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Nucleic Acids Res. 2001 September 15; 29(18): 3705-3727.
Structure and function of type Il restriction endonucleases

Table 1. Nomenclature of type II restriction endonucleases

Subtype Characteristic feature Example* Recognition sequence®
Orthodox Palindromic recognition site, which is recognized EcoRI Gl A A T T C
by a homodimeric enzyme, cleavage occurs within C T T A AT G
or adjacent to the recognition site
EcoRV G A TL A T C
c T AT T A G
Bgll G C C N N N NN G G C
C G G NTN N N N C C G
Type IIS Asymmetric recognition site with cleavage Fokl G G A T G NgdN N N N
occuring at a defined distance cC C T A C Ny N N N N
Type IIE Two sites required for cleavage, Nael G ¢ Glc G C
one serving as allosteric effector c G ¢cT G C G
Type IIF Two sites required for cleavage, both sites NgoMIV GlCc ¢ G G C
are cleaved in a concerted reaction by a cC G G ¢ CcT G
homotetrameric enzyme
Type IIT Different subunits with restriction and modification Bpul0l cC ¢l T N A G C
activity G G A N TT C G
Bsil C C N N NN NNDN G G
G G N NI N N N N N C C
Type IIG One polypeptide chain with restriction and Eco571 C T G A A G Ny N NI
maodification activity G A C T T C NHT N N
Type IIB Cleavage on both sides of the recognition site Begl N Nl Ny C A Ny T G C Ny N Nl
™ N Ng G T Ng A C G NN N
Bpll N NN, G A G N, C T € N; N, Nl
TNN, Nq C T C€C N;, G A G NTN, N
Type IIM Methylated recognition site Dpnl G "Al T C
c TTm G

“Restriction endonucleases whose crystal structure is known are depicted in bold letters.
bThe site of cleavage is indicated by L.




Endonucleasas de restriccion Tipo IT

(a)
Restriction
enzyme
EcoRlI

Unmethylated 5’ N GiA AT T C IS 3'
DNA 3| ICTTAAGI | 5
1
Cleavage
Sticky ends
b e (5 A ATT C I 3

3 ICTTAA Gl | 5*




Endonucleasas de restriccion Tipo IT

(b)

EcoRlI
methylase

Unmethylated 5N G A E
DNA 3’1 ST

EcoRl will not

P cleave methylated

//CH3 DNA
Methylated 5’ I G A ,al.-r T ¢ I 3’
Do 3’1 & T T RAGH | 5/




Eco RI: Model image of the restriction enzyme ECO RI (red and yellow) binding to DNA
(blue). The enzyme is made up of two symmetrical units that correspond to the double
helix structure of DNA.




Frecuencias de corte por ER
(en un DNA 50 %GC)

La mayoria de las ER reconocen secuencias de
entre 4y 6 pb.
La probabilidad que se encuentre una secuencia
de 4 nt en el DNA es:
([1/4]%) = 1 en 256 pb.

Una secuenciade 6 nt = ([1/4]°) = 1 en 4.096 pb.

Otras ER reconocen secuencias mas largas
(hasta 8 pb). Un sitio de reconocimiento de 8 pb
ocurrira con una frecuencia de aproximadamente
1 en 65.536 bases ([1/4]8). Ej. Notl




Frecuencias de corte en ER’s

Sau3Al GATC\ EcoRlI G\AATTC
Taql T\CGA Notl GC\GGCCGC
Haelll GG\CC BamHlI G\GATCC

Nt.CviPlII \CCD Begl CGANNNNNN\TGC




Ligacion de
fragmentos de
restriccion con
extremos cohesivos

v/s

Ligacion de
extremos romos

T4 DNA ligasa
DNA 1+ DNA Il >

ATP

DNA

DMNA I DMNA I

Complementary
ends base-pair

OH 'V
5 _/ A—A—T—T—
P‘/ P

3 :T—T—A—A):I 5

HO

- 2 ATP
4

3-

P

DM A

recombinante ligase [

2 AMP + 2 PP,

(N T — T—A—A——

. (c)

Unpaired
+ fragments
[b) and (e)
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Otros enzimas

Metilasas
Nucleasas
Fosfatasas

Polimerasas

Transcriptasa inversa
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DNA pol

34000 76000
Small Large fragment
fragment (Klenow fragment)
b —. 3! 3, =5 Pol _c
Exonuclease Exonuclease 2iymrase
324 928
trypsin
subtilisin

2
o

™ Primer removal

Fragmento Klenow

Proofreading

| de E. coli

dNTPs

ADN pol 5" >3

cgbador
5 3 ’
3 ! J 5
mU
 cebador exonucleasa 5’ >3 ’
3 5
molde
exonucleasa 3’ -—> 5’
correccion (proofreading)
5 3
5
molde

Klenow H and Henningsen | "Selective Elimination
of the Exonuclease Activity of the Deoxyribonucleic
Acid Polymerase from Escherichia coli B by Limited
Proteolysis" Proc Natl Acad Sci vol. 65 pp. 168
(1970).
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Usos de DNA polimerasa |l de E. coli

Sintesis de DNA de doble hebra desde
moldes de DNA de hebra simple

“Rellenado” de extremos 3 recesivos de
fragmentos de DNA

Digestion de extremos 3° protuberantes

Preparacion de sondas de DNA
radiactivas
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Usos del fragmento Klenow de la
DNA pol I de E. coli

A. Relleno de extremos
3’ recesivos para generar
extremos romos

5'- G-0oH
I-CTTAA-&

5-3' DNA
polimerasa
en
presencia
de dNTP y
F. Klenow

5. 6. AATT-oH
J-CTTAA-®

B. Degradacion de extremos
3’ protuberantes, para generar
extremos romos

5 CTGCA-0OH
3-G4p)

3'-5' exonucleasa
de la DNA pol

Klenow
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Marcacion de DNA por iniciacion al
azar (random priming)

Nucledtidos radiactivos

Hexadmeros 1y 2: partidores
M: hebra templado (hebra simple)
P: polimerasa

N: hebra recien sintetizada
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Marcacion por traslado del nick
(Nick translation)

dNTP*’s
5 > 3’ » ) i 3
3: * 51 3., - 51
5’->3" Polymerase : :
Duplex DNA with a “nick” activity plus 5—>3° Production of highly

. radiolabeled oligonucleotide
exonuclease activity
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DNA polimerasa Taqg

Sp—

Uso en PCR
Original de bacteria terméfilaThermus aquaticus
Termo-resistente, activa a altas temperaturas

Carece de actividad 3'-5’ exonucleasa (mayor frecuencia
de errores en la polimerizacién: 1 en 1000 a 1 en 10.000

pb)

Otras termoestables con actividad 3'-5’ exo se usan para
amplificacion de secuencias que se requiere preservar
de mutaciones (Pfu, Vent DNA pol, Tli, etc)
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RNA Poly(A) tail
5 C R —

AJA[AJATATATATA
[T

—_—
Viral reverse Oligo(dT)
transcriptase primer

RNA

5
{ATATATAAIATA

5
@ cDNA

Sintesis de s —_—

cDNA por )
Transcriptasa &

H DNA polymerase |
Inversa
cDNA
P
L N
S1 nuclease

(single-strand-specific)

3 e —————
5 e—
Double-stranded cDMNA
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Reverse Transcriptase—Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

mREMNAar total RMNA)
= downstream primer

Reverse Tranzcription | Reverss transoritase

e - ——
ANA degradation or denature
________________ T first strand cONA
-+ (complementary DMA)
Hpstrearm primer
PCR Cycle 1 dow patred m primer
¥ Fag ONA pokcmerase
- e T T T =
PCR Cycle 2
b
- - - ToToo =—*
PP lyhdidiyshydigdepdigdi byt oyl =
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T7 0 T4 RNA polimerasas

Origen viral: de fagos T7 o0 T4

Sintesis de RNA usando DNA como
templado. Requiere un promotor
compatible.

Uso en la transcripcion in vitro de genes
de interes.

En construccion de sistemas de expresion
recombinante.
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Usos de T7 RNA polimerasa

Very high levels
of G-CSF protein

Multiple

T7 RNA

polymerases
L ]

lac .

promoter

polymerase gene T7 late

promoter

Recombinant

T T Plasmid expression

vector
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Nucleasas

Desoxirribonucleasas (DNasas), sustrato es DNA
Ribonucleasas (RNasas), sustrato en RNA
Endonucleasas y exonucleasas

*Mas usadas son:
*DNasa | (endonucleasa)
*Eliminar DNA de preparaciones de RNA o de proteinas.

*Estudio de interaccién DNA-proteina por DNasa
footprinting.

*RNasa A (endo-ribonucleasa)
*Eliminar RNA de preparaciones de DNA.
eLas dos son originales de pancreas de bovino.

23



Exonucleasa lll

*Remocion de
nucleotidos, uno auno,
desde el ext. 3' OH.
*Exolll ataca el 3' OH en
DNA doble hebra con
extremo romo o extremo
5’ protuberante.

Ejemplo de aplicacion de
Exolll en la generacion

de mutaciones por =
delecion en un

promotor.

Duplex with blunt or 5° overhang

T
-

-

Duplex with 3° overhang
and internal “nick”

e T
o -

v Exolll + Exolll
— —— ——
B -~
In
promoter
 A—
K:use to a reporter
gene on plasmid
L1
~». reporter

O\ gene

[1nn a —

b I
c I
d ——

confirm expression)

_— .
and regulation

Function
+

+ 3 minimal
promoter
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DNA ligasas

5, l G 3: n S:MTTC _‘, 31 Ligase More 20U 20 0200020
bk (3 S — J - 5 45 45 45

I'l

} M [TTLE, §’

T4 DNA ligasa + ATP

5 e 3
) - 5’

ecatalizan la formacion de un enlace fosfodiéster entre un extremo 3’
OHyun 5 PO,

*T4 DNA ligasa. Aplicacion en la formacién de moléculas de DNA
recombinante.

sLiga fragmentos cohesivos (complementarios) y romos, aunque
éstos ultimos son menos favorecidos.

*Extremo fosfato en C 5’ es fundamental.

*ATP como cofactor
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Fosfatasa alcalina de intestino de
ternera (CIP)

5 — 37 OH 5 P ——3 OH
3O 5° 3O 5°P

(Fragment cannot self ligate)

Ligase

5° - 3° OH
3 OH-= etk 5P

“nicked” duplex

*Aplicacidon: desfosforilacion de extremos 5°P para
evitar autoligacion, en clonamiento de DNA.
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T4 Polinucledtido quinasa (PNK)

5° OH » 3' OH + P-P-P-riboadenosine (rATP)

\

57 P- » 3’ OH

v-Phosphate group 1s transfered from rATP

Aplicaciones

1. Marcacion de acidos nucleicos (RNA y DNA) en el extremo 5
por fosforilacion con y3?P-ATP

2. Fosforilacion de oligonucleotidos sintéticos en el extremo 5°
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Electroforesis en gel de DNA

Método analitico de visualizacion del DNA

basado en la migracion del DNA a través de
un gel

Gel

V=
E=
q=
f=

Polimero de agarosa

Polimero de acrilamida o poliacrilamida

V=qE/f

velocidad de migracion
gradiente de potencial eléctrico (Volts/cm)

carga eléctrica efectiva de la particula
coeficiente de friccion (tamafio y forma)
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Gel electrophoresis of DNA

Mixture of DNA
fragments of
Cathode different sizes

Power
source

| Longer
| fragments

IIII-

| Shorter
| fragments

D Anode (+] Completed gel

(a) Gel electrophoresis of DNA
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