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4° LEZIONE: TAGLIO CON ENZIMI DI RESTRIZIONE

Gli enzimi di restrizione o endonucleasi di tipo II sono delle nucleasi, enzimi appartenenti alla classe delle idrolasi, che catalizzano il taglio dei legami fosfodiesterici base-base del DNA a doppio filamento per dare frammenti specifici a doppia elica con fosfati terminali al 5'.

Per chiarirci le idee diremo che esistono:

· Esonucleasi: tagliano dall'estremità della catena polinucleotidica, dal terminale 3' o 5'.

· [image: image1.wmf]Endonucleasi: tagliano solo all'interno della catena.

ENDONUCLEASI.

Il ruolo biologico di questi enzimi è di protezione e salvaguardia della cellula: nei procarioti questi enzimi sono essenziali per il taglio e la degradazione di filamenti estranei al genoma (come ad esempio quello derivante da un’infezione fagica) e per la modificazione (metilazione) del DNA endogeno a scopo protettivo.

Le endonucleasi di restrizione sono state classificate in tre gruppi (Tipo I, II e III) sulla base della loro struttura, del cofattore enzimatico necessario, della sequenza bersaglio (target) riconosciuta, e della posizione della loro sequenza di taglio rispetto alla sequenza target riconosciuta. 

Enzimi di tipo I 
Gli enzimi di restrizione di tipo I sono grossi complessi enzimatici multimerici con subunità multiple non identiche. Essi legano sequenze specifiche, mentre tagliano il legame fosfodiesterico in modo aspecifico a circa 10-1000 pb a valle dal sito riconosciuto. Questa caratteristica rende il sistema non controllato, quindi non sono utilizzati in vitro.

Necessitano di ioni Mg2+, ATP e SAM (S-adenosil-L-metionina) per la loro attività enzimatica. Sono caratteristici di due ceppi diversi di E. Coli (EcoB e EcoK).
Enzimi di tipo II

Le deossiribonucleasi II (sito-specifiche), propriamente dette endonucleasi di restrizione o enzimi di restrizione, sono composti da una sola subunità e di solito richiedono solo Mg2+ come cofattore. Ciascun enzima di classe II possiede una propria sequenza bersaglio (detta anche sequenza consenso), che riconosce e taglia. Questa sequenza, solitamente di 4-8 paia di basi, è detta sito di restrizione. Si tratta di siti con sequenze palindromiche: se lette secondo la stessa polarità (5’(3’), sono identiche nei due filamenti (ad es. 5'...GATC...3' è palindromica perché il suo complementare è 3'...CTAG...5', che letta da 5' a 3' corrisponde a GATC). Una conseguenza di questo fatto è che l'enzima di restrizione è un dimero, più precisamente un omodimero, perché deve riconoscere la stessa sequenza su entrambi i filamenti. Alcuni enzimi (detti rari), hanno siti di taglio poco presenti nel genoma (sono quelli con le sequenze più lunghe). Altri, come EcoRI, BamHI e HindIII, tra i più utilizzati, hanno siti di taglio ben più frequenti. 

E’ anche importante per l’attività di questi enzimi, il contesto di basi in cui si trova la sequenza target in quanto può influenzare l’attività dell’enzima: nello specifico far decidere quale delle due eliche verrà tagliata per prima o per determinare la velocità con cui sarà condotta l’operazione di taglio, questo in particolare ci permette di fare digestioni parziali.

Ad esempio EcoRI, l’enzima più studiato, taglia la sequenza 5'-GAATTC-3', ma per riconoscerla e legarsi viene aiutato da ripiegamenti delle sequenze adiacenti alla sequenza target. 

Si posso classificare gli enzimi di restrizione in base anche alle estremità che generano:

· Estremità coesive: 5' protruding (EcoRI) e 3' protruding (PstI)
· [image: image2.png](a) Produzione di estremita nette
—N—-N—A-G—C—T=N=N— 4y —N-N—-A-G C—T—N—N—
~N—N—T-C—G—A—N—=N— —N=N=T-C G—A—N—N—

'=A G CoT Estremita nette

(b) Produzione di estremita coesive

~N=-N-G-A-A-T-T-C-N-N- EcoRl ~N-N-G  A-A-T-T-C-N-N—
~N-N-C-T-T-A-A-G-N-N- =N-N-C-T-T-A-A \ G-N-N-
\

Estremita coesive

(c) Estremita coesive uguali prodotte
da endonucleasi di restrizione diverse

~N-N—G G—A—=T—C—C—N-N—
BamH| R [P

~N-N—-C—C-T—-A—G G—N-N—

~N—N—A G—A—T—C—T—N—-N—
Bglll D Lo

~N—N=T—C~T —A—G A—~N=N—

—N-N—N G=A—T—C~N—=N=N—
Sau3A s

—N=N=N=C-T —~A—G N—N—N—



Estremità nette o piatte: blunt end (SmaI)
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ISOCAUDAMERI (stessa coda): Esistono enzimi che riconoscono siti diversi, ma lasciano estremità compatibili (BamHI e Sau3A) questo è importante per il clonaggio: quello che interessa è l'estremità prodotta dopo il taglio.
Non necessariamente quando si uniscono i due frammenti si riforma o il sito di BamHI o il sito Sau3A.
ISOSCHIZOMERI (stesso taglio): Esistono enzimi, isolati da organismi diversi e quindi con nomi diversi e talvolta con esigenze diverse, che riconoscono lo stesso sito come SmaI e XmaI.

Il riconoscimento uguale non implica caratteristiche uguali: in alcuni casi il taglio è differente.
Sito restrizione

Enzima I



Enzima II
5’ accggt 3’


5’ ac      cggt 3’


5’ acc    ggt 3’
3’ tggcca 5’


5’ tggc     ca 3’


3’ tgg    cca 3’

Le endonucleasi di tipo II sono tra i più comunemente utilizzati nella storia del DNA ricombinante perché sequenza specifici; oggi sono più di 2000 gli enzimi di restrizione individuati e possono essere tutti visionati in questa banca dati per enzimi di restrizione: http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html
Enzimi di tipo III

Gli enzimi di tipo III sono grossi complessi multimerici che tagliano a livello di una sequenza specifica ad una distanza fissa dalla sequenza di riconoscimento (circa 20-30 pb di distanza). Ad oggi si conoscono pochi esempi di enzimi di tipo III: P15I e HinfIII.
Nomenclatura degli enzimi di restrizione

Per assegnare in modo chiaro ed univoco un codice ad un enzima di restrizione si è deciso che:

1. Le prime tre lettere, scritte in corsivo, sono prese dalla nomenclatura del batterio di origine.

2. Tipi differenti dello stesso organismo sono identificati da una quarta lettera minuscola (Es. Hind, Hinf).

3. Segue una lettera maiuscola o un numero, che identificano un ceppo particolare di quel batterio, ove fosse necessario.

[image: image5.wmf]4. Un numero romano indica l’ordine di scoperta, qualora dallo stesso batterio vengano isolati enzimi diversi.

Senza la scoperta delle endonucleasi di tipo II NON esisterebbe il DNA ricombinante e tutte le tecnologie derivanti.

· Sono utilizzati per inserire geni all’interno di vettori plasmidici durante esperimenti di clonaggio ed espressione proteica. Per un uso ottimale, i vettori plasmidici per il clonaggio sono provvisti di una piccola sequenza linker (multiple cloning site o MSC), ricca di sequenze riconosciute da enzimi di restrizione diversi. Questo permette una buona flessibilità nella scelta dell’enzima da utilizzare per inserire il gene di interesse, in quanto sia il gene che il plasmide devono essere tagliati con lo stesso enzima.
· Possono essere utilizzati per distinguere gli alleli di un gene contraddistinti da un polimorfismo in un singolo nucleotide (single nucleotide polymorphisms, SNPs). Questo è possibile se il polimorfismo altera un sito di restrizione presente in un allele. In questo modo è possibile genotipizzare un campione di DNA senza sequenziarlo. In seguito a digestione il DNA digerito è separato per elettroforesi, gli alleli con corretto sito di restrizione genereranno due bande visibili e quelli con alterato sito di restrizione genereranno una sola banda. Il numero di bande rivelano il genotipo del soggetto analizzato, un esempio di mappaggio di restrizione.

· Gli enzimi di restrizione possono essere usati per digerire il DNA genomico per effettuare l’analisi di un gene tramite Southern Blotting. Questa tecnica ci permette di identificare quante copie di un gene sono presenti nel genoma di un individuo o quante mutazioni (polimorfismi) genetici sono presenti nella popolazione. L’ultimo esempio si chiama polimorfismo della lunghezza del frammento di restrizione (Restriction Fragment Length Polymorphism RFLP).
LA NOSTRA ESPERIENZA: DIGESTIONE DI LAMBDA DNA CON XhoI E PstI.

Il lambda DNA viene digeriti con gli enzimi di restrizione XhoI e PstI separatamente.
Nel tubo da 0,5 ml a vostra disposizione sono contenuti 500 ng di lambda DNA corrispondenti a 2 ul. Ad essi viene aggiunta la MIX.
MIX XhoI:

Buffer R 10X

3 µl

XhoI


0,5 µl

H2O


24,5µl
MIX PstI :

Buffer H 10X

3 µl

BSA 10X

3 µl

PstI


0,5 µl

H2O


21,5µl
Volume finale di reazione: 30 µl ( Mix + LAMBDA DNA).

Incubare a 37°C per 14-16 ore (O.N.).
SITO di RESTRIZIONE per XhoI

5'-C^T C G A G-3'

3'-G A G C T^C-5' 

Isoschizomeri commerciali: PaeR7I, Sfr274I, SlaI, StrI, TliI
SITO di RESTRIZIONE per PstI

5'-C^T G C A^G-3'
3'-G^A C G T^C-5' 

Isoschizomeri commerciali: BstMAI

Questa digestione ci permetterà di osservare come il sito di PstI sia molto presente nel DNA del fago lamba: infatti questo enzima di restrizione lo taglia ben 28 volte, mentre il sito di XhoI è presente una sola volta.
Questa differenza sarà osservabile tramite elettroforesi su gel d’agaroso.
CORSA ELETTROFORETICA SU GEL D’AGAROSO DEL DIGERITO
Preparo un gel d’agaroso al 0.8% 
Preparo il campione per la corsa elettroforetica

· 20 µl Digerito

· 3 µl Loading sample buffer 6X

Marker lambda DNA/Hind III 2:

· 2µl Marker,
· 8µl acqua, 
· 2µl Loading sample buffer 6X

