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Besonderheiten der DNA-Erkennung und

Spaltung durch die Restriktionsendonuklease

EcoRll

Merlind Miicke

» Die homodimere TypIIE-Restriktions-
endonuklease EcoRII erfordert im Gegen-
satz zu den orthodoxen TyplII-Restriktions-
endonukleasen die simultane Wechselwir-
kung mit zwei Kopien ihrer DNA-Erken-
nungssequenz 5’CCWGG, um die spezifi-
sche endonukleolytisch Spaltung der DNA
zu katalysieren. In der vorliegenden Arbeit
wurde mittels Transmissionselektronenmi-
kroskopie bewiesen, dass EcoRII die Bil-
dung von DNA-Schlaufen an einem linea-
ren DNA-Substrat mit zwei DNA-Erken-
nungsorten induziert — dhnlich wie andere
DNA-prozessierende Enzyme und Trans-
kriptionsfaktoren. Kinetische Untersuchun-
gen der DNA-Spaltreaktion von EcoRII mit
superhelikaler Plasmid-DNA, die entwe-
der einen oder zwei DNA- Erkennungsorte

fiir EcoRII enthielt, zeigten, dass EcoRII pro
Spaltereignis nur an einem der beiden in-
volvierten doppelstringigen DNA-Erken-
nungsorte spaltet. Die Studie, in der EcoRII
photochemisch mit den Basen der DNA-Er-
kennungssequenz vernetzt wurde, ergab ein
asymmetrisches Vernetzungsmuster, das
durch die partielle Asymmetrie an der A/'T-
Position der ansonsten palindromischen Er-
kennungssequenz hervorgerufen wird. Wir
konnten zeigen, dass die Aminosiure Tyr41
von EcoRII das 5’C des 5’CCAGG-Stranges
der Erkennungssequenz kontaktiert. Durch
Aufklirung der Dominenorganisation von
EcoRII konnten wir das Modell der EcoRII-
DNA-Interaktion verbessern. Wir zeigten,
dass fiir die simultane Interaktion des En-
zyms EcoRII mit zwei Kopien der Erken-
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Modell der EcoRII-DNA-Interaktion: Ein EcoRII-Homodimer erkennt zwei Kopien seiner DNA-
Erkennungssequenz 5°CCA/TGG (Blau: DNA-Doppelstrang, Box: DNA-Erkennnunssequenz fiir EcoRll).
Erméglicht wird das simultane Erkennen zweier identischer Erkennungssequenzen durch die Zwei-
Domdnenstruktur von EcoRII. Die N-terminalen Domdnen eines jeden Monomers (gelbe Kreise) bilden
zusammen eine DNA-Bindungskluft, an welche das erste DNA-Substrat bindet. Dieses initiale DNA-
Bindungsereignis aktiviert die DNA-Bindungskluft, die von den beiden C-terminalen Domdnen (rote
Quadrate) gebildet wird, fiir die Bindung des zweiten DNA-Substrats. Nur das von den C-terminalen
Domdnen gebundene DNA-Substrat wird von der EcoRllI-Restriktionsendonuklease gespalten. Die
Abbildung zeigt die Interaktion von EcoRIl mit zwei DNA-Erkennungssequenzen auf zwei
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d DNA-Molekiilen (trans-Interaktion). Im Fall der Interaktion mit zwei DNA-

Erkennungssequenzen in einem DNA-Molekiil entstehen DNA-Loops (cis-Interaktion).
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nungssequenz zwei verschiedene Dominen
verantwortlich sind. Die C-terminale Domi-
ne ist eine neue Restriktionsendonuklease,
die effizienter als das vollstindige EcoRII an
einzelnen Erkennungsorten spaltet. Die N-
terminale Domine bindet spezifisch an die
DNA und reduziert die Aktivitit des voll-
stindigen Enzyms, indem sie die Spaltung
von einem zweiten Erkennungsort abhingig
macht. Daher nehmen wir an, dass EcoRII
in der Evolution eine zusitzliche DNA-Bin-
dungsfunktion in Form der N-terminalen
Domine akquiriert hat, um eine neue Pro-
teinfunktion zu entwickeln, die die Spaltung
von DNA und die Interaktion mit zwei
DNA-Erkennungsorten einschlieBt. Solche
Interaktionen sind beispiclsweise Voraus-
setzung fiir die DNA-Rekombination oder
Transposition. Daher kénnte die gegenwiir-
tige EcoRII-Restriktionsendonuklease eine
evolutionirer Ubergang von ortsspezifischen
Endonukleasen zu einem neuen Protein
sein, das spezifisch mit zwei DNA-Orten in-
teragiert.
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