Stépeni DNA

Definované stépeni DNA bylo umoZnéno objevem restrikénich endonukledz (restriktdz). Tyto enzymy Stépi dsDNA
na zcela urdité centralné symetrické sekvence nukleotidd zvané palindrom (viz tabulka). Restriktdzy jsou
prirozené enzymy bakterii, kde jsou soucdsti tzv. restrikéné-modifikacniho systému. Tatdz sekvence je ve
vlastni DNA timto systémem methylovana, coz restriktdzdm brani v degradaci viastni DNA. Systém je tedy miren k
degradaci cizorodé DNA, ktera dotyc¢né cilové sekvence nema chranény. Vnikne-li fdgovd DNA do baktérie, je v
prevdzné mire degradovana - fag podlehne restrikci. Jen vyjimecné je nékterd z fdgovych DNA systémem
methylovéna, fag prezije, byl modifikovan a mlze se v daném bakteridlnim kmenu mnozit.

Cilové sekvence DNA restriktaz

enzym ptvod cilova sekvence
GLAATTC

EcoRI | Escherichia coli CTTAATG
ALAGCTT

Hindlll | Haemophilus influenzae TTCGATA
GG1CC

Bsul Bacilus subtilis CC1GG

Specifita restriktaz byla vyuzita v enzymologii DNA. Bylo popsano kolem stovky takovych enzyma, nazyvaji se
zkratkami ndzvl bakterie, v niZ byly objeveny (EcoRI - E. coli, Haelll - Haemophilus influenzae). Kazda restriktaza
ma specifickou cilovou sekvenci, v niz stépi bud’ protéjsi fosfodiesterové vazby dsDNA nebo vazby symetricky
vzdalené nékolik nukleotidl od centra symetrie (viz tabulka). Ve druhém pripadé se tvori kohezni (,lepivé”) konce
vzniklych restrikénich fragmentd, které se mohou reasociovat, a to i s fragmenty ziskanymi stépenim jiné DNA
stejnou restriktdzou. Tato moznost je velice vyhodné pri rekombinaci fragmentd a konstrukci novych gend a
genomdi. Dnes ovsem neni problémem uméle vytvorit jakékoli kohezni konce u kteréhokoli fragmentu dsDNA.

Dalsim biotechnologicky vyznamnym enzymem je DNA-ligdza, objevend pfi studiu prirozené replikace DNA.
Kovalentné spojuje 3'-OH konec retézce s 5'-P koncem DNA.
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