RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZLAR

RE enzimleri, kisa DNA dizilerini 6zgiil olarak taniyan ve bu
dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler i¢indeki
spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen yapilardir. Gilinlimiizde
300°e¢ yakin farkli DNA dizilimini taniyan yaklasik 3000’den
fazla RE varligindan s6z edilmektedir. RE enzimlerinin ¢ok
bliyiik bir kismm bakterilerden, ¢cok az bir kismi da virlis ve
okaryotlardan 1zole edilmaistir.

1965°te Arber; DNA metilasyonunun bakteriy1l restriksiyon
ajanlarina kars1 korudugunu ortaya ¢ikarmistir. Bakteri, kendi
DNA’si1 kendi endoniikleazlarindan korumak i¢in metiller,
demisgtir.

1968°’de Meselson ve Yuan; 1lk RE’1 E.col1 bakterisinden 1zole

etmislerdir. Fakat bu RE’in spesifik tanima bolgesi
bulunmamaktaydi.

1970°de Smith ve Wilcox; H.influenza’dan spesifik DNA
sekansini tantyan ve kesim yapan bir endoniikleaz ( Hind 11 )
1zole ettiler.



e RE’larin dogal biyolojik fonksiyonu, bakteriyel
savunma mekanizmasinda  oynadiklarn  roldiir.
Bakteriye giren yabanci DNA’lar1 da
kesebildiklerinden, intraselﬁler bakteriyel patojenleri
inaktive edebilmekte ve bakteriylr wvirtislerden ve
yabanct DNA’lardan korumaktadirlar.

o Aym zamanda, bakterilerde bulunan spesifik
metilaz enzimleri de, restriksiyon bolgelerine metil
gruplart  ekleyerek, RE’larin bakterinin kendi
DNA’sin1 kesmesini engellemektedir.



1970’1 yillardan sonra restriksiyon endoniikleaz kullanimina
baglh olarak rekombinant DNA teknolojisi hizla gelismis ve bu
gelisme segilen bir genin ¢ogaltilmasini, genin kodladigi proteinin
uretilmesini, genin diziliminin belirlenmesini vb. miimkiin hale
getirmistir. Bu teknolojideki merkezi konumu nedeniyle, RE
enzimler1 Ozellikle klonlama c¢alismalar1 yapan arastirma
laboratuarlarinda siklikla kullaniimistir.

RE kullanim alanlarina 6rnekler:

- Rekombinant DNA elde edilmesi

- DNA haritasi ¢ikarilmasi
Polimorfizmlerin belirlenmesi

Problarin hazirlanmasi

DNA modifikasyon durumlarinin analizi



ISIMLENDIRME

o Isimlendirmede once enzimin elde edildigi bakteri cinsinin
ilk harfi, daha sonra bakteri turuniin ilk iki harfi ve son
olarak da soya ait bir harf ile ilk izolasyondan baslayarak
Romen rakami ile enzimin izolasyon sirasi belirtilir.

e FEcoRI  E =genus Escherichia
co = species coli
R = strain RY 13
I = first RE to be isolated from this species

Hind 111 H = genus Haemophilus
in = species influenzae
d = strain Rd
II1 = third RE to be isolated from this species



RE’larin DNA’ya BAGLANMA ve KESME
MEKANIZMALARI

e RE’lar DNA tanima bolgesi ve katalitik alan olmak iizere iki
fonksiyonel alt birimden olusmaktadir. DNA tanima bolgesi
spesifik bolgeyi tanir ve katalitik alami buraya yerlestirir.
Tanima sekansina yerlesen katalitik alan heliksin fosfodiester
baglarini kirar.

e RE’lar, «c¢cift sarmal DNA’ya tanima bolgelerinden
baglanabildikleri1 gibi, tanima bolgeler1 disindan da
baglanabilmektedirler. Tanima bolgeler1 disindan baglandiktan
sonra bu enzimler, ¢izgisel DNA boyunca kaymaktadirlar. Bu
islem esnasinda DNA 1le enzim arasmi su molekiiller:
doldurmaktadir. Enzim tanima bolgelert bulundugu zaman su
molekiillerinin pek cogu uzaklastirilmaktadir. Enzim-DNA
kompleks formunda, hem enzimde hem DNA dizilerinde
konformasyonel degisiklikler meydana gelmektedir.



e RE’lar sadece bazlar arasinda yatay konumda
bulunan fosfodiester baglarin1 kirarlar. Karsilikli 1ki
baz arasindaki hidrojen baglarinin kesilmesinden
sorumlu degildirler. Hidrojen baglari, fosfodiester
baglarimin  kirilmasiyla ve c¢oOzeltideki  termal
hareketten dogan enerjinin etkisiyle kendiliginden
kirilirlar.



RE’larin TANIMA SEKANS OZELLIKLERI

e RE’lar i¢cin substrat olan spesifik veya non-
spesifik cift zincir DNA sekanslarina tanima
sekanslar1 denilmektedir.

e Restriksiyon tanima bolgelerinin uzunlugu
degisebilmektedir.



Farkh RE’lar aym tamima
sekansina sahip olabilirler. Aym
sekans1 tamiyan ve farkh
orgamzmalardan elde edilmis
RE’lara izosizomer denir (Or:
Sac I ve Sstl).

e lizosizomerler sikhikla farkh
optimum reaksiyon kosullarina
ve stabiliteye sahiptirler.

e lizosizomerler aym sekansi
tanimalarina karsin, Kesimi
sekansin farkh bolgelerinden de
yapabilirler.Bunlara ise
neosizomerler denir ( Or: Sma I
ve Xma ).

Smal ---- CCC | GGG

Xmal --—-—- C | CCGGG

Psp Al —- C | CCGGG

ENZIM

BamHI

Notl

Sau3Al

Sac 1

TANIMA SEKANSI

GGATCC
CCTAGG

GCGGCCGC
CGCCGGCG

GATC
CTAG

GAGCTC
CTCGAG



RE’larin TEPKIME SARTLARI

RE’lar gerek uzun sureli saklanirken, gerekse aktivite gosterirken uygun sartlara
ihtiyac duymaktadirlar. Bir enzimden en iyi sekilde yararlanabilmesi icin gerekli
sartlar uretici firmalar tarafindan kullaniciya bildirilmelidir. RE’larla ¢ahsirken,
bu sartlara uyulmadigr takdirde sik¢a problemlerle karsilasihir. Enzimlerin star
aktiviteleri, DNA ve enzim konsantrasyonunun uygun olmamasi, pH ve iyonik
dengenin uygun olmamasi, ¢alisilan enzimin diger enzimlerle kontaminasyonu gibi
problemler uygun olmayan kesimlere neden olabilmektedir.

1) Tampon kompozisyonu: Tampon ¢ozeltisinin fonksiyonu yeterli iyonik giicu
(tuz konsantrasyonu), major katyonlar: ( sodyum, potasyum ) ve uygun pH
ortamini olusturmaktir. Pek cok RE genellikle pH 8.0’de aktiftir. RE’larin
cogu 50-150 mM NaCl veya KCl ortaminda kesim yapmaktadir.

2) Enzim kofaktorleri: Ticari olarak mevcut RE’lar kofaktor olarak sadece
magnezyuma (Mg) ihtiya¢ duymaktadir. Diger divalent katyonlarin varhgi
problemlere neden olmaktadir.

3) Gliserol: RE’lar -20 0C’de saklanirken saklama tamponu icerisine gliserol
(%50) katilmaktadir. Bu, enzimin donmasini1 engellemektedir. Boylece,
enzimin dondurulup coziilmesi sirasinda gorecegi zarar onlenmektedir.
Cogu RE icin ¢calisma sirasinda son konsantrasyonda % 5’ten fazla gliserol
istenmemektedir.



4) Inkiibasyon sicakligi: Cogu RE maksimum aktivitesini 37 °C’de
gostermektedir. Fakat daha diisiik veya daha yiiksek sicakhklarda
aktivitelerini gosteren RE’lar da vardir. Or: Apal —- 30°C,Bel I —
50°C, Taql — 65 °C

5) Enzim konsantrasyonu: 1 aktivite unitesi, Ing DNA’y1 50 pL total
reaksiyon hacmi icinde 1 saatte hidrolize edebilen enzim miktaridir.
Kullanilan enzim Kkonsantrasyonlar:1 substrata gore ayarlanmakla
birlikte, ¢cok yiiksek enzim konsantrasyonlari star aktiviteye neden
olabilmektedir.

6) Substrat konsantrasyonu: Substrat olarak kullanilan DNA’nmin miktari
RE Kkesimini etkilemektedir. Az bir hacim icerisinde ¢ok miktarda
DNA bulunmasi enzimin difiizyonunu engellemekte ve etkinligini
diusurmektedir. Cok dusiik DNA Kkonsantrasyonlar1 da Kkesimin
verimini etkilemektedir.



STAR AKTIVITE

e RE’larin ozelliklerinden en dikkate deger olani, bu enzimlerin optimal
sartlarda ozgil DNA’y1 en yakin dizilimden kesebilme basarilarinin
optimal olmayan sartlarda oldukc¢a degismesidir. Optimal olmayan
sartlarda enzimin tammma sekansina olan spesifisitesi degismektedir.
Ornegin; Bam HI enzimi icin tammma sekans1 (G|GATCC) iken,
optimal olmayan sartlarda (G|GATCN) veya (G|RATCC) seklinde
benzer bolgelerden de kesim yapabilmektedir. Bu duruma ¢ star
aktivite ” veya “ relaxed specificity ” denilmektedir.

Bu durum, cahsmalarda oldukca onemli olmakta ve calismanin
basarisinda belirleyici konuma gelebilmektedir. Bu nedenle, kullanilan
RE’larin star aktiviteye sahip olup olmadiklar:1 bilinmeli, iretici
firmalar tarafindan da bildirilmelidir.



Star aktiviteye neden olan durumlar

* Yiiksek gliserol konsantrasyonu (> % S v/v)

* Cok yiuiksek enzim konsantrasyonu ( genellikle > 100 U/pg
DNA)

* Dusitik iyonik gii¢c (<25 mM )
* Yiuksek pH ( genellikle > 8.0 )

* Organik maddelerin varhgt ( DMSO, etanol,
dimetilasetamid vb.)

* Kofaktor Mg’un yerine diger divalent katyonlarin varhgi
(Mn+2,Cu+2 vb.)



RE’larin SINIFLANDIRILMASI

RE’lar; metilaz aktivitelerine, alt tinite yapilarina, kesim ozgiilliikklerine ve
kofaktor ihtiyac¢larina gore simflandirilmislardir.

e Tip I RE’lar: Endoniikleaz aktiviteleri icin ATP, S-adenozilmetionin ve
Mg+2’a ihtiya¢ duyarlar. Bilinen tiim tip I RE’lar tanima sekansindaki
adenin rezidiilerini metilasyona ugratmaktadir. Bu enzimler tanmima
sekanslarina baglanmalarina ragmen, kesimleri sekans disinda tesadiifi
olarak gerceklestirmektedirler. 3 altiiniteden olusurlar. Birincisi, tanima
sekansim1 tanir; ikincisi, adenin rezidilerini metiller; uclincusi ise
kesimden sorumludur.

e Tip II RE’lar: RE’lar denildiginde ilk akla gelen ve en c¢cok calisilan
gruptur izole edilen RE’larin ¢ok biiyiik kismi bu gruptadir. Ciinkii tip
II RE’lar, tam hedef niikleotitten veya cok yakinindan kesim yapma
ozellikleri nedeniyle arastirmalar icin ideal enzimlerdir. Mg+2
iyonlarmmin varhginda cift zincir DNA iizerindeki palindromik sekanslari
tanir ve bu sekans icindeki o0zel bolgeden kesim yaparlar. Kesimleri
ATP’ye bagh degildir. Restriksiyon fragmanlar: ve jelde band paternleri
olusturmalari bakimindan diger tip RE’lara gore ¢ok tustiindiirler ve
hemen hemen sadece bu grup RE’larla cahsilmaktadir.



Tip III RE’lar: Tip 1 RE’lar gibi metilasyon modifikasyon fonksiyonuna
sahip olup, Mg+2 ve ATP’ye bagh kesim gerceklestirirler. Cok altiiniteli
enzimlerdir ve tam bir kesim yapma ozellikleri zayiftir. DNA’ya tanima
sekanslarindan baglanmalarina ragmen, kesimi tanima bolgesinden farkh
bir yerden gerceklestirirler.

Homing endoniikleazlar: Protein yapilar1 bakimindan diger RE’lardan
farkhihk gosteren, uzun ve asimetrik bolgeleri taniyip kesen, aktivitesi icin
protein ve RNA’ya ihtiya¢ duyan enzim grubudur. Daha az tamma
ozgullugu gostermekte ve tammma bolgelerindeki tek baz degisimlerini
tolere edebilmektedirler.

Nicking endoniikleazlar: RE’lar cift zincir DNA’ya baglanip kesim
yaparlar. Tek zincire baglanip endoniikleaz aktivitesi gosteren enzim
grubuna da “ nicking ” endoniikleazlar denilmektedir.



