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Endozyklase N15
( Pcotelomerase TelN,
E. coli Phage N15 )

Artikel Nr. Grohke
E4410-01 50 Einheiten
E4410-02 250 Einheiten

Definition der Einheit:

Eine Einheit ist die Menge des Enzyms,
die erforderlich ist, um 90% von 1 pmol
Substrat-DNA vollsténdig zu schneiden.
Die Inkubation wird bei 25°C fur
1 Stunde in einem Reaktionsvolumen van
20yl im optimalen Reaktionspuffer
durchgefihrt.

Lagerung:

Lagerung bei -20°C.

Die Enzymaktivitat ist fir mindestens ein
Jahr stabil.

Reaktionstemperatur:
25°C (empfohlen) - 30°C

Inaktivierung:
>  DNA-Reinigung (EURx PCR /
DNA Clean up Kit (E3520) oder
3in 1 Basic DNA Kit (E3545) )
> Hitzeinaktivierung + SDS
Das Enzym besitzt auch nach Ablauf der
Reaktion hohe Affinitdt zu DNA.
Grindliche Aufreinigung der DNA st
erforderlich.
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Abb. 1: TelN - Aktivitat auf lineare DNA
(e.g. PCR-Amplikons).
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Fig. 2: TeIlN - Aktivitdt auf kovalent
geschlossene DNA (z:B. Plasmid DNA).

Endozyklase N15

robokLon

Endozyklase N15 bildet an definierten Erkennungsstellen eines DNA Strangs
Haarnadelschleifen und katalysiert die Bildung kovalenter Bindungen
zwischen gegeniiberliegenden 5'- und 3'-Enden.

Beschreibung:

>

Endozyklase N15 (Protelomerase, "prokaryotische Telomerase", TelN)
schneidet und religiert DNA Strange an bestimmten Erkennungssequenzen
und verbindet das 5'- und 3'- Ende komplementarer DNA-Strénge kovalent
miteinander.

Das Enzym arbeitet nach dem Prinzip einer Topoisomerase IB und einer
Tyrosin-Rekombinase / Resolvase (Y-Rekombinase). Wahrend typische
Rekombinasen zwei unterschiedliche DNA-Abschnitte erkennen und
miteinander verbinden, wirkt Endozyklase nur auf eine einzige
Erkennungsstelle.

Das Enzym schneidet eine 56 bp lange Telomer-Erkennungsstelle, ein nicht
perfektes Palindrom, und flgt gegeniberliegende 5'- und 3'- DNA-Enden
unter Ausbildung einer kovalent geschlossenen Haarnadelschleife
zusammen (1). Kirzere Abschnitte der Erkennungssequenz (minimale
La&nge 36 bp) werden ebenfalls erkannt, aber die Reaktionseffizienz sinkt
mit abnehmender Lange des Erkennungsabschnittes.

Die kovalent Uber Haarnadelschleifen miteinander verbundenen 5'- und 3'-
Enden von DNA Stréngen sind resistent gegenliber dem Angriff von
Exonukleasen, im Unterschied zu nukleasesensitiven DNA-Strangen mit
offenen Enden, z.B. PCR-Produkten.

Die Reaktion verlduft nicht vollstandig, die Effizienz betragt >30% (es ver-
bleiben <10% nicht prozessierte DNA-Molekile). Nicht-prozessierte DNA-
Moleklle werden durch doppelstrangspezifische Exonukleasen abgebaut.
Ermdglicht die Konversion von PCR-Produkten mit offenen Enden in
kovalent geschlossene lineare Plasmide mit geschiitzten Enden (z.B. zur
Erstellung linearer "bakterieller Chromosomen" (BACs).

TelN-prozessierte lineare Plasmide sind funktionstiichtige genetische
Elemente in Saugetierzellen. Solche linearen Plasmide eignen sich flr die
gezielte Einfihrung von Genen und Promotoren in Zellkulturen, wahrend
nicht zwingend bendtigte - und madglicherweise problematische -
genetische Elemente vdllig ausgeklammert werden kénnen (2). Lineare,
exonuklease-resistente genetische Elemente kdnnen somit vollsténdig Gber
in-vitro  Technologien, wie z.B. PCR, bereitgestellt werden.
Kultivierungsschritte in Bakterien entfallen - ein entscheidender Vorteil
etwa flr pharmazeutische Anwendungsprozesse, in denen jede Mdglichkeit
des Eintrages unerwlnschten Materials aus lebenden Zellen von
vorneherein ausgeschlossen werden soll.

EINHEITEN ENDOZYKLASE / 1 pmol SUBSTRAT
MW 0 075 1 15 2 3 6

15 Mw

Fig. 3: Prozessierung eines 1 kb PCR-Amplikons in zwei 500 bp DNA-
Tochterfragmente mit einseitig kovalent verbundenen Enden. Die Effizienz der
Endozyklase N15 - Prozessierung ist stark abhangig von der Menge des
eingesetzten Enzyms. Optimale Ergebnisse werden mit 1 U Endozyklase N15 je
pmol Substrat erzielt.

Qualitatskontrolle:

Alle Chargen werden auf Endonuklease-, Exonuklease-, sowie auf unspezifische
einzel - und doppelstréangige DNase- Aktivitaten geprift.
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Protelomerase Protokoll zur Telomer-Prozessierung

Endozyklase N15
PROTOKOLL

Hinweise:

Komponente Finale Konzentration
DNA-Substrat 1 pmol

10x Endozyklase N15 Buffer 2 ul
Endozyklase N15 1uU

H20, nukleasefrei auf 20 pl
Gesamtvolumen 20 pl

-  Endozyklase als letzte Komponente zum Reaktionsmix
zufligen.

> Fir 30 min bis 1 Std. bei 25°C (empfohlen) oder bei 30°C
inkubieren.

-  DNA reinigen und mittels Agarose-Gelelektrophorese
analysieren.

Direkte Prozessierung in PCR-Puffer ohne Aufreinigung
Endozyklase ist kompatibel mit EURx PCR-Puffersystemen. Eine
direkte Substratumsetzung im direkten Anschluss an PCR-
Reaktionen ohne vorherige Aufreinigung ist bei Verwendung von
EURx 7ag DNA Polymerase (E2500) und Opti 7ag DNA Polymerase
(E2600) moglich. Nach Abschluss der PCR-Reaktion wird eine
entsprechende Menge 10x Endozyklase-Puffer und anschliefend
1 U Endozyklase zum PCR-Ansatz gegeben. Allerdings kann die
Substratumsetzung unvollsténdig verlaufen, wenn auf eine DNA-
Aufreinigung verzichtet wird. Beste Resultate werden erzielt,
wenn DNA vor Endozyklase-Prozessierung aufgereinigt wird.

PCR-Primer ist kein Substrat fir Endozyklase

Ein PCR-Primer mir Endozyklase-Erkennungssequenz ist kein
Substrat far Endozyklase, da die palindromische
Erkennungssequenz vor der Synthese des Gegenstranges
wahrend der PCR-Reaktion nicht als Doppelstrang vorliegt. Die
Menge eingesetzen Primers spielt folglich keine Rolle bei der
Berechnung der erforderlichen Enzymkonzentration pro Reaktion.

Formel zur Umrechnung von pmol nach pg dsDNA

DNA Menge [ug]

ﬁa robokLon

1. Endozyklase besitzt eine hohe  Affinitat

gegentber der Ziel-DNA, da zur natirlichen
Funktion des Proteins der Schutz der
Haarnadelschleifen durch nicht kovalente
Bindung an die DNA-Erkennungsstelle nach
erfolgter Reaktion gehért. Aus diesem Grund
muss die DNA nach erfolgter Reaktion grindlich
aufgereinigt werden. Hitze-Denaturierung langt
nicht aus, um das Enzym von DNA zu trennen,
die Zugabe von Detergenzien wie SDS ist
zwingend erforderlich, ggf. mit nachfolgender
Phenol-Chloroform Extraktion. Eine schnelle,
bequeme, grindliche und  zeitsparende
Alternative zur Trennung von Ziel-DNA von
Endozyklase N15 ist die Aufreinigung Uber das
EURx PCR /7 DNA Clean Up Kit (Best. Nr. E3520)
oder Uber das 3 in 1 Basic DNA Kit (Best. Nr.
E3545).

. Die Reaktion verlauft unter Standard-

Reaktionsbedingungen  schnell und ohne
messbare Verzdgerung ("lag"). >80 % des
schneidfahigen Substrates wird innerhalb von 5
- 10 Minuten umgesetzt.

. Wenn die Reaktion nicht mit dem beigeflgten

Puffer durchgefiihrt wird:

>  Telomerase-Resolvase Aktivitat setzt die
Anwesenheit bivalenter Kationen in einer
Konzentration von 5 - 10 mM zwingend
voraus, beispielsweise Ca2*, oder Mg?2+,
Mn2*, Co2*, oder Erdalkalimetall-lonen,
bevorzugt mit grokem lonen-Radius (1).

> Die empfohlene lonenkonzentration ist
20 mM. Hohe Konzentrationen bestimmter
Anionen  (Chlorid >200 mM, Phosphat
>50 mM) inhibieren die enzymatische
Aktivitat komplett (1).

- Das pH-Optimum ist 7.5. Gute
Reaktionseffizienzen werden in einem
Bereich zwischen pH 6 - 10 erhalten (1).

10" [ pmol mol ]

dsDNA [ pmol] =

Formel zur Umrechnung von pg nach pmol dsDNA

dsDNA Menge [Hg] = dsDNA [pmol]- 616 [g mol * bp *]- dsDNA Lange [bp] -

1 pmol dsDNA = 100 bp
500 bp

1000 bp

2500 bp

10000 bp

20000 bp

DNA Lange [bp]- 616 [g mol *bp ] 10° [pg g ']

10°[pg g™']
10" [ pmol mol ']

61,6 ng
308 ng
616 ng
1,54 ug
6,16 pg
12,32 ug

Eine Erkennungssequenz per DNA-Molekdil: 1 pmol DNA = 1 pmol DNA-Substrat,

Zwei Erkennungssequenzen per DNA-Molekdl: 1 pmol DNA = 2 pmol DNA-Substrat (0.5 pmol DNA = 1 pmol DNA Substrat), etc.
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Endozyklase N15
PROZESSIERUNG UND PRIMER-DESIGN

Endozyklase - Prozessierung von Plasmid- und von genomischer DNA

Endozyklase N15 arbeitet als Dimer. Das Enzym bindet an eine - zwingend erforderliche - 14 bp lange Erkennungssequenz und
schneidet an beiden DNA-Strangen um 6 bp versetzt (1). Die Sequenzabschnitte TelR und TelL werden fir die Endozyklase-
Substrat-Bindung bendtigt. Beide letztgenannten Abschnitte kénnen, wenn erforderlich, verkirzt werden, wobei die minimale
Lange des gesamten DNA-Abschnittes 36 bp nicht unterschreiten darf. Mit zunehmender Verklrzung der Abschnitte TelR und
TelN nimmt die Effizienz der Reaktion allerdings graduell ab (1).

a) Situation vor Schnitt und Religation einer in genomischer / Plasmid DNA eingebetteten Zielsequenz (1):

5'- TA TCA GCA CAC AAT tgc cC ATT ATA | CGC GCG TAT AAT GG act ATT GTG TGC TGA TA -3'
3'- AT AGT CGT GTG TTA acg GG TAA TAT GCG CGC | ATA TTA cC tga TAA CAC ACG ACT AT -5'
TelR ] [ Erkennung, Schnitt - Religation ] [ TellL

b) Situation nach Schnitt und Religation der Zielsequenz (1):

5'- TATCAGCACACAATtgCCCATTATACGC GCGTATAATGGactATTGTGTGCTGATA -3'
3'- ATAGTCGTGTGTTAachGTAATATGCG CGCATATTACCtgaTAACACACGACTAT -5

[ TelR 1 [ TellL 1
PCR-Primer Design zur Einflihrung einer Endozyklase - Erkennungsstelle

Der genspezifische Primer wird am 5'-Ende um die folgend aufgefiihrte, nicht perfekt palindromische Sequenz erweitert, um
eine Endozyklase-Erkennungsstelle in den PCR-Primer zu integrieren:

[Ext] [ > Palindrom > 1 [ < Palindrom < ] [Ext]
5'-  AAA GCA CAC AAT TGC CC ATT ATA CGC  GCG TAT AAT GG ACT ATT GTG TGC AAA Genspezifischer Primer -3
[ < Wird nach Schnitt entfernt < ]

Gegentber der nativen 56 bp langen Erkennungssequenz ist die vorliegende Sequenz auf 46 bp verklrzt. Dennoch wird diese
Erkennungssequenz mit hoher Effizienz erkannt und prozessiert. Schnitt und Religation erfolgt zwischen der Endozyklase-
Erkennungssequenz des Primers und dem neu synthetisierten, zum Primer komplementaren gegeniiberliegenden DNA-Strang.
Wahrend der Prozessierung durch Endozyklase wird die palindromische Sequenz innerhalb der Erkennungsstelle geschnitten
und beide DNA-Strange des PCR-Produktes werden unter Bildung geschlossener Haarnadelschleifen kovalent aneinander
gebunden. Die 5' endsténdigen Basen 1 - 23 des Primers (vom 5'-Terminus aus gerechnet) - und damit auch eventuell
vorhandene 5'-Markierungen - werden abgeschnitten und an das 3'-Ende dieses Abschnittes werden die 29 3'-terminalen Basen
des gegenUberliegenden Stranges angehangt. Somit wird durch Endozyklase-Prozessierung ein 52 nt bzw. 26 bp langer DNA-
Abschnitt entfernt.

Primer-Design, allgemeine Erwdgungen

Nicht-paarende 5'- und 3'- Enden: Um der 5'-Exonuklease-Aktivitdt von 7ag DNA Polymerase entgegenzuwirken, dirfen die
Exonuklease-Erkennungssequenz flankierenden Nukleotide nicht paaren. Im aufgeflihrten Beispiel wurden die Abschnitte 5'-
AAA... und ...AAA-3' gewahlt, aber diese kurzen Abschnitte kénnen beliebig gewahlt werden, solange sie nicht paaren. Es kénnte
beispielsweise elegant sein, den Abschnitt ...AAA-3' durch einen genspezifischen Abschnitt zu ersetzen, um die Gesamtlange
des Primers méglichst kurz zu halten. In diesem Falle muss der 5'-Abschnitt des Primers entsprechend angepasst werden.
Eingebaute Unterbrechungen des Palindroms ("Mismatches"): Die vorgeschlagene, nicht-perfekt palindromische Primer-
Erweiterung enthalt einen kurzen, absichtlich fehlpaarenden Abschnitt. Dieser nicht perfekt paarende Abschnitt wird von
Endozyklase toleriert. 7ag DNA Polymerase besitzt eine nur gering ausgepragte Fahigkeit, einen bereits bestehenden DNA-
Strang zu verdrangen ("strand-displacement"). Deswegen kann Tag DNA Polymerase nur durch kurze haarnadel&hnliche
Sequenzabschnitte synthetisieren, langere, kontinuierlich paarende Abschnitte fihren zu Schwierigkeiten bei der Amplifikation.
Auferdem wirkt der nicht paarende Abschnitt weiteren PCR-Artefakten wie Primer-Dimeren / - Multimeren entgegen, die durch
lange, selbst-komplementére Sequenzabschnitte beglinstigt werden.

5'-Markierungen: Der Verlauf der Reaktionen und der Erfolg der Prozessierung kann kontrolliert werden, indem eine
Fluoreszenzmarkierung am 5'-Ende des Primers angebracht wird. Nach Schnitt und Religation durch Endozyklase wird die 5'-
Markierung zusammen mit den 5'-terminalen Nukleotiden vom prozessierten Produkt abgetrennt. Das 5'-Label migriert in der
Agarose-Geleklektrophorese in Nahe der Primer-Front. In der Praxis hat sich ein 5'-Fluoreszin-Label bewahrt, da die
Markierung PCR-stabil ist und durch Anregung bei 494 nm (blaues Licht oder UV-lllumination) bei 521 nm (grines Licht)
nachgewiesen werden kann.
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Abb. 4: Sekundarstruktur des Endozyklase-PCR-Primers (bei Raumtemperatur unter Reaktionsbedingungen).
Die Berechnung der Sekundarstruktur erfolgte mit dem Programm mfold (Markham N. R., Zuker, M. (2008) In: Keith, J. M., editor, Bioinformatics, Volume Il; 453 Meth mol Biol, Ch 1, 3-31).
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