdoMet.
Jsou ji bud’ stimulovény, nebo ji pfimo vyzaduji. Do této skupiny patii vétSina IIB a 1IC
enzymi. Typickym znakem téchto kombinovanych R-M enzymil je pfitomnost
restrikéni domény a methyla¢ni domény tiidy gama v jediném polypeptidovém fetézci.
KR a M domén¢ nalezi jedina S doména, kterd se vyskytuje v podobé samostatné
podjednotky, nebo muze byt soucasti C-terminalni ¢asti proteinu a rozpoznava jak
kontinualni, tak dvojstranné (nespojité) sekvence, z nichz kazda mize byt symetricka ¢i
asymetricka. Enzymy subtypu IIG se vyskytuji v celé Skale oligomerickych forem bez
doprovodnych methyltransferaz nebo s nimi.

AdoMet je pro IIG enzymy dulezity z hlediska restrikce, ale i z hlediska
methylace, protoze poskytuje methylovou skupinu pro methylaéni reakci. Vyhodou
zavislosti na AdoMetu muze byt sebezachova — pii nedostatku AdoMetu, z n¢hoz
vyplyva nedostate¢nd modifikace DNA, se sniZzuje pravdépodobnost Stépeni genetické
informace vlastni hostitelské bunky. Na nevyhodu lze vSak narazit u Sté€peni in vitro,
jez casto nelze dokoncit, protoze cast sekvenci bude modifikovana jiz pti inkubaci,
coZ je ¢ini rezistentni k naslednému Stépeni.

Stane-li se, ze se zméni sekvence rozpoznavana I1G enzymy, a to naptiklad mutaci
S podjednotky nebo vyménou domén, stane se tak pro restrikci i modifikaci zaroven.
Tato funkéni synchronizace umoznila specifickym sekvencim urcitych IIG enzymi
(napt. rodina Mmel) Siroce se od sebe rozlisit. V kostfe proteinové struktury
rozpoznavaci domény se vyvinula struktura dovolujici riznym aminokyselinovym
parim specifikovat alternativni pary bazi v rozpoznavané sekvenci (Tab. P3). Toto
chovani je pro RES netypické, jelikoz se jako celek vyvijely v naprosto opacném sméru,

a to k neménnosti rozpoznavanych sekvenci.
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Vétsina prokaryot vlastni pouze jednu nebo dvé endonukleazy subtypu 11G spolu
s velkym mnozstvim enzymi Typu I, 1IP, IS a s 0 néco mensSim mnozstvim enzymu
Typu 1. Lze vsak nalézt i vyjimky, jako napiiklad Helicobacter pylori (Marshall et al.,
1985) Goodwin et al., 1989, ktery ma casto az 20 systému subtypu IIP a IS, ale jen
Ctyfi az Sest [IG systémi. Borrelia burgdorferi Johnson et al., 1984 naopak obsahuje ke
dvaceti systémum subtypu IIG a ostatni systémy nemusi obsahovat viibec. O vyhodach

a nevyhodach téchto variaci je znamo pomérné malo (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.7 Subtyp IIH

Skupina IIH obsahuje enzymy, které jsou ozna¢ovany jako hybridni, jelikoz se skladaji
z restrikénich endonukledz nalezicich Typu II, ale doprovazi je adeninové
methyltransferdazy tfidy gama, o kterych se diive myslelo, Ze ndlezi pouze systémim
Typu 1. Dnes je vSak jiz znamo, ze tyto MT jsou obecné rozsSifené i mezi
endonukledzami Typu Il — napt. tvoii jadro vétSiny IIG endonukledz.

Prvnim objevenym zastupcem této skupiny je enzym Adhl (GACNNN|NNGTC),
jehoz methyltransferaza modifikuje adenin (GAC N GTC) na N6-methyladenin
a funguje v podobé tetrameru 2M+2S. Po objevu byl zafazen do neformalni skupiny
Typu 1'%, jelikoz se zdalo, Ze je to chybéjici ¢lanek evolu¢niho vyvoje mezi enzymy
Typu I a Typu II. Nyni se tomuto typu endonukledz jiz neptikladd takovy vyznam
a neni jiz ptili§ vyuzivan (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.8 Subtyp IIM

Enzymy subtypu IIM rozpoznavaji pouze methylované sekvence, které §tépi na fixnich
mistech. Co do IIM vsak nefadime, jsou enzymy ze skupiny IV (napt. enzym McrBC),
protoZze nestépi na fixnich mistech a mohou byt k methylaci méné ¢i vice tolerantni,
ackoliv pro RES subtypu IIM je methylace naprosto esencialni (Pingoud et al. 2004).

Nejznaméjsim zastupcem této skupiny je enzym Dpnl (Gm6A|TC), ktery ve formé
monomeru $tépi jeden fetézec po druhém. Dpnll je alelickou alternativou k Dpnl,
takZze in vivo $tépi stejnou sekvenci, kterd vSak musi byt nemethylovana (GATC).

Neni jasné, co stoji za plnou zédvislosti na methylovaném adeninu v rozpoznavané
sekvenci Dpnl. Je vsak mozné, ze methylova skupina indukuje strukturdlni zmény
(napf. pozménéni struktury postranniho fetézce aminokyselin s dlouhym fetézcem,
jako je lysin nebo arginin), jimiz upravi konformaci proteinu, ktera narusuje vazbu nebo
ji brani, na konformaci, ktera je kompatibilni a umoziuje navazani (Pingoud, Wilson

a Wende 2014).
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3.2.2.9 Subtyp IIP
Subtyp IIP obsahuje ty nejrozsifenéjsi a nejriznorodéjsi enzymy z endonukleaz Typu II.
Clenové IIP skupiny rozeznavaji palindromické sekvence a §tépi bud’ uvniti téchto
sekvenci (ECORI G|AATTC), nebo, mén¢é Casto, na jejich okraji (ECORII |[CCWGG).
Palindromy jsou symetrické sekvence, které maji na obou fetézcich stejné potradi bazi,
a to ve stejném sméru (5'—3' nebo 3'-5').

5 G|AATTC 3

3 CTTAAIGS

Endonukleazy subtypu IIP  jsou téméF vzdy doprovazeny jednou
methyltransferdzou rozpoznavajici stejnou sekvenci. V ojedinélych ptipadech jsou
methyltransferazy dvé. Nékteré RES funguji ve formé€ monomert, nejcastéji na sebe
vSak berou podobu homodimerti a homotetramerii. Multimery vétSinou $tépi oba fetézce
V jedné vazebné udalosti. Monomery §tépi jeden fetézec DNA po druhém, nicméné po
Stépeni prvniho fetézce zlstavaji stale ve vazbé, coz nasvédCuje tomu, Ze oba fetézce
Stépi jedind molekula. Z divodu polarizace katalytické reakce a opacné orientace
fetézcll se vSak monomer musi po prvnim St€peni oddélit od rozpoznavané sekvence,
aniz by pfitom zruSil vazbu s DNA, poté se oto¢i o 180° a znovu se pfipoji
k rozpoznavané sekvenci, aby zde mohl §tépit.

Napiiklad monomericky enzym Bcnl (CCISGG, kdy S = G nebo C) v prvnim
kroku rychle provede hydrolyzu jednoho z fetézci. Zde byla zjisténa nepatrna
preference fetézce obsahujiciho v misté¢ S guanin misto cytosinu. Poté se pomalu odpoji,
otoCi a vrati ke druhému fetézci. V poslednim kroku stejnym zptisobem hydrolyzuje
zbyly fetézec.

Rozpoznavané sekvence tohoto typu endonukledz jsou obvykle 4—8 bp dlouhé.
Mohou byt kontinualni (HindIIl AJAGCTT) ¢i prerusené nespecifickymi bazickymi
pary, a to jednim (Hinfl GJANTC), dvéma (Hpyl88IIl TCN|NGA), tfemi (Dralll
CACNNNIGTG), ctyfmi (Xmnl GAANNNNTTC), péti (Bgll GCCNNNNINGGC)
a vice, az do poctu deviti nespecifickych para bazi (Xcml CCANNNNN|NNNNTGG).
Tyto rozdily se odviji od geometrického vztahu mezi dvéma podjednotkami
homodimeru. Rozpoznavané sekvence mohou byt tvofeny pouze jednim parem bazi
(Xmal C|CCGGG, Dral TTT|AAA) ¢i obéma pary. Mnoha enzymim vSak mohou
vyhovovat alternativni pdary bazi na uritych pozicich, jako napiiklad R:Y
(purin:pyrimidin = A:T nebo G:C), W:W (slabé parovani bazi = A:T nebo T:A),
S:S (silné parovani bazi = G:C nebo C:G) a M:K (methylovatelna baze = A:T nebo
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C:G). Stépeni miize produkovat fragmenty s tupymi konci (bez presahi), nebo s konci
koheznimi, které maji pfesahy 1-4 bazi na 5' nebo 3' konci.

Dnes jsou jiz znamy stovky riznych specifit pro enzymy subtypu IIP. Pro kazdou
Z nich existuje alespon nékolik izoschizomeri — enzymi s identickou specifitou
a podobnym aminokyselinovym slozenim, které casto predstavuji odlisSné varianty
jednoho ptvodniho enzymu, jehoz gen se horizontdln¢ piendSel mezi prokaryoty
a Vv prabéhu ¢asu akumuloval neutralni zmény. Skupiny endonukledz s uizce ptibuznymi
specifitami maji casto podobné aminokyselinové slozeni, coz ukazuje na nedavnou
adaptivni radiaci ze spolecného predka. Enzymy s nepiibuznymi specifitami nevykazuji
podobnost v AMK slozeni, coz mtize byt znakem individualniho vyvoje, nebo vymizeni

stop po spole¢ném predkovi nasledkem plynuti ¢asu (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.10 Subtyp 1S

Enzymy subtypu IIS stépi DNA ve fixni pozici mimo jejich rozpoznavanou sekvenci.
Stépeni je posunuto v jednom sméru od sekvence v ramci jedné ¢ dvou otodek dvojité
Sroubovice. Do této skupiny lIze technicky zafadit i enzymy skupin II1B, IIC a IIG,
které se nicméné¢ dale 1isi od zbytku enzymn IIS.

Rozpoznavané sekvence enzymu subtypu IIS jsou vétSinou asymetrické, a to
zfejmé z toho diivodu, Ze existuje mnohem vice asymetrickych sekvenci, nez téch
symetrickych. Stépeni proto probihd pouze na jedné strané sekvence. Nejznamgjsi
a jedna z prvnich objevenych IIS endonukleaz FokI §tépi v misté vzdaleném devét bazi
od sekvence na jednom fetézci a tfinact bazi daleko od sekvence na druhém fetézci,
¢imz produkuje fragmenty s presahem Ctyi bazi na 5' konci. Na zakladé dohody se
rozpoznavana sekvence enzymu Subtypu IIS uvadi ve sméru, ve kterém ke Stépeni
dochazi napravo od sekvence, takze specificka sekvence enzymu FoKI je psana stylem
GGATG 9/13, nikoliv 13/9 CATCC, ackoliv je tento zplisob stejné presny.

Aminokyseliny zodpovidajici za rozpozndvani a za katalyzu jsou umistény
v odlisnych doménach, které mohou byt rozdéleny na samostatné proteinové fetézce.
Enzymy IIS se tedy skladaji z N-koncové rozpoznavaci domény, spojovaci casti
neboli ,,paze” a C-koncové $tépici domény bez sekvenéni specifity. Obvykle jsou
enzymy subtypu IIS doprovazeny dvéma samostatnymi methyltransferazami, z nichz
kazda modifikuje jeden fetézec rozpoznavané sekvence tak, Ze methyluje jeden adenin
a jeden cytosin. V n¢kterych piipadech (napf. u FokI) jsou methyltransferazy spojeny

do jednoho proteinového fetézce. Pouze nékolik R—M systéma subtypu IIS vlastni jen
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jednu doprovodnou methyltransferazu. Tyto systémy rozpoznavaji tzv. kvazipalindro-
mické sekvence, které jsou asysmetrické z pohledu restrikéni endonukleazy, nicméné
methyltransferdzy je vnimaji jako symetrické (a dvojznacné). V disledku toho jsou
jedinou methyltransferazou modifikovany oba fetézce dané sekvence. Prikladem téchto
systémi jsou Bbvl (RES: GCAGC 8/12, MT: GCWGC) a Mlyl (RES: GAGTC 4/4, MT:
GASTC, S =G nebo C).

Studiem struktury enzymu FokI bylo zjisténo, ze pokud je enzym krystalizovan,
katalytickd doména je blokovéna vazebnou doménou v pozici nevyhodné pro Stépeni.
Tato skute¢nost naznacuje moznost kontroly katalytické domény pro zabranéni Stépeni
nespecifické DNA. Uvolnéni domény nastava ziejmé¢ diky konforma¢nim zménam ve
vazebné doméné, jakmile je dosazeno rozpoznavaného mista. Nejsou sice znama
vSechna fakta o §tépeni enzymy subtypu IIS, ale nynéjsi piedstava je takova, Ze je tieba,
aby prob¢hla dimerizace katalytickych domén blizkych molekul, z nichZ alesponi jedna
je navazana na rozpoznavanou sekvenci. Druha se muze nachazet volné v roztoku nebo
mize byt nespecificky vazana na DNA, ale nejstabilnéjsi bude komplex tehdy, navaze-li
se také specificky na rozpoznavanou sekvenci. Jsou-li ob& domény specificky navazany,
neni tfeba, aby k sobé byly urcitym zptisobem orientovany, nebo aby byly blizko sebe,

jelikoz mezi nimi dojde ke sto¢eni DNA (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

3.2.2.11 Subtyp IT

Enzymy subtypu IIT obsahuji dvé odlisna katalytickda mista a jednaji bud’ ve formé
heterodimeru (BbvCl CC|TCAGC, BpulOl CC|TNAGC, Btsl CCNNNNN|NNGG, aj.),
nebo jako jednofetézcovy protein (Mval269l, BtsCl, Acil, Bsrl, atd.).

Vsechny tyto proteiny rozpoznavaji asymetrické sekvence, které Stépi uvnitt,
nebo velmi blizko jedné strany sekvence. Nékteré enzymy maji své dvé podjednotky
podobn¢ velké. Ty se pak obé podili na rozpoznavani sekvence i na $tépeni (pt. BbvCl,
BmgBI). Ostatni enzymy obsahuji podjednotky rozdilné velikosti. VéEtsi podjednotka
potom rozpoznava sekvenci a $tépi jeden fetézec, zatimco mensi podjednotka pouze
S$té€pi druhy fetézec (pi. BsrDI, Btsl, BspD6l).

Endonukledzy ze skupiny IIT jsou doprovazeny dvéma samostatnymi
methyltransferazami — kazda slouzi k modifikaci jednoho fetézce. MT mohou byt
slou¢eny do jednoho bilkovinného fetézce, nebo obsazeny ve dvou oddélenych

proteinech.
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Jelikoz maji enzymy subtypu IIT dvé odlisna katalytickd mista, mohou byt
pozménény na vrubovaci endonukledzy, zamétené svou specifitou na fetézce, a to bud’
zménou jednoho ¢i druhého mista, nebo odstranénim mens$i podjednotky (Pingoud,

Wilson a Wende 2014).

323 Typll

Prestoze bylo charakterizovano pouze malé mnozstvi (Tab. P4) endonukleaz Typu III,
jejich pfitomnost ve vétsiné sekvenovanych bakteridlnich genomid naznacuje jejich
dilezitost a nutnost dal§iho zkoumani.

Vznik R-M systémt Typu III je dan dvéma geny — gen res koduje restrikéni
podjednotku R a gen mod je zodpovédny za modifikacni podjednotku M.
Enzymy s katalytickou aktivitou jsou komplexy 2R+2M, nicméné se ukdzalo,
7e ECoP151 RES se vyskytuje i v heterotrimerické formé 1R+2M. Enzymy s funkci
modifikacni existuji ve formé¢ dimeru 2M, ktery methyluje adenin do formy m6A (Rao,
Dryden a Bheemanaik 2013).

Enzymy Typu Il §t€pi DNA mimo asymetrické 5 az 6 bp dlouhé rozpoznavané
sekvence, a to ve fixni pozici 25-27 part bazi od oné sekvence ve sméru fetézce
(Loenen et al. 2014a). K ucelnému a vykonnému S§tépeni je zapotiebi, aby endonukleazy
Typu Il interagovaly se dvéma samostatnymi nemethylovanymi sekvencemi v inverzni
orientaci ,,head-to-head”. Aby k tomu mohlo dojit, musi mezi sebou restrikéni mista
komunikovat, a to na velkou vzdalenost. Pro tento uc¢el maji enzymy Typu III, podobné
jako enzymy Typu |, vyvinutou sekvenéné specifickou aktivitu adenosintrifosfatazy,
ktera umoziuje komunikaci diky hydrolyze ATP (Rao, Dryden a Bheemanaik 2013).
Je-li v§ak hydrolyza ATP nedostatecnd, musi dojit ke komunikaci jinym zpisobem.
Dtive se zdalo, ze translokace DNA se déje pomoci smyckovani (DNA looping),
nicméné vyvstala nova teorie enzymatické difuze podél DNA, zptisobené konformacni

zménou zavisejici na ATP (Loenen et al. 2014a).

3.24 TyplV

Restrikéni systémy Typu IV se sklddaji z jednoho ¢i dvou geni a Stépi pouze
modifikovanou DNA, jsou vSak malo selektivni co do vybéru specifické sekvence.
Vyjimkou je nejlépe prozkoumana endonukleaza ECOKMcrBC pochazejici z E. coli,
ktera §tépi ptiblizn€ 30 bp od jednoho ze dvou rozpoznavanych dinukleotidi obecného

vzorce RmC (purin, methylovany cytosin m4C, ¢i m5C), jez jsou rozdéleny 40 az 3 000
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pary bazi (Roberts et al. 2003). Mezi dalsi relativné dobfe charakterizované enzymy
patii SauUSI (SmM5CNGS) a PvuRts1l (mC[N11-13/N9-10[]G).

Revel (1967) objevil geny rglA a rglB pro restrikci methylované DNA.
V 80. letech 20. stoleti byly obdobné geny zjistény u E. coli a byly pfejmenovany na
mcrA a mcrBC. Pozdéji byl v E. coli objeven tfeti gen mrr. Enzymy vzniklé translaci
téchto gend pak jsou senzitivni k modifikacim cytosinu (mcrA, mcrBC), ptipadné
cytosinu a adeninu (mrr).

Nejznaméjsimi modifikacemi (Tab. P5) bazi DNA jsou pravé methylace cytosinu
a adeninu, konkrétné¢ C5-methylcytosin (m5C), N4-methylcytosin (m4C) a N6-me-
thyladenin (m6A), které jsou také nejrozsSifenéjsi. Dalsi modifikace typické pro
bakteriofagy jsou 5-hydroxymethyluracil (hm5U), 5-hydroxymethylcytosin (hm5C)
ajeho derivaty s cukernatymi rezidui (ghm5C). Samoziejmé existuje také spousta
dalsich, méné Castych a exotickych modifikaci bazi, nicméné zménéna miize byt i patet
DNA, a to konkrétné¢ vyménou —SH skupiny za nevazebny kyslik na fosfodiesterové
vazbeé, ¢imz vznika fosfothioesterova vazba.

Dosud znamé enzymy Typu IV maji oddélené domény pro restrikci a pro vazbu na
DNA ulozeny bud’ na stejném fetézci, nebo dokonce na riznych polypeptidovych
fetézcich. Enzymy lze zatim rozdélit do Sesti rodin — McrA, McrBC, SauUSI, Mrr,

PvuRtsll a GmrSD —, z nichz kazda ma sva specifika (Loenen a Raleigh 2014c).

3.3  Specifita restrikénich endonukleaz

Ptresnost, se kterou restrikéni endonukledazy identifikuji své cilové sekvence,
je vyznamnou charakteristickou vlastnosti téchto enzymli a mechanizmy jejiho
fungovani jsou dnes stale nejasné (Wilson et al. 2012).

Prvni hypotéza (Seeman, Rosenberg a Rich 1976) piedpoklada sekvenéni specifitu
zaloZenou na vodikovych vazbach DNA. Na krajich bazickych par, které jsou odkryty
Vv mens$im a vétSim zlabku dvojité Sroubovice, se nachdzi atomy vodiku a dusiku,
které mohou piijmout ¢i poskytnout vodikové vazby. Jejich pozice a polarity jsou pro
kazdy bazicky par odlisné. Seeman, Rosenber a Rich navrhli, ze by dvé ¢i tii vodikové
vazby mezi t€émito atomy a aminokyselinami mohly slouzit k jedinecné identifikaci
kazdého bazického paru. Tento predpoklad vedl k predvidani vazeb mezi konkrétnimi
aminokyselinami a bazemi, napi. ve vétsim zlabku se bude na adenin vazat asparagin
a glutamin, zatimco na guanin se navaze arginin, v mensim zlabku se naopak asparagin

s glutaminem budou vazat na guanin. O deset let pozdéji (McClarin et al. 1986) byla
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rozlusténa krystalicka struktura ECORI, ktera po revizi (Kim et al. 1990) zménila pohled
na tuto hypotézu. Aby mohla specifita fungovat na zakladé¢ vodikovych vazeb,
musela by existovat kli¢ova vodikova vazba zprostiedkovana molekulou vody. Voda ale
formuje vodikové vazby jak s donory, tak s akceptory a nemusi mezi nimi nutné
rozliSovat. Toto rozliSovani je ovSem zakladnim ptedpokladem pro rozpoznavani podle
této hypotézy (Wilson et al. 2012). V dneS$ni dobé jsou jiz rozlustény krystalické
struktury vice nez 30 restrik¢nich enzymt vazanych na svou specifickou sekvenci
DNA. U nékterych endonukleaz, jako Hindlll, Mval a Eco29Kl, je pfitomno pfilis malo
vodikovych vazeb, které by mohly zodpovidat za specifitu, ale ve vétSin¢ ostatnich
enzymi se zda byt hypotéza funkéni. I kdyz je tento fakt bran jako dikaz hypotézy,
jedna se pouze o dliikaz nepfimy a bylo by nutno experimentalné potvrdit jeji pravdivost
(Wilson et al. 2012).

Vyzkum Wilsona et al. (2012) vyvratil hypotézu vodikovych vazeb, jelikoz bylo
zjisténo, ze vodikové vazby mohou byt odebrany a specifita je nadale zachovana.
Wilson et al. (2012) také véti, ze zakladnim piedpokladem rozpoznavani sekvenci je
precizni uspofadani atomli ve vazebném misté bazického paru. Kazdé takové misto
muze fadné prijmout pouze jeden ,,spravny* bazicky par, jelikoz by pfi navazani jiného
bazického paru nastaly prostorové a elektrostatické konflikty, které vylucuji spravné
fungovani systému. Sekvenc¢ni specifita je tedy urcena tvarem a elektrostatikou povrchu
vazebného mista DNA.

Mechanizmus specifity zacind nespecifickym volnym navazanim proteinu na
DNA. Enzym klouze tam a zpét, pieskakuje z molekuly na molekulu, dokud nenajde
rozpoznavanou sekvenci. Poté se protein pevné navdze k této sekvenci a provede
katalytickou reakci. V procesu hledani restrikéniho mista se enzym setka s tisici
odlisnymi sekvencemi, které nemaji s rozpoznavanou sekvenci pfili§ spole¢ného, a tak
dojde k mnoha konfliktim na vazebném misté. Efekty téchto konflikti jsou aditivni,
takze se vSechny malé individualni konflikty kombinuji do jedné velké nekompatibility
(Wilson et al. 2012).

3.3.1 ,,Star“ aktivita

Ackoliv maji restrikéni endonukledzy vétSinou velmi piesnou schopnost rozpoznévat
svou specifickou sekvenci, ¢asto mohou také $tépit DNA nespecificky diky vlivu
organickych rozpoustédel, iontli, malych koncentraci molekul a enzymii a podobn¢.

Mnoho bézné uzivanych restrikénich endonukleaz vykazuje jistou ,,star” aktivitu I pfi
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standardnich podminkéch reakce. Totiz i substrast DNA muze pozménit misto Stépeni,
protoze nukleotidy obklopujici rozpoznavanou sekvenci se z velké ¢asti podili na jeho
energetické bilanci (Kamps-Hughes et al. 2013).

Promiskuita je u velkého mnozstvi endonukleaz potlacena pii standardnich
reakénich podminkach za ptitomnosti Kationtl hote¢natych (Vasu et al. 2013), ale také
kobaltnatych a zine¢natych (Pingoud, Wilson a Wende 2014). Pii zménénych
podminkach, jako je malé iontova sila, zvySené pH nebo nahrazeni hotecnatych iontl za
ionty manganaté, endonukleazy projevuji vyraznou ,star” aktivitu. Existuji vSak
vyjimky — napiiklad enzym Kpnl se stava promiskuitnim za pisobeni hotfecnatych
iontli, nicmén¢ je-li misto kovového iontu pouzit ion vapenaty, ,star” aktivita mizi
(Vasu et al. 2013). Také pfi optimalnich pufra¢nich podminkach a vysoké koncentraci
nékterych endonukledz se ukazuje omezend piesnost Stépeni a je indukovéna ,.star*
aktivita, ktera vSak muze byt do jist¢ miry potladena spermidinem, hydrostatickym
tlakem a mutacemi (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Promiskuita ziejmé poskytuje endonukleaze schopnost adaptibility na hostitelskou
bakterii a je tak branou k vyvoji novych enzymatickych aktivit (Vasu et al. 2013).
AvSak pro vétSinu pouziti v molekularni genetice a diagnostice je ,star” aktivita
nevyhodnd, jelikoz jsou jeji produkty malo ptedvidatelné a vysledek pak miize
obsahovat velmi malo pozadovanych fragmenti. Naopak prospésna byla ,,star* aktivita
v letech, kdy jesté nebylo objeveno velké mnozstvi enzymt, takze nékteré RES byly
vyuzivany jako zastupci endonukledz, které jesté nebyly nalezeny (Wei et al. 2008).

Piikladem ,,star” aktivity muze byt enzym ECORI, ktery za malé iontové sily
a alkalického pH kromé¢ své typické sekvence G|AATTC stépi i NJAATTN (N = A, C,
G, T), pticemz preferované sekvence jsou GGATTT, AAATTT, GAATTT a GAATTA,
ale CAATTG stépena neni (Pingoud, Wilson a Wende 2014).

Wei et al. (2008) navrhli zptsob, jak kvantitativné¢ definovat ,,star aktivitu.
Tzv. Fidelity Index (FI, ,,index vérnosti®) se vypocita jako pomér nejvyssiho mnozstvi
potifebného pro kompletni Stépeni na analogickych rozpoznavanych mistech. FI tedy
indikuje, jak specificky je dany enzym. Cim vy$§i je hodnota indexu, tim je vyssi
specifita enzymu a tim vyssi je rozsah koncentraci enzymu, které mohou byt pouzity,
aniz by se vyskytla ,,star* aktivita. FI konkrétni endonukleazy se samoziejmé bude lisit

na rznych substratech a pfi pouziti riznych reak¢nich pufrd, teploty a dalSich faktord.
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Proto tento index poskytuje pouze obecnd voditka pro vybér optimalniho enzymu

a vhodnych reakénich podminek pro jeho pouziti.

3.3.2  Vlivy podminek reakce

Kazdy restrikéni enzym ma individualni optimdlni podminky, za kterych reakce
probiha. Nejen tyto podminky, ale také zptsob skladovani, jsou urené¢ vyrobcem
ajejich dodrzenim uzivatel dosdhne nejvyssi aktivity, nejlepSi pfesnosti a nejvetsi
stability enzymu. Faktory, které je nutno sledovat pfi reakci restrikénich enzymd,
zahrnuji teplotu, pH, kofaktory, sloZeni soli, iontovou silu a stabilizatory. Dulezita je

vsak i doba trvani inkubace ¢i mnozstvi reagenti (Promega Corporation 2016).

3.3.2.1 Teplota inkubace

Pfevaznd vétSina enzyml vykazuje nejvyssi aktivitu pfi 37 °C, nicméné jisté
predstavuje zvyseni teploty bakteridlniho kmene, z né¢hoz byla endonukledza izolovana.
Pti inkubacich vysokymi teplotami del§ich nez jedna hodina se doporucuje pokryt
roztok s reakci kapkou mineralniho oleje pro prevenci vypafovani (Promega

Corporation 2016).

3322 pH
Typicka hodnota pH pro velké mnoZstvi enzymii se pohybuje mezi 7,2 a 8,5.

Tato hodnota se sleduje hlavné pii inkubaci (Promega Corporation 2016).

3.3.2.3 Kofaktory

Vsechny komer¢né dostupné restrikéni enzymy vyZzaduji predev§im hofecnaté ionty.
Jejich koncentrace se miize pohybovat Vv relativné velkém rozmezi 5-30 mM v reakci
(Promega Corporation 2016). Enzymy Typu I vSak potiebuji také ATP a AdoMet
(Loenen et al. 2014b), enzymy subtypu IIG (zahrnuje vétSinu IIB a IIC enzymu)
vyzaduji AdoMet (Pingoud, Wilson a Wende 2014) a endonukledzy Typu III zase
potiebuji ATP a nekteré z nich i AdoMet (Loenen et al. 2014Db).

3.3.2.4 SloZeni soli a iontova sila

Pro stimulaci reakce se uziva nejcastéji chlorid sodny, nékteré enzymy vSak preferuji
chlorid draselny nebo acetaty. Jednotlivé restrikéni endonukledzy reaguji rizné na
iontovou silu roztoku, ale nejvétsi mnozstvi je stimulovano 50-150 mM soli.
Nékteré jsou vSak inhibovany jiz pii koncentracich vysSich nez 20 mM (Promega
Corporation 2016).
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3.3.2.5 Stabilizdtory

Pti delSich reakcich ¢i pfi skladovani je doporuceno uzivat stabilizatory, jako hovézi
sérovy albumin (BSA), merkaptoetanol, dithioerytriol (DTE) nebo dithiotreitol (DTT).
Tyto latky chréani restrikéni enzymy pted oxidaci, proteazami, nespecifickou adsorpci
a Skodlivymi vlivy prostiedi, jako je teplo, povrchové pnuti ¢iruSivé substance.
Vétsinou se pridava 0,1 mg/ml i pro zvyseni enzymatické aktivity v bézné reakci

(Promega Corporation 2016).

3.3.26 Pufry
Pufry jsou castecné neutralizované roztoky slabych kyselin ¢i slabych zéasad a jejich
konjugovanych protéjsku (pro kyselinu zasada a naopak). Koncept pufrovani,
tedy udrzovani stalého pH, je zaloZen na ¢aste¢né disociaci slabych kyselin ¢i zasad ve
vodném roztoku. Vstoupi-li do systému latka o rozdilném pH, dochazi k disociaci
nedisociované formy kyseliny ¢i zasady. Schopnost pufru udrzovat pH je zavisla
na dostate¢né koncentraci obou slozek konjugovaného paru (Stoll a Blanchard 1990).
Pii vybéru vhodného pufru je tieba mit na paméti hlavné optimalni pH pro ¢innost
vybran¢ho enzymu, nespecifické efekty pufru na enzym a interakce pufru se substratem
a kovy. Ditlezité je také zvolit vhodnou koncentraci pufru, jelikoz velka iontova sila
muze snizit aktivitu enzymu (Stoll a Blanchard 1990). Pufry jsou bézné dodavany
10krat koncentrované, a tudiZ je tfeba pouzit pouze mnozstvi o 1/10 celkového objemu
reakce, aby bylo dosazeno normalni koncentrace (New England Biolabs 2016).
Spolec¢nosti vyrabgjici a prodavajici restrikéni enzymy maji vyvinuty své pufry,
které jsou vhodné pro dostatecnou aktivitu jimi nabizenych endonukledz. Téchto pufrt
je vzdy nékolik a 1isi se jak slozenim, tak koncentracemi sloZzek. Nejcastéji se pouziva
Tris-HCI, MgCl; a NaCl. Nékteré enzymy vsak 1épe funguji v acetatovém prostiedi, jiné
zase preferuji draslik misto sodiku anebo nepotiebuji k aktivité sl vibec. Nejcastéji
pouzivanymi stabilizatory jsou DTT a BSA (New England Biolabs 2016, Promega
Corporation 2016, Takara Bio Company 2016, Thermo Fisher Scientific Inc. 2010).
Je-li provadéno Sté€peni jednoho substratu dvéma restrikénimi enzymy, je tieba
pouzit pufr vhodny pro oba enzymy. Jestlize jeden z enzyml mé aktivitu mensi nez
75 %, je tieba upravit reak¢ni cas, nebo mnozstvi enzymu, nicméné se také zvysi riziko
»star aktivity. Dal§i moznosti je pouzit izoschizomer, ¢i neoschizomer, ktery se vice

hodi pro vybrany pufr. V pfipad¢, ze nelze pouzit vyse uvedena doporuceni, 1ze provést
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Stépeni prvnim enzymem, inaktivovat jej a nasledné upravit podminky pro Stépeni
druhym enzymem a provést druhou reakci (Promega Corporation 2016).

Pro fedéni restrikénich endonukleaz se pouzivaji fedici pufry. Redéni by mélo
probéhnout tésné pied pouzitim enzymu a doporucena konecna koncentrace enzymu by

méla byt nejméné tisic jednotek na mililitr (New England Biolabs 2016).

3.3.2.7 Objem

Doporuceny objem reakce se pohybuje okolo 50 ul na ug substratu. Enzym by se mél
Vv celkovém objemu reakce vyskytovat do 10 %, jelikoz prebytek glycerolu, ktery se
piidava do skladovacich pufri, mutze zpasobovat ,star” aktivitu. Aditiva ve
skladovacim pufru enzymu, ale také kontaminanty substrditu mohou piedstavovat
problém pii malych reakénich objemech, a tudiZ je nutné zménit objem slozek reakce,
nebo piipadné roziedit enzym fedicim pufrem pro zvétseni jeho objemu (New England
Biolabs 2016). Také ptili§ viskozni a pfili§ zfedény substrat mize neblaze ovlivnit

aktivitu enzymu (Promega Corporation 2016).

3.3.2.8 Doba trvani reakce

Ve vétSiné piipadl reakce probihd jednu hodinu. Tento ¢as mlZze byt zkracen bud’
prebytkem enzymu, nebo specidlnimi enzymy, které nabizi napiiklad firma New
England Biolabs — 1 ul jejich Time-Saver™ enzymu rozitépi 1 pg substratu za 5 az
15 minut. Reakéni Cas 1ze také prodlouzit az na 16 hodin, a to pouze pouzitim mensiho
mnozstvi enzymu. Potfebné mnoZstvi je samoziejmé pro kazdy enzym jiné.
Nekteré endonukleazy, jako napiiklad Accl, zvladnou za 16 hodin rozstépit substrat pfi
objemu 0,13 jednotek, jiné RES (napt. BsaXI) potiebuji 0,25 jednotek pro uplné
probéhnuti reakce, dalsi enzymy (napt. Acc651) musi mit alesponn 0,5 jednotek a ty
nejméné aktivni zvladnou $tépeni az pii objemu 1 jednotky, coz je stejné mnozstvi,
jaké je potieba k reakci trvajici jednu hodinu (New England Biolabs 2016). Pti vybéru
enzymu pro dlouhodobé Stépeni je tedy nutné myslet i na ekonomiku laboratote.

Reakci 1ze ukoncit n€kolika zplsoby. Neni-li jiz tfeba dale manipulovat s DNA,
uziva se roztok s obsahem kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), ktery vyvaze
dvojmocné ionty. Bude-li DNA dale pouzivana, pterusi se reakce fenolovou ¢i
chloroformovou extrakci, kolonou, anebo tepelnou inaktivaci. Pfi ni je reakce
inkubovéna po dobu 20 minut pii teploté potiebné k vyfazeni enzymu z provozu.
Vétsiné enzymu, které maji optimalni inkubaéni teplotu 37 °C, sta¢i k inaktivaci

pusobeni teploty 65 °C. Enzymy s vys§i optimalni inkubacéni teplotou lze vétSinou
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zastavit pfi 80 °C, nicméné na nékteré endonukleazy tento zptisob neni mozné pouzit

a je tieba se uchylit k vyse uvedenym metodam (New England Biolabs 2016).

3.4  Vyuziti v molekularni genetice a diagnostice

Restrikéni endonukledzy maji mnoho praktickych pouziti a jsou cenény zejména pro
svou dostupnost, jednoduchou a rychlou manipulaci i pfesnost. Od 70. let 20. stoleti se
staly nedilnou soucasti molekuldrni biologie diky vyuziti pti klonovani, sekvenovani
DNA, detekci a nadprodukci enzymui a hormonti, objevovani mutaci, identifikaci gent

chorob nebo také pti urCovani paternity (Loenen et al. 2014a).

341 RFLP

V sekvenci DNA homolognich chromozomu jedince ¢i v sekvenci DNA stejnych gent
riznych jedinci mohou byt rozdily. Podstoupi-li tyto sekvence restrikéni Stépeni
spravné vybranou endonukledzou, pak se rozdily budou nachézet pravé v misté
rozpoznavaném enzymem a U jedné sekvence tak nedojde ke $tépeni. Délky fragmentt
z restrikce obou sekvenci budou viici sobé rozdilné. Tento jev se nazyva polymorfizmus
délky restrikénich fragmentti neboli RFLP (Snustad a Simmons 2009).

Substrat je vystaven plsobeni restrikénich enzymi, které jej rozSté€pi. Pii gelové
elektroforéze na fragmenty substratu ulozené v agarézovém ¢i polyakrylamidovém gelu
pusobi stejnosmérny elektricky proud. Zaporné nabita DNA putuje od katody k anodé¢,
¢imz se oddéluji a sefazuji dle délky jednotlivé fragmenty. Vysledky mohou byt
analyzovany Southernovym ptenosem (Obr. P1), kdy je DNA z elektroforetického gelu
pfenesena na nylonovou membranu, na kterou je fixovana osvicenim UV svétlem.
Poté je inkubovana v roztoku obsahujicim denaturované radioaktivné oznacené sondy
DNA, jenz se navazi na komplementarni fragmenty na membrané. Vysledky jsou pak
zobrazeny autoradiograficky (Pritchard a Korf 2013).

Genotypovani pomoci RFLP ma n¢kolik vyhod oproti ostatnim technikdm. Lokusy
vhodné pro RFLP jsou rozprostteny po celém genomu a markery jsou vysoce
polymorfni. Existuje Siroky vybér enzyma pro provedeni reakce. Markery pro RFLP
maji kodominantni dédi¢nost a jsou velmi dobie reprodukovatelné. Polymorfni lokusy
identifikované pfi RFLP jsou stabilné detekovatelné nehledé¢ na vlivy prostiedi

a interakci genu (Dai a Long 2015).
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34.2 PCR-RFLP

Pii této technice pfedchazi samotnému $tépeni amplifikace substratové DNA metodou
polymerazové fetézcové reakce (tzv. PCR). Ta obsahuje tii opakujici se kroky.
Pti denaturaci jsou za teploty 94 °C od sebe oddéleny komplementarni fetézce DNA.
Nasleduje faze ptipojeni primert, kdy pii 60 °C nasedaji specidlné navrzené kratké
oligonukleotidové fetézce na substratovou DNA. Pfi elongaci enzym polymeraza za
teploty 72 °C syntetizuje komplementarni vlakna DNA od mista napojeni primeru.
Takovychto cykli pti PCR probéhne celkem tficet dva a v kazdém cyklu je mnozstvi
DNA zdvojnésobeno (Pritchard a Korf 2013).

Amplifikovana DNA projde restrikéni reakci a vysledny $tépny produkt je pak
analyzovan gelovou elektroforézou. Prozafenim etidiumbromidem obarveného gelu UV
svétlem lze rovnou vidét rozlozeni fragmentt (National Center for Biotechnology
Information 2014b).

Metoda PCR-RFLP slouzi k detekci kratkych indel polymorfizmi a SNP
polymorfizmt. Indel, neboli inzerce—delece, pfedstavuji mutace vzniklé pfidanim ci
odebranim jedné a vice bazi v sekvenci DNA. SNP jsou zmény jediné baze
v analogickych sekvencich DNA jednotlivet. V lidském genomu se takovychto
polymorfizmli nachézi nckolik stovek tisic uvnitf genti a jeSt¢ mnohem vice
v nekodujicich oblastech genomu, celkové tedy zhruba 3 miliony SNP, které jsou
rozprostfeny nahodné s frekvenci kazdych 300 az 1000 bazi.

Pro provedeni detekce SNP je tfeba, aby jeden polymorfizmus byl soucésti
rozpoznavané sekvence restrikéniho enzymu a druhy ne. Endonukleaza rozstépi DNA
pouze Vv prvnim piipadé a vzniknou tak rGzn¢€ dlouhé fragmenty, které je mozno
detekovat na elektroforetickém gelu (Griffiths et al. 2012).

Detekce SNP slouzi hlavné k identifikaci genti chorob a K testovani jednotlivcd na
fenotypové variace v reakci na farmaceutika. Zde hraje roli predevsim detekce alel genu
cytochromu P450, ktery fidi degradaci mnoha cizorodych latek, a tedy i rGznych Iéku.
Kazda z alelickych variant mize vykazovat jinou aktivitu enzymu, takze lidé s alelou
pro sniZzenou aktivitu metabolizuji dany 1€k pomaleji a s vétSi pravdépodobnosti se
unich projevi vedlejsi ucinky. Na druhou stranu pacienti s duplikacemi alely maji
rychly metabolismus, ktery nechava medikamentu velmi kratkou dobu putisobnosti.
Individuédlni analyza SNP odhali, ktera alela je pfitomna a pacientovi mize byt

predepsana davka léku ptizpisobena na miru (Clark a Pazdernik 2013).
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3.4.3 Restrikéni mapy

Restrikéni mapy lze chapat jako linedrni mapy pozic restrikénich mist, které¢ ukazuji
jejich poradi a vzdalenosti v segmentu DNA (Griffiths et al. 2005). Jedna se o mapy
fyzické, které vyjadiuji skutecnou molekulovou vzdéalenost v parech bazi (bp),
kilobazich (kb) ¢i megabazich (Mb) (Snustad a Simmons 2009). Hlavné diive byly
cennym nastrojem v genomové analyze prevazné pii mapovani virt, ale uplatnily se
také pti klonovani DNA, jelikoz rozlozeni restrikénich mist urcuje, kde miize byt
vytvoten klonovatelny fragment DNA s lepivymi konci. Nejcastéjsi jsou restrikéni
mapy lokalizovanych oblasti na chromozomech nebo mapy mensich useki DNA,
naptiklad téch v plazmidech a organelach (Griffiths et al. 2005).

Prvni zplsob tvorby takovéto mapy zahrnuje porovnani Sté€peni jednim a dvéma
enzymy. Dva restrikéni enzymy jsou pouzity v oddélenych reakcich a poté jsou oba
pouzity v reakci spolecné. Po skonceni S$tépeni jsou velikosti fragmenti DNA
analyzovany elektroforeticky. Stépeni dvéma enzymy ukazuje, zda fragment stvofeny
jednim enzymem obsahuje restrikéni misto pro enzym druhy. Pokud ano, je dany
fragment nahrazen dvéma ¢i vice menSimi fragmenty. Porovnani velikosti fragmentl
z riznych §tépeni umoziuje piiblizné urceni restrikénich mist (Obr. P2).

Dalsi ze zpisobi tvorby restrikéni mapy po¢ina oznacenim 5' konce vzorku DNA
fosforem *2P. V nasledujicim $t&peni prvnim restrikénim enzymem jsou produkovany
fragmenty s fosforovou znackou na jednom konci. Nejdelsi fragment je izolovan
a Stépen druhym restrikénim enzymem, ale reakce se predcasné ukonci, aby nedoslo
K uplné restrikci. Timto se vytvofi skupina rizné velkych oznacenych fragmenti,
Z nichz kazdy ma jedno z restrikénich mist na neozna¢eném konci. Po elektroforéze
muZe byt odhadnuta vzdalenost kaZzdého restrikéniho mista od oznaceného konce.

Po vzniku restrik¢éni mapy se provede Southerntiv pienos, ¢imz se do mapy vlozi
geny. Pokud gen hybridizuje s fragmentem A od restrikéniho enzymu 1 a zaroven také
s fragmentem B od restrikéniho enzymu 2, musi byt lokalizovan v oblasti, kde se

fragmenty A a B piekryvaji (Griffiths et al. 2000).

3.4.4 Genetické testy

Pod timto tématem se skryva vyuziti restrikénich enzymu k detekci polymorfizmi
Vv jednoduchych, rychlych a levnych testech, které maji uplatnéni v rtiznych odvétvich
lidské c¢innosti, od forenznich véd, diagnostiky zdravotniho stavu lidi i zvifat az po

urcovani vlastnosti vztahujicich se k uzitkovosti zvifat (Dai a Long 2015).
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Pro urceni ptivodu biologickych materialti a ptibuznosti jsou dulezité jednoduché
repetitivni sekvence DNA obsahujici kratké, tandemové se opakujici motivy,
tzv. genetické otisky prsti. Tyto tandemové repetice o variabilnim poctu (VNTR,
z angl. variable number tandem repeats) jsou vysoce polymorfni, jsou rozprostfeny ve
vSech chromozomech, a to vV mezigenovych sekvencich a intronech, nepodili se ani na
fenotypu, ani na chovani ¢lovéka. Podle délky repetice se déli na minisatelity o velikosti
dvanact az nékolik set bazi a mikrosatelity, které jsou 1-6 bazi dlouhé. VNTR byly
objeveny také u zvitat, rostlin a ostatnich eukaryot, coz vyrazné rozsituje §kalu pouziti
této metody. Izolovana DNA je $tépena restrikénim enzymem, ktery rozdéli sekvenci na
jednom nebo druhém konci VNTR. Pro vytvoreni fragmentd je vSak potieba dostate¢né
celistvd DNA nejméné o 20 az 25 tisicich bp. Tato skutecnost zapfiCinila prevazné
nahrazeni metody RFLP fetézovou polymerazovou reakci, kterd dokaze amplifikovat
I degradovanou DNA (Cabe a Capriccioso 2016).

Nejcastéjsi se metoda PCR-RFLP vyuziva v molekularni diagnostice dédi¢nych
chorob. Je-li znama podstata genu ovliviiujiciho dédicné monogenni onemocnéni,
je mozné navrhnout vhodny enzym pro detekci ptitomnosti mutantni alely. K testim
sta¢i mit diky polymerdzové fetézové reakci jen malé mnozZstvi vzorku DNA, takze je
mozno u nékterych onemocnéni provadet 1 prenatalni diagnostiku na bunikéach plodu
odebranych amniocentézou nebo biopsii choriovych klkd, pfipadné i na bunce
z oplozeného preimplanta¢niho embrya. Timto zplsobem 1ze u lidi detekovat napiiklad
srpkovitou anémii, hemofilii, cystickou fibrézu a dalsi choroby (Snustad a Simmons
2009). Zdravotni stav zvifat je monitorovan hlavné pro Slechtitelské ucely. U skotu se
nejcastéji testuje dédicnd porucha imunity BLAD (Bovine Leukocyte Adhesion
Deficiency), komplexni vertebralni malformace (CVM) holstynského skotu a vloha pro
chondrodysplasii u plemena dexter. U arabskych koni se diagnostikuje prenaSecstvi
choroby SCID (Severe Combined Immunodeficiency Disorder) (Ceskomoravska
spole¢nost chovateld, a. s. 2016). Nejcastéji jsou vSak testovani chovni psi a kocky —
zde existuje mnoho ruznych dédi¢nych nemoci zpusobenych nespravnymi praktikami
ve Slechténi (Slutsky et al. 2013).

Ve vztahu k uzitkovosti se genetické testy u hospodaiskych zvifat pouzivaji ke
zjisténi predpokladii pro tvorbu svalovych vlaken, tucnost ¢i kvalitu masa a mléka
(Kuciel et al. 2004). Klicovym genem pro vyrobu vepfového masa se stal gen
ryanodinového receptoru RYR1. Jeho mutace v recesivni alele (Obr. P3, P4) zpisobuje

praseCi stresovy syndrom a bled¢, mekké, vodnaté maso neboli PSE maso. Vyskyt
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problémového genotypu recesivniho homozygota nn byl nejvyraznéjsi hlavné
v 60. letech 20. stoleti, kdy zavratnou rychlosti probihalo Slechténi na masnou
uzitkovost. Postizena prasata vykazovala vétsi nachylnost ke stresu, trpéla maligni
hypertermii, pii uspani pomoci inhala¢niho narkotika halotanu projevovala netypicky
svalovy spasmus, pH jejich masa hodinu po porazce kleslo i pod hodnotu 5,8, coz mélo
za nasledek snizeni vaznosti masa, zvySeni jeho vodivosti a velmi svétlé zbarveni.
Metodou PCR-RFLP je mozné urlit genotyp prasete a odhalit tak mutaci C—T
nukleotidu 1843 na cDNA, vedouci Kk poruse fungovani vapnikového kanalu
v sarkoplazmatickém retikulu kosterniho svalstva. Intenzivni selekci se podafilo snizit
vyskyt recesivnich homozygott téméf na nulu (Marini et al. 2012).

Genotypovani je dulezité také pro potravinafstvi. PouZitelnost potraviny ke
zpracovani je determinovana napiiklad geny proteosyntézy zasobnich bilkovin
u pSenice nebo geny mlécného kaseinu a sérového albuminu u dojnic (Kuciel et al.
2004). PCR-RFLP metoda lze vyuzit i k ur€eni ptitomnosti masa riznych druht zvifat
ve vyrobku. Bézné se sice pro tento test uziva samotna PCR, nicméné té mize chybét
potiebna selektivita kvali cross-reaktivité, a tak se nabizi restrikéni analyza jako
piijatelnd alternativa. V téchto metodach je amplifikovan mitochondridlni gen
cytochrom b, ktery je pozdéji $tépen napiiklad endonukleazou Haelll v klasické
PCR-RFLP anebo t-RFLP-PCR (polymorfizmus délky terminalnich restrikénich
fragmentli). Vzniklé fragmenty jsou posléze porovnavany se standardem, pficemz pfi
t-RFLP-PCR mulZe byt rozliSeno az cCtyficet rGznych druhti zvifat 1 pfi malych

mnozstvich vzorkt (Miiller a Steinhart 2007).

3.45 Klonovani DNA

Technologie rekombinantni DNA spociva v izolaci ¢asti jakékoliv molekuly DNA,
jejim nasledném ptipojeni na samoreplikujici se virovy ¢i plazmidovy vektor a vloZeni
do bungk, kde se bude mnozit (Wilson et al. 2012).

Lze klonovat cely genom organizmu, nicméné je tfeba jej rozstépit na mnohem
mensi fragmenty, aby bylo mozné je vlozit do vektoru. Zde se uplatiiuji restrikéni
endonukledzy Sté€pici fosfodiesterové vazby. Stejna restriktdza je pouzita na Stépeni jak
vektoru, tak genomové DNA (Obr. P5). Vzniknou tak komplementarni konce, které by
1dealné mély byt lepive, jelikoz pak miize jednoduseji probehnout hybridizace.

Ke klonovani jednoho specifického genu lze opét pouzit restrikéni enzymy nebo

amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci in vitro. Sta¢i vybrat vhodné primery
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(sekvence o 15-20 bazich), které se navazi na oba konce regionu, v némz Se nachazi
gen, a odtud bude probihat amplifikace.

Dalsi moznosti ziskani pozadovanych fragmentl je purifikace mediatorové RNA
a jeji nasledné osetieni reverzni transkriptazou, ktera mRNA pielozi na komplementarni
DNA (cDNA), jez byva ¢asto vhodnéjsi pro tcely klonovani. Genomova DNA totiz na
rozdil od cDNA obsahuje introny, které ptrerusuji kodujici oblasti (Griffiths et al. 2012).

Ditlezitou soucasti piipravy na tvorbu rekombinantni DNA je vhodny vybér
vektoru. Vektory plazmidové ¢i bakteriofdgové mohou pfijmout darcovskou DNA
velkou maximalné 25-30 kb. Pro pfenaseni vétsich fragmentli jsou pouzivany fagomidy
(zkonstruované hybridy DNA faga A a DNA bakteridlniho plazmidu) a umélé
bakterialni chromozomy (BAC) (Griffiths et al. 2012). Také je nutné zajistit, aby se na
vektoru nachdzelo pouze jedna rozpozndvana sekvence vybraného restrikéniho enzymu.
Toho se dosahuje vlozenim tzv. polylinkeru, neboli MCS (multiple cloning site), coz je
uméle vytvorena 50 bp dlouha sekvence DNA obsahujici restrikéni mista sedmi az osmi
bézné uzivanych enzymi. Dulezité je vybrat takova mista, kterd se nenachazeji nikde
Vv genetické informaci vektoru. Zafazeni polylinkeru zajisti, Ze vektor nebude inzerci
darcovské DNA poskozen a Ze inzert se bude vzdy nachazet na ptiblizné stejném miste
(Clark a Pazdernik 2013).

Po ziskani fragmentl je tfeba darcovskou DNA pfipojit na vektorovou DNA.
Maji-li obé DNA lepivé konce, sta¢i navodit pfiznivé fyziologické podminky a dojde
k hybridizaci, dale je tieba piidat DNA ligazu, ktera spoji obé DNA fosfodiesterovymi
vazbami a vznikne rekombinantni molekula. Maji-li fragmenty tupé konce, nezbyva nez
lepivé konce na DNA pfipojit.

Pro amplifikaci rekombinantni molekuly DNA se vyuziva reprodukénich procest
prokaryot. Darcovskd DNA pfipojend na vektor je vlozena do bakteridlni buiiky, kde je
amplifikovana stejné, jako se replikuje bakterialni genom (Obr. P6). Musi vSak byt
splnéna zékladni podminka: pfitomnost poc¢atku replikace DNA ve vektoru (Griffiths et
al. 2012).

Druhou roli v klonovani hraji restrikéni endonukledzy pii detekci inzerci ve
vektorech. Je totiz tfeba urcit, zda se zdatila replikace pozadovaného rekombinantniho
vektoru. Samotny vektor (napf. plazmid) Ize identifikovat jednoduSe tim, Ze hostitel
diky vektoru ziskal rezistenci na antibiotika. Bohuzel tento test neurCuje, zda je
Vv replikovanych molekulach pfitomna rekombinantni DNA. VétSinou ani vlozZeny gen

nema dostatecné rozlisitelné fenotypové projevy, takze je nutné pouzit jiné metody
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detekce. Prvni, méné sofistikovanou metodou, je rozmnozeni mnoha samostatnych
bakteridlnich kolonii, které obdrzely vektor. Z nich je extrahovéana plazmidova DNA,
ktera je posléze Stépena stejnym restrikénim enzymem, ktery byl pouzit k ptivodni
tvorbé rekombinantni DNA. Nachazi-li se darcovska DNA v plazmidu, vzniknout dva
fragmenty DNA. Nenachazi-li se tam, vznikne z cyklické molekuly vektorové DNA
molekula linearni. Restrikéni reakce jsou poté vyhodnoceny elektroforeticky. Z mnoha
kolonii jsou touto provéfovaci procedurou vybrany ty, které inzert obsahuji. Méné
prachou metodu pfedstavuje pouziti plazmidi se dvéma geny pro resistenci na
antibiotika, z nichz jeden obsahuje restrikéni misto. Pokud je do plazmidu vloZena cizi
DNA, je tento jeden gen inaktivovan. Hostitelské buiikky bez inzertu tedy budou
rezistentni na oba druhy antibiotik, ale bakterie produkujici rekombinantni plazmidy
budou mit odolnost pouze na jedna antibiotika (Clark a Pazdernik 2013).

Zdarn¢ amplifikovanou rekombinantni DNA je tfeba vyjmout z bakterialni buiky
ven. Byl-li vektorem fag, staci ziskat jeho lyzat a izolovat DNA, kterou fag obsahoval.
Byl-li vektorem plazmid, fagomid nebo BAC, pak se bakterie chemicky a mechanicky
rozbiji a rekombinantni molekula je separovdna od mnohem vétSiho bakteridlniho
chromozomu centrifugaci, elektroforézou ¢i dal§imi odlu¢ovacimi technikami (Griffiths
et al. 2012).

V piipadé, Ze je tfeba identifikovat konkrétni gen z genomové knihovny, ktery se
nachdzi spolu s jinymi geny v jedné rekombinantni molekule, 1ze pouzit subklonovéani
(Obr. P7). Po vystépeni a rozdé€leni inzertu na jednotlivé geny nasleduje vlozeni kazdé
sekvence zvlast’ do nového vektoru. Po amplifikaci v hostitelském organizmu je mozné
experimentalné urcit, kterd rekombinantni molekula nese pozadovany gen (Russel
2010).

Diky objevu rekombinantni DNA doslo k prillomu v oblasti purifikace enzymii.
Bez této technologie bylo mozno ziskat enzymy z ptirodnich zdrojii, ovSem pouze
v malych mnoZstvich a o nevalné Ccistoté. Klonovani umoznilo pfesunout geny,
jez koduji proteiny, do prihodnych organismu, jako je E. coli, kde byly nasledné
transkribovany a translatovany v samotné proteiny. Vysledné mnozZstvi a Cistota jsou
mnohonésobné vétsi, stejné jako se zlepsila aktivita 1 stabilita purifikovanych enzyma.
Co se naopak snizilo, je cena. Dnes snad jiz vS§echny komercné dostupné endonukleazy

pochazi z naklonovaného genu exprimovaného z E. coli (Wilson et al. 2012).
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3.4.6 Tvorba genomovych knihoven

Genomova knihovna pfedstavuje soubor rekombinantnich klonii, v nichz je teoreticky
obsazena alesponn jedna kopie kazdé¢ sekvence DNA genomu, pro ktery je dana
knihovna vytvotfena. Ne vzdy je mozné klonovat vSechny casti genomu, ale pro zajisténi
co nejveétsiho pokryti je vétSinou vytvoreno nekolik kopii kazdé rekombinantni
molekuly (Griffiths et al. 2012).

Izolovany genom daného organizmu je Stépen restrikénimi enzymy, jejichz
specificka sekvence ma Ctyii az Sest part bazi. Vznikaji fragmenty 0 raznych délkach,
které se pies sebe piekryvaji. Toho 1ze dosdhnout pouzitim dvou riznych restrikénich
enzymu, nebo ¢asteCnou restrikéni reakci jednoho enzymu, kdy je Stépena pouze
ndhodna ¢ast restrikénich mist diky omezeni casu inkubace nebo diky limitovani
mnozstvi pouzitého enzymu. Nyni je tieba vyselektovat pouze fragmenty spravné
velikosti, ¢ehoz lze dosahnout gelovou elektroforézou. Po probéhnuti separace se ¢ast
s pozadovanymi fragmenty jednodu$e vyfizne z gelu a vyextrahuje. Dale je nutné
vypocitat, kolik kloni bude tfeba, aby v knihovné byla kazdd sekvence obsaZena
alespont jednou. Nasleduje vybér vhodnych vektort, inzerce fragmenti do vektort,
integrace  rekombinantnich molekul do bakteridlniho hostitele a mnozeni
rekombinantnich molekul.

Problematickd manipulace s knihovnami vétSich genomt kvili velkému poctu
klonti mtize byt vyieSena tvorbou chromozomovych knihoven. Vznikaji bud’ rozdélenim
velké genomové knihovny na nékolik menSich knihoven obsahujicich geneticky kod
jednotlivych chromozomt, nebo separaci jednotlivych chromozomi napiiklad
pritokovou cytometrii a naslednou fragmentaci a klonovanim chromozomové sekvence

(Russel 2010).

3.4.7 Tvorba genomovych knihoven pro sekvenovani genomii
Pro tvorbu knihovny urCené k sekvenovani genomu je tfeba pouzit neupravenou
genomovou DNA, jelikoZz obsahuje geny v pivodni formé¢ s introny a regula¢nimi
sekvencemi. Dale je mozné vytvofit knihovnu cDNA, kterd je diky vyluénému obsahu
oblasti genomu kodujici proteiny velmi vhodnd pro zkouméni specifickych gent
(Griffiths et al. 2012).

Metody sekvenovani prvni generace, vynalezené ve 20. stoleti, pouZzivaji restrikéni
endonukleazy k fragmentaci sekvenované DNA. Sangerova metoda, jinym nazvem

dideoxy sekvenace, vyuziva restrikénimi enzymy Stépenou DNA integrovanou do
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bakterialni genomové knihovny. Po nasledné extrakci jsou plazmidy spolu s primery,
DNA polymerazou a fluorescenéné znacenymi deoxynukleotidy (ANTP, jind barva pro
kazdy dNTP — A je zeleny, G je ¢erny, C modry a T Cerveny) vloZzeny do zkumavky,
V niz se nachazi mensi mnozstvi dideoxynukleotidii (ddNTP), které ukoncuji tvorbu
vladkna DNA. Vysledkem reakce jsou fragmenty o ruznych délkach, které jsou
zakoncené¢ témito dANTP. Po elektroforéze a autoradiografii vznikne soubor
fluorescentnich prouzku, z nichZ se odvozuje sekvence DNA (Russel 2010).

Metody sekvenovani nové generace oproti tradicnimu sekvenovani nepouZzivaji
mikrobialni hostitele pro amplifikaci DNA a jsou zaroven levnéjsi i rychlejsi.
Nova generace vyuziva fragmentaci genomové DNA, a to bud’ nespecifickym §t€penim
restrikénimi enzymy (Clark a Pazdernik 2013), pasobenim enzymu transposazy,
kterd zaroven fragmentuje a vkladd adaptérové sekvence do DNA (Head et al. 2014),
nebo fyzikalnimi metodami jako je rozbiti ultrasonickymi vlnami a nebulizace
(opakované protlaceni DNA skrz zuzeny prostor stlaCenym dusikem ¢i vzduchem).
Kvili rozdilnym sekvencim musi byt na konec fragmentli pfidana zndma sekvence
(adaptér), na kterou mohou nasednout primery pro naslednou amplifikaci pti PCR.
Miliény vzniklych fragmentt jsou poté sekvenovany paralelné v jednom kroku (Clark
a Pazdernik 2013).

Nejrozsitengj§i metodou druhé generace je sekvenovani 454 neboli Roche,
které vyuziva tzv. pyrosekvenovani. Dal§i metody, pro které je mozné pouzit
fragmentaci DNA restrik¢nimi endonukleazami, jsou Illumina/Solexa a SOLiD/Applied
Biosystems (Clark a Pazdernik 2013).

Existuji také novejsi metody sekvenovani, které dokazi zpracovat celou
nefragmentovanou molekulu DNA. To vsak znamena, ze nevyuzivaji restrikéni
enzymy. Mezi tyto metody patii SMRT sekvenovani, Heliscope Single Molecule

Sequencer a Nanopore sekvenovani (Clark a Pazdernik 2013).
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4 MATERIAL A METODIKA

Praktickd ¢ast mé bakalarské prace spocivd v rozpoznani polymorfizmt u 3 riznych
genotypti zadanych gent, jejich zpracovani webovymi programy pro vyhledavani
restrikénich mist a restrikéni analyzu DNA, nalezeni a navrzeni vhodné restrik¢ni
endonukledzy pro testovani polymorfizmu metodou PCR-RFLP a nasledném porovnani

funk¢nosti a prehlednosti danych programii.

4.1 Geny
Obdrzela jsem k analyze geny MC1R a MATP, které byly sekvenovany z koiiského

genomu. Jednalo se celkem o ¢tyti sekvence ke kazdému genu — jednu pro recesivniho
ajednu pro dominantniho homozygota, dvé pro heterozygota. V programu Sequence

Scanner v1.0 jsem identifikovala polymorfizmy charakterizujici jednotlivé alely.

411 MCIR

Melanokortinovy receptor 1, situovany na 3. chromozomu kon¢, je genem exprimova-
nym ve velkém mnozstvi v melanocytech. Hraje vyznamnou roli pfi syntéze melaninu.
Je-1i gen aktivovan, coz znamena, ze alespon jedna alela genu je dominantni, syntetizuje
se v kbzi a srsti zvifete eumelanin, ktery pfedstavuje cerny ¢i hnédy pigment.
U recesivnich homozygoti je zase syntetizovan facomelanin zodpovédny za ¢ervenou ¢i
Zlutou barvu srsti. Lokus tohoto genu se nazyva Extension (rozSifujici) a alely se

oznacuji pismeny E, e (Thiruvenkadan, Kandasamy a Panneerselvam 2008).

412 MATP

Na 21. chromozomu koné se nachazi gen MATP (Membrane-associated transporter
protein), nebo také SLC45A2, ktery zodpovida za zfedéni zbarveni srsti. Alely C a C*
mohou tvofit tfi genotypy — CC pro plnou pigmentaci, CC® pro fedéni facomelaninu do
7luta a C“'C” pro fedéni obou typli melaninu do svétlé krémové barvy srsti, nicméné

ovlivnéna je také barva kiize a o¢i (Mariat, Taourit a Guérin 2003).

4.2 Pocitacovy software a webové aplikace

U kazdého genotypu obou gentl jsem si vybrala ¢ast sekvence s polymorfizmem a osmi
az deseti nejblizs§imi ptilehlymi nukleotidy z kazdé strany. Tyto vyseky jsem pak
analyzovala ve tfech bezplatnych internetovych programech — Webcutter 2.0, WatCut
a NEBcutter V2.0.
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4.2.1 Webcutter 2.0

Program Webcutter 2.0, ktery je k bezplatnému pouziti na webové strance
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/, piedstavuje nastroj pro restrikéni mapovani
nukleotidovych sekvenci. Webcutter nabizi automatické hledani a vlozeni sekvenci
z GenBank, kterd nalezi Néarodnimu centru pro biotechnologické informace (NCBI),
dale nabizi zvyraznéni oblibenych enzymii tu¢né ¢i barevné, hledani mist potencidlné
vystavenych tiché mutaci, analyzovani restrikénich map degenerovanych sekvenci
(tzn. obsahujicich mnohoznaéné nukleotidy jako N, Y, R atd.), vybér mezi linearni
a cyklickou sekvenci, odkazy na informace o enzymech v databazi restrikénich enzymu
REBASE (Heiman 1997).

Do vstupni ¢asti programu jsem zadala nazev sekvence, vlastni sekvenci jsem
vepsala do pfipraveného policka, vybrala jsem analyzu linearni sekvence a zobrazeni
mapy restrikénich mist i tabulky — u prvniho genu sefazenou dle nazvu enzymd,
U druhého genu dle pofadi bp Stépeni. K pouziti jsem zvolila vSechny enzymy

v databazi, které $tépi sekvenci pouze jednou.

4.2.2 WatCut

Projekt WatCut, dostupny z internetové adresy http://watcut.uwaterloo.ca/template.php,
je program pro analyzu sekvenci DNA restrikénimi enzymy. WatCut nabizi tfi nastroje
vyuzitelné pro analyzu tichych mutaci, restrikéni analyzu a analyzu SNP-RFLP.
Program pouZiva informace z databaze restrikénich enzymi REBASE, coz mu
umoznuje vyuzit vSechny komeréné dostupné enzymy Typu II. WatCut vznikl diky
Michaelu Palmerovi a pfedstavuje pouze jeho konicek, takZe program neni aktualizovan
ptiliS Casto a nemusi vzdy fungovat.

Funkce hledani tichych mutaci slouzi ke vneseni nového restrikéniho mista do
oligonukleotidu, aniz by se zménila sekvence kédovaného proteinu. Diky tomu program
nalezne vSechna mista vytvofena mutacemi.

Nastroj pro restrikéni analyzu dovoluje zobrazit vSechna restrikéni mista v zadané
sekvenci DNA, pricemz vysledky lze zobrazit v grafické formé, jako jednoduchou
tabulku nebo pouze v textové formé.

Analyza SNP-RFLP rychle nalezne restrik¢ni mista vhodna pro SNP genotypovani
pomoci PCR-RFLP (Palmer 2014).

Vstupni ¢ast aplikace pro restrikéni analyzu vyzaduje pouze zadani sekvence,

ptipadné nazvu pro sekvenci. Ve vystupni ¢asti se nachdzi dalsi moznosti analyzy.
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Vyrazné praktictéjsi mi vSak pro SNP polymorfizmus, jaky se vyskytuje u zadanych
gend, piipada aplikace pro analyzu SNP-RFLP, kam lze zadat i né¢kolik sekvenci,
V nichz sta¢i vyznacit polymorfizmus v hranatych zévorkach. Z prvni aplikace neni
vysledek na prvni pohled ziejmy a je tfeba zjistovat dalSi informace na webovych

strankach z odkazu.

4.2.3 NEBcutter V2.0

Program NEBcutter V2.0, dostupny z webové stranky http://nc2.neb.com/NEBcutter2/,
vytvoii zevrubny vypis restrikénich enzymt, které $tépi zadanou sekvenci DNA.
Vystupem programu je mapa restrikénich enzym s ukizkou mista Stépeni
arozpoznavané sekvence enzymu. Vystup je propojen odkazy s databazi restrik¢nich
enzymli REBASE, kterd je denn¢ aktualizovana. Program také zaznamenava vsSechna
mista potencidlné zasazend methylaci DNA. Stejné jako Webcutter 2.0 nabizi
NEBcutter hledani v databazi GenBank a vybér linearni a cyklické DNA (Vincze,
Posfai a Roberts 2003).

Do programu NEBcutter V2.0 jsem zadala ru¢né sekvenci DNA, zvolila jsem,
ze sekvence je linearni, a vybrala jsem Kk pouziti enzymy se vSemi komeréné
dostupnymi specifitami. Déle jsem zvolila ndzev sekvence a urcila jsem, Ze sekvence je

pouze fragmentem. Dalsi ¢etné moznosti nastaveni jsem nevyuzila.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Sequence Scanner v1.0

Z programu Sequence Scanner v1.0 jsem zjistila, ze alely genu MCIR se lisi diky

bodové mutaci, kterou je substituce cytosinu za tymin (Obr. P8). U genu MATP

program odhalil, ze alely se lisi diky vyméné guaninu za adenin (Obr. P9).

5.2 Webcutter 2.0

Na nasledujicich obrazcich (Obr. 1, 2) je znazornén vystup z programu Webcutter 2.0.
Ugenu MCI1R program nalezl S$tépnd mista pouze u alely obsahujici v misté
polymorfizmu tymin. Vyhovujici enzymy, rozpoznavajici sekvenci s polymorfizmem,
jsou Taql a TthHBS8I, které predstavuji typicky priklad izoschizomer. Pro gen MATP

program nasel dokonce Sest vhodnych endonukledz, jez stépi alelu obsahujici adenin.

Jedna se o dvé trojice izoschizomer — Msel, Trull, Tru9l a Sse9l, TspEl, Tsp509lI.

Graphic map | Table by enzyme name
BsuRI
Haelll

cfrI
ctggocgtgt
gBCCEECAca
Eael
Cvill
Pall

BspMI
gacctgctg base pairs
ctggacgac 1 to 21

Graphic map | Tsble by enzyme name

BsuRI
HaelII
CfrI TthHBSI EspMI
ctggccgtgtEcEacctgctg base pairs
gaccggcacamgctggacgac 1 to 21
Easl Tagl
Cvill
Pall

Enzyme No. Positions Recognition

name cuts of sites seguence

BspMI 1 19 acctge More info
BsuRI 1 4 gg/fcc More info
CfrI 1 2 ¥/ ggccr More info
Cwill 1 4 rgfcy More info
Eael 1 2 y/ggccr More info
HaeIII 1 4 ggfce More info
Pall 1 4 gg/cc More info
Enzyme MNo. Positions Recognition

name cuts of sites sequence

BspMI 1 19 acctge More info
BsuRI 1 4 ge/fcc More info
Cfrl 1 2 y/ggccor More info
CwilI 1 4 rg/cy More info
Eael 1 2 ¥/ggccor More info
Ha=sIIT 1 4 ge/cc More info
Pall 14 ge/fcc More info
Tagl 1 11 t/cga More info
TthHEEI 1 11 t/cga More info

Obr. 1 Vystup z programu Webcutter 2.0 pro restrikéni analyzu obou alel genu MC1R

(upraveno, Vilimova 2016)
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Graphic map | Table by site position Cut Enzyme Recognition
TspEI site name SEQUENCE
Trugl BsoFI 9 Trull t/taa More info
Trull Ital 9 Msel t/taa More info
gettctctttfdattttgectge base pairs 9 Trugl t/taa More info
ccaagagaaaﬁaaaacgacg 1 to 21 1@  Ssedl faatt More info
Msel Fsp4HI 1@  TspEI faatt More info
S5e8l 1@ Tsp5edl faatt More info
Tsp5e9l 18  Ital gc/ngc More info
18  Fspd4HI  go/ngc More info
18  BsofI go/nge More info
Graphic map | Table by site position
BsoFl Cut Enzyme Recognition
Ital site name  sequence
ggttctcttttttgctgc base pairs 18 Ital gc/nge More info
ccaagagaadqctaaaacgacg 1 to 21 18 Fsp4HI gc/nge More info
Fsp4HI 18 BsoFI gc/nge More info

Obr. 2 Vystup z programu Webcutter 2.0 pro restrikéni analyzu obou alel genu MATP

(upraveno, Vilimova 2016)

5.3 WatCut

Vysledky z aplikace pro restrikéni analyzu programu WatCut (Obr. 3) nebyly pro jeji
nepiehlednost a Spatnou intuitivnost pouzity. Z aplikace pro SNP-RFLP (Obr. 4) jsou
vysledky na prvni pohled patrné, nicméné se na vystupu zobrazuji i enzymy, které by
Stépily sekvenci jen pfi mutaci. Z endonukledz navrzenych aplikaci pro SNP-RFLP

vyhovuji Sse9l a Tru9l pro gen MATP, Hpy1881 a Tagl pro gen MC1R.

Results of restriction analysis MCIR_alela_s_C (26 bp) Enzymes: All
Display results Show sequence Show ORF's Show enzymes Printer-friendly
. version
Graphically entire with at least that cut from
In table * from bp O 200 v | codons 1 v|to
* With sequence to 25 Select ORF's 1 v/ times | Update display |
Save checked enzymes as new set: Save Check all Uncheck all
StyD4T
ScrrFT
Mval
HaelTT
EcoRTT
EaeTl SetT
CviJT Hpyl88T BspMT
0 GCCTGEGECCGTETCCGACCTGCTEETE

Obr. 3 Vystup z programu WatCut pro restrikéni analyzu jedné alely genu MC1R
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Results of SNP-RFLP analysis Enzvmes: All

Mutations: upto |1 ¥ Distance to SNP |3 v Sort bv  enzyme ¥ Update page Print version
Save checked enzvmes as new set: Save | Check all Uncheck all
my_working sup (%¥1) GGTTCTCTTT [G/AR] ATTTTSCTGC

Enzyme  recogmizes cleaves at SNP site / mutations: Base changes

Hinfl G ANTC 1 GETTCTCTTT G ATTCTGECTGC 1

Pfel G AWTC 1 GETTCTCTTT G ATTCTGCTGEC 1

Ssedl ~2ATT 0 GETTCTCTTT A ATTTTGCTGEC 0

Trud1 T TRAR -1 GETTCTCTTT A ATTTTGCTGEC 0

These enzymes recognize the sequence within 25 bp of the polvmorphic site and were excluded:
AbaSI Bisl Blsl. BstV1I FspEI Mspll. Tsel

my_working sup (¥2) CTGECCGTET [C/T] CGACCTGCTG
Enzvme  recogmzes cleaves at SNP site / mutations: Base changes
Afil CCN: "N, GG 7 CIEESEENET [ SEiesEtes 1
Bpul4dl TT™ZGEAR 1 CTGECCETET T CEAACTECTE 1
IprlSSI TCN"™GA 2 CTEECCETET © CEACCTECTS I 0
Mmel TCCRACN; o 25 CTGECCETET C CEACCTECTE 0
IT_aql TCGA 1 CTEECCETET T CEACCTECZTS I 0
Tth1111 GACN"N,GTC -4 CTGACCGETGET C CGACCTGCTS 1

These enzymes recogmize the sequence within 25 bp of the polvmorphic site and were excluded:
AbaSI. BeeAl BspMI. Cwill. Eael. FspEL Haelll. LpnPI Mspll. Setl. Sgel

Obr. 4 Vystup z programu WatCut pro analyzu SNP-RFLP (upraveno, Vilimova 2016)

5.4 NEBcutter V2.0

Ve vystupu programu NEBcutter V2.0 se zobrazi vzdy mapa enzymi. K piehlednosti
prispiva barevné rozliSeni, tabulka vysvétlivek a moznost barevné zvyraznit jednotlivé
baze (Obr. 5). Najeti mySi na nazev endonukleazy ukdze pocet Stépnych mist
arozpoznavanou sekvenci enzymu, pficemZ je jeSt¢ podtrZzena tato Cast celkové
sekvence (Obr. 6).

Co se tyce vysledkl, nasel program NEBcutter V2.0 pro $tépeni genu MCI1R
endonukleazu Hpyl188l1 (na alele s cytosinem v misté polymorfizmu) a Taql (na alele
s tyminem v mist¢ polymorfizmu). Pro gen MATP (Obr. 7) byla nalezena §tépna mista
pro enzymy pouze na alele s adeninem v misté¢ polymorfizmu a k restrikci byly

navrzeny endonukleazy MIuCIl a Msel.
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Cleavage code Enzyme name code

Display: - All commercial restriction enzymes I | blunt end cut | Available from NEB
—Lsplay. nzy < | blunt end cu Has other supplier
GC=T1%._ AT=20%, .| 5 extenzion Mot commercially available
o - MEY ; %1 cleavage affected by CpG meth.
Mapd T A1 37 extension #: cleavage affected by other meth.
*pEaeI Hpulda1 T | cuts 1 strand (enz.name’: ambiguous site
CywikI-1 Sgel
HaeIIl Mepd I Setl
5 ... CTGECCGTGTCCGACCTGCTG ... &
[ 1 ] 1 ]
3 ... GACCGGCACAGGCTGGACGAL ... 5
*Eael Setl  Mzpdl
M=pd I Hpyl3SI - Sgel
HaeIll
CwikI-1

New DNA Highlight bases
All

Custom digest

View sequence
Save project
Print

Obr. 5 Kompletni vystup z programu NEBcutter V2.0 pro restrikéni analyzu jedné alely
genu MC1R

Tagl (1 sites)
TCGA

MzpJI
*Eael Tagl
CywikI-1 Sgel
HaeIll MepdI rSetl

5 ... CTGECCGTGTTCGACCTGCTG ... 37

F1i I Fio | ko

3 ... GACCGLGCACAAGCTIGGACGAC ... 5

*Eael Setl Mepdl
Mzpd I Tagl “Sgel
HaelIl
CywikI-1

Obr. 6 Vystup z programu NEBcutter V2.0 pro restrik¢ni analyzu druh¢ alely genu

MCI1R
Msel (1 sites)
TTAA Tzel
M=el 3/ a] 28 ApekI
Bk 1 M1uCI FridHI Ebw FridHI
5 ... GGTTCTCTTTAATTTTGCTGE ...3 &5 ...GGTTCTCTTTGATTTTGLCTIGE ... 3°
F1 [ Fio [ Fzo F1 [ Fio [ Fzo
3...CCAAGAGAAATTAAAACGALG ...5 3...CCAAGAGAAACTAAAACGACG ... 5
BbwI-MzeI-MI1uCI ApeklI Bbwl ApekI
Tzel Tzel
FriugHI FriudHI

Obr. 7 Vystup z programu NEBcutter V2.0 pro restrikéni analyzu obou alel genu MATP
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5.5 Shrnuti a diskuze

Ackoliv kazdy z programii poskytl veskrze rozdilné navrhy restrikénich enzymd,
nastaly ve vysledcich i shody. Pro testovani polymorfizmu genu MCI1R bych
Z nabizenych moznosti volila na prvnim mist¢ endonukleazu Tagl (T|CGA) a jako
druhou variantu enzym Hpy188l (TCN|GA). Taql sice vyzaduje vyssi teplotu inkubace,
na druhou stranu ma vsak specifi¢téjsi rozpoznavanou sekvenci (New England Biolabs
2016). Co se tyce vybéru restriktazy pro zjisténi polymorfizmu genu MATP, rozhodla
bych se pro Msel (T|TAA), jelikoz je dobie dostupna, stejné jako MIUCI, coz by byla
moje druha volba. Mirnou nevyhodou MIUCI vsak je, ze ji nelze piihodné inaktivovat
termicky a bylo by nutné pouzit kolonu, pfipadné fenolovou nebo chloroformovou
extrakci (New England Biolabs 2016).

Porovnani softwaru je uvedeno v tabulce 1:

Tab. 1 Porovnani funkci webovych programu

Webcutter 2.0 | WatCut | NEBcutter V2.0
VloZeni sekvence
vypsani rucné + + +
soubor z pocitace + + +
z GenBank + — +
Pojmenovani sekvence + + +
Kruhova sekvence + — +
Ticha mutace + — —
Zobrazeni vysledkii
mapa + + +
tabulka + — -
Vybér enzymii
vSechny + + +
vSechny komer¢né dostupné - — +
dle poctu Stépeni + + —
dle délky restr. mista + — +
rucni vybér + — +
UloZeni projekti - + +
Uvedeni rozpoznavané + _ +
sekvence nalezenych enzymii
Indikace mista Stépeni + - ++
Propojeni s REBASE —+(*) + +
Barevné zvyraznéni — —
Pi‘ehlednost + — ++

* odkazy nefunguji
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Dle mého nazoru je nejlepSim programem NEBcutter V2.0, a to diky vyborné
strankami New England Biolabs (www.neb.com) a REBASE, ale hlavn¢ kviili neustalé
aktualizaci, kterd zbylym dvéma programtim ocividné chybi.

Na zavér jsem se v diskuzi chtéla vénovat rozporu v psani nazva restrikénich
endonukledz kurzivou. Pod spoleénym ustanovenim pro Gpravy nomenklatury (Roberts
et al. 2003) jsou podepsana zvucna jména jako Dryden, Kobayashi, Murray, Pingoud,
Raleigh, Rao, Wilson a dalsi. Upravou se fidi i Loenen (pf. Loenen et al. 2014a)
a znami autofi ucebnich texti, jako jsou Pritchard a Korf (Pritchard a Korf 2013) nebo
Alberts (Alberts et al. 2015). Mezi autory uzivajici kurzivu v nazvech restrikénich
enzymu patii sv€tové uznavani Snustad a Simmons (Snustad a Simmons 2009),
dale také Griffiths (Griffiths et al. 2012) nebo Clark (Clark a Pazdernik 2013).
V Ceském prostiedi tradice uzivani kurzivy nebyla poruSena a stoji si za ni napiiklad
genetici z Mendelovy Univerzity v Brné nebo z Ustavu molekularni genetiky AV CR
v Praze (Novotny et al. 2012). Nicméné zde také nejsou vSichni autofi jednotni,
viz Kocarek (Koc¢arek 2008).

Dle mého nazoru by se mél uzus psani nazvu restrikénich enzymu sjednotit, i kdyz
je to jist¢ obtizny ukol. Jaka varianta bude zvolena, neni pfiili§ podstatné.
Vydavatelstvim casopisit vyhovuje klasicky font, ¢tenafiim se zase 1épe v textu hledaji
nazvy psané kurzivou. Myslim si, Ze hlavni je, aby kvili témto rozdilim nedochazelo

k nedorozuménim a nepochopeni dané problematiky.
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6  ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou restrikénich endonukleaz. V literarni
resersi jsou tyto Stépici enzymy charakterizovany a rozdéleny na jednotlivé typy. Dale
text pojednava o sekvencni specifit¢ a o vlivech podminek reakce. Nakonec jsou
popséana nejbéznéjsi vyuziti enzymii v molekularni genetice a diagnostice.

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy Stépici DNA wuvniti jeji molekuly,
které pracuji spolecné¢ s methyltransferazami v bakteridlnich bunikdch na ochrané
genetické informace. Rozd¢€luji se do ¢tyf typu a doposud jich bylo charakterizovano
vice nez 4 tisice a teoreticky nalezeno ptes 38 tisic. Endonukleazy jsou velmi pfesné
V rozpoznavani specifické sekvence, ale vlivem reakénich podminek se mohou stat
promiskuitnimi. Pro spravny pribéh restrikéni reakce je tieba sledovat teplotu, pH,
kofaktory, sloZeni soli, pfitomnost stabilizatorti, spravny objem a dobu trvani reakce.

Endonukledzy jsou dilezitym pilifem molekularni genetiky. Predstavuji levny,
rychly a pfesny analyticky nastroj. Vyuziti nachézeji napiiklad v mapovani genomu,
chromozomu ¢i jednotlivych genii, uplatiiuji se také pii tvorbé rekombinantni DNA
a v genetickych testech, jako je uréovani paternity a diagnostika dédi¢nych chorob lidi
| zvitat. Mohou byt také soucasti forenznich metod k urCeni pivodu biologickych
materiali. V potravinafstvi najdou vyuziti pti kontrole kvality potravin nebo obsahu
masa ruznych druhti zvifat v produktech. V chovu zvifat mohou slouzit k urcovani
genotypu jako jeden z nastroju pro selekci a Slechténi.

Prakticka cast prace je zaloZena na praci se softwarem pro analyzu restrik¢énich
mist, a to konkrétn¢ s programy Webcutter 2.0, WatCut a NEBcutter V2.0. Pro zadané
geny MATP a MCIR byla uspésné nalezena §tépnad mista a navrzeny vhodné restrikéni
enzymy pro testovani polymorfizmii (SNP) — pro MCI1R endonukledza Tagql
apro MATP endonukleaza Msel. V porovnani programii se jako nejlepSi umistil
NEBcutter V2.0.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AdoMet
AMK
ATP
BAC
BLAD
bp

BSA

cDNA
CVM
DNA
ddNTP
dNTP
DTE
DTT
EDTA
EOP

Fl

hsd
kb
kDa
Mb
mM
MT

PCR
PSE

R-M
RES
RFLP

RNA

SCID
SMRT
SNP

TRD
uv
VNTR

adenin

S-adenosylmethionin (také SAM)

aminokyselina

adenosintrifosfat

umély bakterialni chromozom

Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency

par bazi

bovine serum albumin

cytosin

komplementarni DNA

Complex vertebrae Malformatioon (komplexni vertebralni malformace)
deoxyribonukleova kyselina

dideoxynukleotid

deoxynukleotid

dithioerytriol

dithiotreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

efektivita vysevu

Fidelity Index

guanin

host specifity determinant (urCujici ¢len specifity hostitele)
kilobaze

kilodalton

megabaze

jednotka molarni koncentrace, odpovidé jednotce mmol/dm?®
methyltransferaza

nespecificky nukleotid (zahrnuje A, C, G, T)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Pale, Soft, Exudative (bledé, mékké, vodnat¢)

purinové baze (A, T)

restrikéné — modifikaéni

restrikéni endonukleédza

restriction fragment lenght polymorphisms (polymorfizmus délky
restrikénich fragmentt)

ribonukleova kyselina

baze se silnym parovanim (G, C)

Severe Combined Immunodeficiency Disorder
Single-Molecule Real-Time

single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfizmus)
tymin

target recognition domain (doména rozpoznani c ile)
ultrafialové (ultraviolet)

variable number tandem repeats (tandemové repetice o variabilnim poctu)
baze se slabym péarovanim (A, T)

pyrimidinové baze (G, C)
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PRILOHY

Dopliujici tabulky

Tab P1. Charakteristika restrikénich enzymd, jejich genti a podjednotek

(Loenen et al. 2014a)

Type Type 1 Type 11 Type I Type IV
Features Oligomeric REase and MTase Separate REase and MTase Combined REase+ MTase Methylation-dependent REase
complex or combined complex Cleave at variable distance
Require ATP hydrolysis for REase~MTase fusion ATP required for restriction from recognition site
restriction Cleave within or at fixed Cleave at fixed position Cleave m6A, m5C, hm35C
Cleave variably, often far positions close to outside recognition site and/or other modified
from recognition site recognition site ‘DEAD-box’ REase DNA
‘DEAD-box’ translocating Many different subtypes Many different types
REase
bipartite DNA recognition
domain
Example e.g. EcoKI e.g. EcoRI e.g. EcoPll No ‘typical” example
Genes hsdR, hsdM, hsdS e.g. ecorlR, ecorIM e.g. ecoPlIM, ecoPlIR e.g. merd, merBC, mrr

Subunits

~135, ~62 and ~52 kDa

~31 and ~38 kDa for EcoRI

~106 and ~75kDa for
EcoP11

Unrelated proteins

Proteins REase: 2R + 2M + § Orthodox REase: 2R REase: 1 or 2 R+2M Varies
MTase: 2M+8 (£ 2R) Orthodox MTase: M MTase: 2M (+2R)
REBASE 104 enzymes, 47 genes cloned, 3938 enzymes, 633 genes 21 enzymes, 19 genes cloned 18 enzymes & genes cloned,
34 genes sequenced, cloned, 597 sequenced, & sequenced, 1889 15 sequenced, 4822
5140 putatives 9632 putatives putatives putatives
Tab. P2 Charakteristika R—M enzymu Typu I (Loenen et al. 2014b)
Enzyme Family Recognition Me-interval
sequence
EcoBI 1A TGA N& TGCT 8
EcoKI 1A LAC N6 GPGC 8
EcoAl 1B GAC N7 GTCA 9
StyLTIlI 1A GAC N6 RTAYG 8
StySPI 1A BAC N6 GTRC 8
EcolM 1A TTA NT GICY 8
:ﬁg:‘l“;: }E TCA - N7 RTTC a) Podjednotka 5 enzvmu NgoA Ve zhracena,
; GAA N6 RTCG 7 v : . - 4 -
Ecokl IR GAG N7 ARGC 9 cof zpusgbuje s}rmemcjknu spECTﬁtu , .
CirAl 1B GCA N8 gmec 9 b) V prvnd poloselvenci rozpornavaného mista
Ecoprr] IC CCA W7 REGC B Eco38l se nevyskytuje adenin, cof narnaéuje,
StySKI 1B CGAT N7 GTTR 9 e misto n& e methvlova tosi
SiySBLI D oA HE TWACC 6 7e misto néj je methylovan cytosin.
NgoAV* 1C GCA N8 TeC 8
Eco37/1 GGA N8 ATGC 9 Sloupec 1: nizev enzymu (izoschizomery nejsou
Eco3851 GCC N6 TeCe ? edenv): fuEné pism suie dobfe
Ecob461 cCA W7 OTTE 7 uvedeny); tuéné pismo oznatuje dobfe
Eco777 GEA N6 TATC 7 charaktenizované systémy
KpnBI IE CARBA NE RRCA 7 Sloupec 2: rodina, do které enzym patii (je-i znama)
KpnAl D GARA N6 TGCC 6 T i ST L
StySEAL ACA NE TYCA 6 Sloupec 3: uveden pouze jeden fetézec rozpornavané
StySGl TAAC N7 RTCG 9 sekvence (onentace §° - 37); &islo v rozpoznavane
Eco3I _GAC N5 RPRAY selovenci indikuje poiet nespecifickych pbazi mezi
Eco8261 GCA N6 CTGR 7 . . -
Eco83l1 CTCA N6 TGAY 6 dvema polosekvencem;
Eco9121 CAC N5 TGGC 6 baze mvyrarnéné tuéné jsou methylovane.
Csall CCAC N6 CTC 8 T A en soEds - i
Vil pera Wy meac 7 Sloupec 4: p?nc.et pa.tubazt mezi dv éma ? . )
Vhell CTAC N& RTAAR 8 methylovanymi bazemi (enzymy ze stejné rodiny maji
CjeFIl CARAY N6ACT 9 obdob pg.ﬁ,et:}
CjeFIV TARAY N5 TGC 6 -
BeeSVI TAAGZ N7 TeC 8
EcoGIV CCAC N8 TGRY 9
Mpaull GA N7 TAY 7
SauMW2I CCAY NS5 TTAA ?
SauMW2II CCAY N6 TGT ?
SauN3151 ATCNSCCT 9
SauMN3150 CCAY N6 GTA 8
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Tab. P3 Zména AMK v proteinové struktuie S domény enzymu Mmel méni

rozpoznavanou sekvenci (Pingoud, Wilson a Wende 2014)

Pozice zarovnani AMK AMK Rozpoznavana sekvence
E806....R808 Glu ... Arg TCCRAC 20/18
K806 ... D808 Lys ... Asp TCCRAG 20/18

Tab. P4 R—M systémy Typu III (Rao, Dryden a Bheemanaik 2013)

Enzyme Source

Recognition Subunit

sequence

composition

Cofactor requirement  Cofactor requirement
for restriction for methylation

EcoP151 Plasmid P15B in E. coli 15T

EcoPll  Prophage P1

StyLTI  Salmonella typhimurium
Hinflll  Haemophilus influenzae
PstIl Providencia stuartii
LlaFI Lactococcus lactis
BeeSI Bacillus cereus

PhaBI Pasteurella haemolytica
NgoAXP Neisseria gonorrhoeae
HP0593  Helicobacter pylori

5'-cAGCAG-3' Rs M,

5'-AGACC-3' R, M,
5'-CAGAG-3' R; M,
5'-ccaAT-3 R, M,
5'-CATCAG-3' R, M,

ND
ND
ND

ND

5'-ccacc-3° ND
5'-GCAG-3’ ND

Mg2", ATP, (SAM?)  SAM, Mg*'
Mg>‘, ATP, (SAM?)  SAM, Mg’", Ca®", Mn*"

Mg>", ATP, SAM SAM, Mg*'
Mg**, ATP SAM, Mg*
Mg™", ATP, GTP, CTP SAM, Mg’
Mg*", ATP ND

Mg, ATP SAM

ND ND

ND SAM, Mg*'
ND SAM, Me*'

ND. not determined.
A denotes site of methylation.

Tab. P5 Piehled modifikaci vyvolavajicich $tépeni u enzymi Typu [V
(Loenen a Raleigh 2014c)

Protein maC

hmaC

ghm3C  mdl

mibA

PT

Ecok MecrA (+)
ScoA3MerA f
Ecok McrBC +
BanUMcrB -
BanUMecrB3 (-
Ecok Mrr (+
BanUMrr [

ScoA3Mrr i

FmoMrr (+1
SaulJS] +

SauMewl (-
SepRPMerR (+
ScoAll (-
PvaRisl] family  +/—
GmrsD —

ScoAIIT+1T1 (+)

+ &7

(=) MNT
NT NT
- (+)

(—) (=1

MNT
NT

(—)
()

(=)

NT

NT

NT

NT
NT

+/-: na substratech - je alespofi 100 nasobné mensi aktivita nez na substratech +
{(-). (+): zalozeno na in vive restrikci fagove infekce nebo plazmidove transformace
s odpovidajici konfiguraci hostitelskeho hvbrida; i vifre nebyvly visledky restrikce

Zazrnamenany

(+7): ve studii nebvlo odlideno, zda je rozpoznavana modifikace m5C & mbA
(-7): sekovence s mbA nebyly Stépeny, nicméné bylo testovano pouze malé mnozstvi

modifikovanych sekovenci

WNT: netestovano
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B.  Dopliujici obrazky
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Obr. P1 Princip RFLP, ptevzato z National Center for Biotechnology Information 2016

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/TechRFLP.shtml)
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Obr. P2 Tvorba restrikéni mapy (Griffiths et al. 2005)
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Obr. P3 Modelové vyhodnoceni genotypt prasat PCR-RFLP pro RYR1

(ptevzato z protokolu ze cvi¢eni predmétu Genetika Z, letni semestr 2013/2014)

Obr. P4 Snimek elektroforetické separace po PCR-RFLP genu RYR1 (ziskano ve
cviceni predmétu Genetika Z, letni semestr 2013/2014)
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Obr. P5 Tvorba rekombinantni molekuly DNA (Griffiths et al. 2012)
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Obr. P6 Amplifikace rekombinantni DNA (Griffiths et al. 2012)

1. KROK: restrikcni stépeni 2. KROK: Ligace
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Obr. P7 Subklonovani (pievzato z http://labguide.cz/tradicni-klonovani-subklonovani/)
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