Enzimas utilizadas en
bBiologia molecular




Nucleasas DNAsas

Endonucleasas inespecificas.

DNAsa I Degrada DNA dc, sc. A bajas

2 : concentraciones genera nicks
(pancreas bovino)

RQI1 Degrada DNA dc, sc
Libre de Rnasas

S1 Degrada DNA y RNA sc

nicked double-stranded DNA

Zn** nuclease S1

{pH 4.5) 1 {moderate amounts)

Mung Bean Degrada DNA y RNA sc

Sondas, Nick translation

Dnasa footprinting

Extracciones de RNA

Reparacion de extremos DNA
Andlisis estructura de hibridos
DNA:RNA

Reparacion de extremos DNA



DNAsas

Endonucleasas sitio especificas — Enzimas de restriccion.
Molde DNA dc

Nucleasas

ATP, Mg +2

Se pega ensitio
especifico y corta al
azar

No

Mismo Polipéptido

EcoAl GAG(Nx7)GTCA
Bl TGA(NX8)TGCT

Mg +2

Se pega en sitio especifico
, corta y se disocia
De 4-8 nt

Si

Diferente Polipéptido

Bgl Il A*GATCT
BamH | G*GATCC
N de | CATATG
EcoRV GAT*ATC
Kpn | GGTAC*C
Sau3A | GATC

Not | GC*GGCCGC

ATP, Mg +2

Se pega ensitio
especifico , corta vy
se disocia

De 4-8 nt
No

Mismo Polipéptido



NGV e W

Y V

Otras caracteristicas de las ER

3 extendidos 5" extendidos Romos

5 3 5 ¥ 5 3 5 3’ 5 3 & 3’

GGIAC | [C Al | GAICT GAI| |ATC

C|| CAIGG TICTAG | (A CTA |TAG
3§ 3 5 3’ 5 3" & 3 § 3 5

Procedencia del nombre
Frecuencia de corte con 50% GC
Definicion de Unidad enzimatica
Nomenclatura
IsoesquizOmeros
NeoesquizOmeros
Compatibilidad de extremos
Actividad estrella
Homing endonucleasas 15-30. Digestion y mapeo de genomas grandes



Ejemplos de compatibilidad de extremos

Cual deja extremos compatibles con cual?



Nucleasas

Exonucleasas

5
3’

3
Exo A

Exo T7

5
Exo 1

Exo III

Bal31

3

5 F
Exo VII

DNAsas

DNA dc, DNA con extremo
5’extendido

DNA dc, DNA con extremo

5’extendido, hibridos DNA/RNA.

digiere en nicks o gaps

DNA sc

DNA dc romo, circular con
nicks o gaps, extremos 5’ext.

DNA dc, sc (actia como
endonucleasa)

DNA sc

Modificacion de extremos

Modificacidon de extremos

Modificacion de extremos,
Degradacion direccionada,
estudio de regiones

Modificacion de extremos,
Mapeo de regiones dc en el DNA

Degradacion de DNA



Algunos ejemplos

exonuclease NI

OH ¥

Bal31

Exo III

Ca2+
{rapid

reaction)

.3}
Catt
(slow
reaction)

(2-3 units/ml
{high concentration])
3P

l BAL 31

5-

l BAL 31

I3

5 bluntends (~10-20%)

single-stranded tails about 5
5 nucleotides long (~80-90%)




Nucleasas RNAsas.

Endoribonucleasas.
RNAsa A Sc RNA en el 3’de pirimidina
(pancreas bovino) (UoC)

JL Lol

4 G G g Oy Gy A Ay G GpCp An G G
pp G Gp CpCp GpAp A G Up Gp Cp Ap Gp G

l RMage A

= ~ - s on AC oor e
o -'%F Gp GpCp+ C'p - Gp Ap Ap Gp L|FJ + G Cp + AL G G

T1
Sc RNA en el 3'de purina
(A6 G)

T2

Rnasa H Degrada RNA de hibridos

RNA/DNA

Degradacion de RNA en
extraccion y purificacion
de ADN

Generacion de cDNA,
Ensayo de proteccion a
RNAsas

Generacion de cDNA,



Sistemas generales metilacion-restriccion en E. Coli.

Metila dsDNA en la posicion N6 Bloquea y protege la accion de algunas
Dam de la Adenina en la secuencia ER que reconocen GATC, Ej: Mbol (GATC)
metilasas GATC. sensible, sSau3Al (GATC) no.

Digestidon por enzimas que reconocen
dam metilacion, Ej: Dpnl.

Dcm Metila dsDNA en la posicion C5 de Bloquea y protege la accion de algunas
metilasas la Citocina interna en la secuencia ER que reconocen CCAGG o CCTGG.
CCAGG o CCTGG.

mrr Digiere dsDNA metilados en la posicion M°A .
mcra Digiere dsDNA metilados en la posiciéon ™>CG

mctb Digiere dsDNA metilados en la posicion Pu™C.



Polimerasas DNA polimerasas
DNA dependientes (replicacion)

DN!? poll DNA polimerasa 5'-3°
(coli) Exo 5°-3" (dsDNA)
Exo 3°- 5°(ssDNA, dsDNA)
RNAsa H
Fragmento DNA polimerasa 5°-3’
klenow Exo 3°- 5°(ssDNA, dsDNA)

Nick Translation
Marcado y modificacidon de
extremos 3° extendidos

Extension de primer
Reparacion extremos, fiil in
Marcado de extremos, sondas



Polimerasas

DNA polimerasas

DNA dependientes (replicacion)

DNA pol
fago T4

DNA pol
fago T7
Sequenase

DNA polimerasa 5-3’
Alta Exo 3'- 5'(ssDNA,
dsDNA)

DNA polimerasa 5°-3°

muy procesiva

Baja o nula Exo 3"- 5°(ssDNA,
dsDNA)

Extension de primer
Reparacion extremos, fiil in
Marcado de extremos fill in,
sondas

Generacion de cDNA con
primers al azar

Extension de primer,
secuenciacion



Polimerasas DNA polimerasas termoestables

DNA dependientes (replicacion)

Taq polimerasa DNA polimerasa 5’-3
Thermus aquaticus Exo 5°- 3°(ssDNA, dsDNA)

Transferasa terminal. Agrega
una A en el extremo 3°0OH

Pfu polimerasa DNA polimerasa 5°-3
Pyrococcus furiosus procesiva
Exo 3'- 5°(ssDNA, dsDNA)

Amplificacion de
fragmentos de DNA
por PCR

Amplificacion de
fragmentos de DNA
por PCR



Polimerasas
RNA dependientes (Retrotranscriptasas)

AMV

Avian mieloblastosis
virus

Mo-MLV

Moloney murine
leukemia virus

Tth

Thermus thermophilus

DNA polimerasas

DNA polimerasa 5-3’
Alta actividad Rnasa H
Funcionaa 42 °C

No tiene proofreading

DNA polimerasa 5°-3°
baja actividad Rnasa H
Funciona a 38 °C

DNA polimerasa 5°-3°
termoestable

DNA dep. en presencia de
Mg +2

RNA dep. en presencia de
Mn +2

Sintesis de cDNA

Sintesis de cDNA

RT-PCR



Polimerasas

Transferasa

Terminal

Polimerasas

PoliA

polimerasa

Polimerasas

RNA dependientes

DNA polimerasas sin molde

Polimerizaciéon de ssDNA a Sintesis de homopolimeros
partir de un extremo OH- Determinacion de extremos

3’libre de RNA

i sobre DNMEe: DNA e Generar extremos conocidos
3’extendidos para pegado de primers

RNA polimerasas sin molde

Polimerizacion de ssRNA a Sintesis de homopolimeros
partir de un extremo OH- de A
3’libre

RNA polimerasas

Enzima que replica el genoma de algunos virus de RNA. No hay comerciales disponibles



Polimerasas RNA polimerasas

DNA dependientes (Transcripcion)

RNA pol del fago Sp6 RNA polimerasa 5°-3° Sintesis de RNA simple cadena
Para:

RNA pol del Fago T7 Transcripcion in vitro
Sondas de RNA

RNA pol del Fago T3 Utilizadas en sistemas de
expresion

bacteriophage SP6, T3,
aF T7 RNA polymierase
double-stranded DNA — . RNA + PP, + template
Mgt
TATF, fUTE fGTE, rCTP

For example:

¥ CATCATCATCATCGATCOGGG. .Y
CTAGTAGTAGTAGCTAGCCC,.. ™

Mg
rATE TP bacteriophage 5P6
GIR TP | RMA polymerase

'-:',mt:auc:m_.lc.»xm: AUCCAUCGGG,. . Y




Ligasas.

T4 DNA ligasa

E. coli
DNA ligasa

T4 RNA ligasa

Cataliza la formacion de un
enlace fosfodiester entre 3°-
OH vy un 5°-P en los extremos
o nicks de DNA ATP
(cofactor)

PEG aumenta actividad

Cataliza la formacion de un
enlace fosfodiester entre 3'-
OH y un 5°-P en los extremos
de DNA o RNA sc

ATP (cofactor)

Unir fragmentos de DNA
doble cadena con extremos
compatibles o romos. Uno de
los extremos debe ser OH- 3"y
el otro 5°-P

La de E. coli liga romos menos
eficientemente

Circularizar Molecula RNa.
Ligacion de Adapters
marcados o no



Fosfatasas y Quinasas

T4 polinucledtido Forward: Cataliza la
transferencia del y-fosfato

del ATP a un extremo 5'de
un DNA o RNA 5°0OH
Exchange: Cataliza la
transferencia del y-fosfato
del extremo 5°de un DNA o
RNA a un ADP, incorporando
un nuevo fosfato sacado de

quinasa

un ATP.

Fosfatasa alcalina

Bacteria (BAP) Remueve fosfatos 3"y 5" de
DNA y RNA

Fosfatasa alcalina BAP mas activa y estable

Intestino de ternera (CIP)

Marcado de extremos DNA
para sonda o fingerprint.
Fosforilarcion de linkers o
primers sintéticos que
carecen del fosfato 5°

Evitar ligacion



Otras enzimas

Proteinasa K

Rnasin

Lisozima

Protedlisis de proteinas

Se une no covalentemente a
Rnasas. No inhibe rnasa H

Cataliza la hidrdlisis de la union

B (1,4) entre la
N-acetylglucosamina y residuos de
acido N-acetilmuramico en el
proteoglicano de la pared celular
de bacterias

Degradacion de proteinas
En extracciones de DNA o
RNA (Dnasas, Rnasas,
Proteinas de membrana)

Inhibicion de Rnasas en
técnicas que manipulen RNA

Degradacion de paredes
celulares bacterianas en
extraccion de DNA



Muchas Gracilas!!!



