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Enzymy restrykcyjne

Enzymy restrykcyjne (endonukleazy restrykcyjne) sg enzymami tngacymi wigzania
fosfodiestrowe w tancuchu DNA. lzolowane s3 glownie z bakterii i sinic, rzadziej
z promieniowcow. Ich biologiczna rola polega na rozcinaniu czgstek obcego DNA. S3 one
niezbedne w badaniu struktury chromosomadw, sekwencjonowaniu bardzo dtugich czasteczek

DNA nadajacych sie do klonowania.
Enzymy restrykcyjne mozemy podzieli¢ na:

- Enzymy klasy | - przecinaja czgsteczke DNA od wewnatrz,
nie rozpoznajgc okreslonych sekwencji. Nie posiadajg zatem zdefiniowanych miejsc ciecia

i sg mato specyficzne.

- Enzymy klasy I - s3 zdolne do rozpoznawania specyficznych sekwencji
w DNA i przecinania dwuniciowej czasteczki DNA w dwdch miejscach w obrebie tej sekwencji
albo w doktadnie zdefiniowanym miejscu w pewnej odlegtosci od niej. Majg najwieksze

znaczenie praktyczne.

- Enzymy klasy Ill — rozpoznajg okreslone sekwencje w DNA, ale miejsce ciecia nie jest

doktadnie zdefiniowane.

Enzymy restrykcyjne mogg rozcina¢c DNA na dwa sposoby, pozostawiajgc dwa rodzaje

koncow:

® Tepe konice — powstajg w wyniku naciecia obu komplementarnych nici w tym samym

miejscu.

5'~GGATATCC- 3’
3'—CCTATAGG- 5’

5-GGAT-OH + P-ATCC-3’
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3'-CCTA-P + OH-TAGG-5’

Lepkie korce — sg efektem naciecia nici DNA w dwéch réoznych miejscach oddalonych od
siebie o kilka nukleotyddéw. Rozciete w ten sposdb nici DNA majg na koncach krétkie 1-
niciowe fragmenty.

5'-GGATATCC- 3’
3’-CCTATAGG- 5’
5-G-OH + P-GATATCC-3’
3'-CCTATAG-P + OH-G-5’

Wszystkie enzymy restrykcyjne pozostawiajg grupe fosforanowg na koncu 5', a grupe
hydroksylowg na konicu 3'. "Lepkie konce" majg duze znaczenie przy klonowaniu genow:
sekwencje "lepkich koncéw" powstatych w wyniku dziatania tego samego enzymu sg
komplementarne. W obecnosci enzymu ligazy mozna takie czgsteczki ponownie potaczy¢ ze

sobg kowalencyjnie.

Fragmenty DNA powstate w wyniku trawienia enzymami restrykcyjnymi dajg sie rozdzielié¢ na
zelach w taki sposob, ze w kazdym prazku na zelu znajdujg sie czgsteczki DNA o identycznej
sekwencji nukleotydowej. Fakt ten pozwala na precyzyjng obrobke DNA, m.in. konstruowanie
map restrykcyjnych badanego DNA (mapa restrykcyjna wskazuje miejsca ciete przez enzymy
restrykcyjne). Analizujgc na Zzelach produkty trawienia danego DNA rdéznymi enzymami
restrykcyjnymi, stosowanymi pojedynczo i w kombinacjach, mozna ustali¢ wzajemne
potozenie i odlegtosci pomiedzy sekwencjami rozpoznawanymi przez te enzymy. Oprocz tego,
DNA pociety enzymami restrykcyjnymi mozna poddawac ligacji z wektorem i tworzyé

zrekombinowane (zawierajgce sklonowany DNA) plazmidy.

Zrédto:http://www.e-biotechnologia.pl/
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