Akceptuje

W ramach naszej witryny stosujemy pliki cookies w celu Swiadczenia panstwu ustug na
najwyzszym poziomie, w tym w sposéb dostosowany do indywidualnych potrzeb. Korzystanie z
witryny bez zmiany ustawien dotyczacych cookies oznacza, ze beda one zamieszczone w Panstwa
urzadzeniu koncowym. Mozecie Panstwo dokona¢ w kazdym czasie zmiany ustawien dotyczacych
cookies. Wiecej szczegdétéw w naszej Polityce Prywatnosci

Portal Informacje Katalog firm Praca Szkolenia Wydarzenia Poréwnania miedzylaboratoryjne
Kontakt

S0

Laboratoria Logowanie Rejestracja pl
net I

Innowacje
Nauka

Technologie

f

- Nowe technologie
. Felieton

- Tygodnik "Nature"
- Edukacja

- Artykuly

- Przemyst

Newsletter

Strona gléwna > Artykuly

Enzymy restrykcyjne: wykorzystanie w
biologii molekularnej do trawienia DNA
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Enzymy restrykcyjne, okreslane takze jako
restryktazy czy endonukleazy restrykcyjne, sa enzymami izolowanymi z bakterii lub sinic
(rzadziej z promieniowcow), ktore zdolne sa do rozpoznawania specyficznych sekwencji
w DNA, a takze do przecinania dwuniciowej czasteczki DNA [8].

Wiekszos$¢ uzywanych enzyméw restrykcyjnych rozpoznaje sekwencje sktadajaca sie z czterech lub
szesciu nukleotydow. Sa to tzw. sekwencje palindromowe, tj. sekwencje posiadajace o$ symetrii
[8]. Palindromowos$¢ oznacza, ze czytana sekwencja obydwu nici w kierunku 5’ - 3’ lub 3’ - 5’ jest
taka sama.

Enzymy restrykcyjne zwiazane sa ze zjawiskiem restrykcji i modyfikacji , ktérego model
zaproponowal Arber i Dusoix w 1962 roku. Zaproponowany model zaklada, ze w komorce istnieja 2
enzymy, z ktorych jeden odpowiada za rozpoznawanie specyficznej sekwencji i przeciecia DNA, za$
drugi za jego modyfikacje [4].

Pierwszy enzym restrykcyjny zostal wyizolowany ze szczepu bakterii Escherichia coli. Tego
przetomowego odkrycia dokonali Meselson i Yuan w 1968 roku. Z kolei, w 1970r. Smith i jego
wspotpracownicy, wyizolowali enzym restrykcyjny z bakterii Haemophilus influenzae, nazwany
po6zniej jako Hind II. Ponadto, odkrywcy wykazali, ze enzym ten tnie DNA w konkretnej, specyficznej
sekwencji:

5'-GT(T/C)|(G/A)AC-3'
3'-CA(A/G) | (G/T)TG-5'

Dalej, w 1972 r. Hedgpeth, Goodman i Boyer wyizolowali i opisali inny enzym, tym razem z bakterii
Escherichia coli- nazwany EcoR I [1], [2], [3], [5].

Rozréznia sie 3 klasy enzymoéw restrykcyjnych, z czego najwieksze znaczenie w biologii molekularnej
maja enzymy zaliczane do klasy II, tj. endonukleazy restrykcyjne (dokonujace trawienia czasteczki
DNA po rozpoznaniu specyficznej sekwencji), oraz metylazy (majace zdolno$¢ modyfikowania
sekwencji rozpoznawanej przez endonukleazy). Jak wspomniano Zrodtem enzyméw restrykcyjnych
sa bakterie , a obecnie wyizolowano ok. 300 restryktaz [7].

Podzial na klasy enzymow restrykcyjnych

Enzymy klasy I:

- przecinaja czasteczke DNA od wewnatrz, nie rozpoznajac okreslonych sekwencji. Nie posiadaja
zdefiniowanych miejsc ciecia czasteczki, przez co saenzymami mato specyficznymi. Oprocz jonow
Mg2+ , do dzialania wymagaja takze S-adenozynometioniny (SAM) oraz ATP [6].



Enzymy klasy II:

- zdolne sa do rozpoznawania specyficznych sekwencji w DNA, a takze przecinania dwuniciowej
czasteczki DNA w dwoch miejscach w obrebie tej sekwencji, badz w doktadnie zdefiniowanym
miejscu w pewnej odlegtosci od niej. Podobnie jak enzymy klasy I, do dziatlania wymagaja obecnosci
jonéw Mg2+. Sa enzymami, ktére maja najwieksze znaczenie praktyczne w biologii molekularnej
[6].

Enzymy klasy III:

- rozpoznaja okreslone sekwencje w DNA, ale miejsce ich ciecia nie jest doktadnie zdefiniowane. Do
dziatania wymagaja zarowno ATP jak i jonéw Mg2+ [6].

W wyniku trawienia okreslonej czasteczki DNA danym enzymem restrykcyjnym powstaje zawsze
taka sama liczba fragmentéw okreslonej wielkosci. Liczbe i wielko$¢ uzyskiwanych fragmentow DNA
ustala sie poddajac strawiony DNA elektroforezie w zelach agarozowych lub akryloamidowych.
Analizujac produkty trawienia réznymi enzymami restrykcyjnymi (stosowanymi pojedynczo,
w kombinacjach, oraz w ilosciach wystarczajacych lub niewystarczajacych do pelnego strawienia
preparatu) mozliwe jest ustalenie wzajemnego potozenia i odlegtosci pomiedzy sekwencjami
rozpoznawanymi przez te enzymy. Tak wiec mozliwe jest sporzadzenie mapy restrykcyjnej danej
czasteczki DNA [8], [4].

Wszystkie enzymy po trawieniu dwuniciowego DNA zostawiaja grupe fosforanowa na koncu 5’, zas
grupe hydroksylowa na koncu 3’. Aktywnos$¢ enzyméw restrykcyjnych zalezy od stezenia soli
(chlorku sodu - NaCl), ktéra zawarta jest w buforze. W zaleznosci od rodzaju, niektére enzymy
wykazuja maksimum swojego dzialania przy wysokim stezeniu soli (150mM), za$ inne przy niskim
[4].

Dane dotyczace wymaganego stezenia soli zamieszczaja katalogi firm produkujacych enzymy (np.
New England Biolabs, Fermentas). Zawsze wskazane jest stosowanie buforéw zalecanych przez
producenta danego enzymu. W przypadku, gdy DNA ma by¢é strawiony dwoma réznymi enzymami
restrykcyjnymi, ktére wymagaja roznych buforéw, nalezy najpierw przeprowadzi¢ trawienie
w buforze o nizszym stezeniu soli, a nastepnie podwyzszy¢ stezenie soli w mieszaninie reakcyjnej
poprzez dodanie odpowiedniej objetosci stezonego roztworu NaCl. Jezeli DNA ma by¢ trawiony
kilkoma enzymami restrykcyjnymi, mozliwe jest przeprowadzenie jednoczesnej reakcji dla
wszystkich enzymow, jednak pod warunkiem, ze znajdzie sie bufor, w ktérym wszystkie enzymy beda
efektywnie dziata¢ [7], [8], [10].

Na ogo6t rézne enzymy restrykcyjne rozpoznaja rézne sekwencje DNA. Znanych jest jednak wiele
przyktadéw enzymow restrykcyjnych, ktore izolowane sa z odrebnych organizméw, a mimo to
rozpoznaja takie same sekwencje DNA. Przykladem moze by¢ np. enzymy Sau3Al oraz Mbol, ktére
rozpoznaja sekwencje 5’GATC3’. Enzymy cechujace sie takimi wlasciwosciami nazywamy
izoschizomerami. Izoschizomery moga cia¢ rozpoznawana sekwencje w rozny sposéb [np. Mbol
(G/TAC) i Dpnl (GA/TC) [9], [10].



Bufory do trawienia

Bufory stosowane do trawienia przygotowane sa w postaci 10-krotnie stezonych roztworow, zas do
trawienia nie nalezy dodawa¢ wiecej enzymu niz 1/10 objetosci mieszaniny reakcyjnej. Stezone
preparaty enzymow nalezy zawsze rozciencza¢ w odpowiednim buforze- nigdy w wodzie ze wzgledu
na mozliwos¢ denaturacji [7].

Z dostepnych na rynku enzymoéw, niektore maja dodatkowe aktywnosci, ktére pojawiaja sie
w pewnych warunkach trawienia (zjawisko to okreslane jest jako aktywnos¢ ,star”). Informacje
o takiej aktywnosci zawsze podawane sa przez producentow enzymoéw restrykcyjnych w dotaczonych
do opakowania ulotkach. Sporzadzajac mieszanine reakcyjna, nalezy pamietac¢, ze enzym dodaje sie
zawsze na koncu, a dodawane enzymy bezwzglednie musza by¢ trzymane w temperaturze -20°C,
wtedy tez wykazuja swoja stabilno$¢. Najlepiej jak enzymy przechowywane sa w niskiej
temperaturze w buforze zawierajacym 50% glicerol [7].

Warunki trawienia musza by¢ takie same jak zalecane w katalogach producentach. Trawienie
enzymami restrykcyjnymi mozna zatrzymac¢ przez dodanie roztworu EDTA, a nastepnie grzanie
mieszaniny przez 10 do 15 minut w temperaturze siegajacej 65-70°C lub ekstrakcje fenolem. Co
wazne, nalezy pamietac, ze niektore z dostepnych enzyméw sg termo stabilne - tj. nie ulegaja
termicznej inaktywacji [8].

Enzyvm: Rozpoznawana sekwencja:
5-AG_CT-3’
S 3" TC_GA-5
5. _GATC-3’
Asu3Al 3. CTAG_-5°
5-G_GATCC-3°
i) 3. CTTAA_G-5°
5°-G_GATCC-3°
s 3" CCTAG_G-5°
5°-G_AATTC-3
Fegt 3. CTTAA_G-5°
5 5~ GC_GGCCGC-3
o 3"~ CGCCGG_CG-5

Zdjecie: Przyktady enzymow restrykcyjnych (wedtug Brown T.A. i http://rebase.neb.com/rebase/),
http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/Mapowanie-genomow/

Zastosowanie enzymow restrykcyjnych:

- sporzadzanie map genéw

- izolacja oraz identyfikacja genéw

- sekwencjonowanie DNA

- poréwnywanie DNA (pochodzacych z réznych organizmow)

- rekombinowanie i klonowanie gendw (lub fragmentéw genow)

- diagnostyka (choréb genetycznych, niektérych choréb nowotworowych, chordb infekcyjnych)

- zastosowanie w medycynie : ustalanie zgodnosci tkankowej - niezbednej w transplantologii, do
ustalania pokrewienstwa [4].



Zastosowanie enzymow restrykcyjnych
do wykrywania mutacji powodujgcej anemig sierpowatg

normalny A et
gen [-globiny . i Lol 3

W

_

brak cigcia enzymem

cigcie enzymem restrykcyjnym restrykcyjnym

alal:ln}form

—
C—
—
dwa kritkie pratkl jeden diugi prag2ek
(sryboie| wedru|g w 2edu) (wolnia] wedruje w 2elu)

Zdjecie: http://microbio.gumed.edu.pl/materialy/biol mol/Enzymy restrykcyjne.pdf
Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi [10].

Zazwyczaj, inkubacje preparatow DNA z enzymami restrykcyjnymi prowadzi sie w temperaturze
370C, w czasie 1 godziny lub dluzej. Przerwanie reakcji (trawienia) mozna przeprowadzi¢ przez
termiczna inaktywacje danego enzymu, ktéra to przeprowadza sie w 650C przez 15 minut. Innym
sposobem przerwania trawienia jest dodanie do prébki EDTA o pH=8.0 do koncowego stezenia
réwnego 10 mM (chelatacja jonéw magnezu) [6], [10].

Jednostke enzymu definiuje sie jako taka ilos¢ enzymu, ktdra jest w stanie kompletnie strawic¢ 1 pg
DNA w odpowiednim buforze i optymalnej temperaturze w objetosci 20 uL. w czasie 1 godziny.

Wykonanie:

Roztwdr zawierajacy ok. 1,2 do 1 ng DNA nalezy umiesci¢ w probowce z dodatkiem wody (do
objetosci rownej 18 pl). Nastepnie, do probki dodac 2 pl odpowiedniego buforu do trawienia(10x
stezonego). Jako bufor trawiacy mozna zastosowac 2x stezony bufor KGB (kalium glutamate buffer:
200 mM glutaminian potasu - 50 mM Tris/octan (o pH=7.5) - 20 mM (CH3CO0)2Mg - 100 pg/ml
albumina z surowicy cielat - 1 mM 2-merkaptoetanol). Calos¢ delikatnie wymieszac (przez uderzanie
probowki palcem).

Po wymieszaniu do probki doda¢ 1-2 jednostki enzymu restrykcyjnego, wymieszac, inkubowac
w optymalnej temperaturze przez czas zalecany przez producenta. Reakcje trawienia zatrzymac

przez dodanie EDTA (0,5 M roztwér EDTA o pH=8.0) [7], [10].

Analiza strawionego DNA:



Strawiony enzymami restrykcyjnymi DNA mozna podda¢ analizie wieloma sposobami, cho¢
najbardziej znana i najczesciej wykorzystywana jest elektroforeza w zelach agarozowych.

Stosujac DNA prokariotyczne wraz z odpowiednio dobranym enzymem, w wyniku trawienia i po
rozdziale otrzymuje sie kilka pasm odpowiadajacych fragmentom restrykcyjnym. Preparat kontrolny,
tj. taki, ktory nie jest potraktowany enzymem daje tylko jedno pasmo. W przypadku DNA
eukariotycznego w wyniku trawienia enzymem restrykcyjnym otrzymuje sie zazwyczaj przesuniecie
catego pasma odpowiadajacego danemu DNA w strone odpowiadajaca mniejszej ruchliwosci
elektroforetycznej [7].

Autor: Lidia Koperwas
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