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Chemické chranéni DNA pred enzymatickym $tépenim

Védci z Ustavu organické chemie a biochemie AVCR (tym Doc. Michala Hocka) vyvinuli
novou metodiku, jak lze chemickou cestou regulovat stiithani Fetézci DNA selektivnimi
enzymovymi nizkami, tzv. restrik¢nimi endonukleazami

Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami je zakladni postup pii klonovani DNA, bez kterého si nelze predstavit
moderni molekuldrni biologii a genomiku. Védci z tymu Doc. Hocka vyvinuli postup ptipravy "zakuklené" DNA, ktera
sice obsahuje genetickou informaci, ale zvenku je pokrytd objemnymi chranicimi skupinami, a neni tedy rozpoznatelna
pro Stépici enzymy (restrikéni endonukledzy). Po jednoduché chemické reakei takto ochranéné DNA s amoniakem se
objemné chranici skupiny odstépi a nové vznikla "obnazena" DNA je opét Stépitelnd endonukleazami. Tato metodika
by mohla usnadnit Fadu aplikaci v molekularni biologii vyZadujici Stépeni velkych useki DNA.

DNA je biologickd makromolekula, ktera je nositelkou genetické informace. Je tvofena dvousroubovnici dvou
vlaken. Klonovani tiseki DNA pro velkou ¢ast molekularné-biologickych aplikaci vyzaduje sekvenéné-specifické
stithani a poté zase slepovani ¢asti DNA (gentl). Pro §té€peni jsou vyuzivany tzv. restrikéni endonukleazy, coz jsou
bakterialni enzymy, kterymi se bakterie brani proti virim. Tyto enzymy specificky rozpoznavaji a $té€pi kratké (4-8
nukleotidové) sekvence, zatimco vSechny ostatni sekvence DNA ziistavaji netknuté.
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Nova metodika védeti z UOCHB AVCR umoziiuje, aby uréité &asti DNA byly doasné ochranény pred §tépenim, ale
kdykoli je tfeba, 1ze ochranénou DNA opét obnazit a poté Stépit pozadovaném misté. Metoda pripravy chranéné DNA je
velmi rychla a sklada se z pouhych dvou stupnti. Prvnim krokem je piiprava chranéného stavebniho kamene DNA
(nukleosid trifosfatu) a druhym enzymaticka vystavba DNA z téchto stavebnich bloki katalyzovana enzymem zvanym
DNA polymeraza. Pomoci polymerazové fetézové reakce (tzv. PCR) Ize pfipravit jakoukoli sekvenci DNA, ktera bude
obalena objemnymi chranicimi skupinami. Takto ochranénd DNA je odolna viici $tépeni restrikénimi endonukledzami,
prestoze obsahuje rozpoznavaci sekvence pro dany enzym. Pokud ovSem podrobime tuto DNA reakci s amoniakem,
dojde k odstépeni vSech objemnych silylovych chranicich skupin a vznikld DNA modifikovand pouze malymi
molekulami acetylenu je uz déale rozpoznatelna pro restrikéni enzymy a je Stépena v pfislusnych rozpoznavacich
sekvencich. Jedna se o prvni pfipad ptepinatelného chranéni DNA pred §tépenim a v $irSim smyslu i pfed specifickou
interakci s proteinem. Vypinani a zapinani $té€peni endonukledzami je vyuZitelné pii molekuldrng-biologickych
manipulacich velkych tsekti DNA, kde se rozpozndvaci sekvence mohou vyskytovat ve vice kopiich. Tym Doc.
Hocka nyni bude studovat mozZnost pfepinani interakce i dalSich enzymi a proteinti vazicich se na specifické sekvence
DNA a ptipadné vyuziti tohoto jevu v regulaci biologickych procest.
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