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Restriktionsendonucleasen 

Von Werner Arber [*I 

Restriktionsendonucleasen sind in Bakterien haufig anzutreffende Enzyme, welche DNA 
zu fragmentieren vermogen. Die Spaltung eines DNA-Molekiils findet nach Erkennen einer 
fur jede Restriktionsendonuclease spezifischen Nucleotidsequenz statt. Ein Teil der Enzyme 
spaltet die DNA innerhalb dieser Erkennungssequenz. Diese Eigenschaft ermoglicht es, die 
Enzyme zur gezielten Fragmentierung von DNA-Molekiilen bei strukturellen und funktionellen 
Analysen von genetischem Material anzuwenden. Die biologische Aufgabe der Restriktionsendo- 
nucleasen konnte darin bestehen, eine Art primitives Immunitatssystem zu bilden, das die 
Zelle befahigt, fremdes genetisches Material zu zerstoren. Zum Schutz der eigenen DNA vor 
dem Abbau durch zelleigene Restriktionsendonucleasen dient die Methylierung von Nucleotiden, 
die in der Erkennungssequenz liegen. ~ Die Restriktionsendonucleasen wurden beim Studium 
der bei Wirtswechsel beobachteten Restriktion des Viruswachstums entdeckt. 

1. Einleitung 

Endonucleasen sind Enzyme mit der Fahigkeit, Nucleinsau- 
re-Kettenmolekiile in Fragmente zu spalten. Je nach dem 
betrachteten Enzym wird die Nucleinsaure mehr oder weniger 
zufallig irgendwo gespalten, oder aber nur an spezifischen 
Stellen, die zum Beispiel durch die Sequenz der Nucleotide 
in der Nucleinsaure bestimmt werden. Im Prinzip fuhrt die 
langere Einwirkung eines Enzyms des erstgenannten Typs 
zu einer weitgehenden Verdauung der Nucleinsaure zu relativ 
kleinen Oligonucleotiden. Im Gegensatz dazu produzieren 
die auf Desoxyribonucleinsaure (DNA) wirkenden, ortsspezifi- 
schen Endonucleasen reproduzierbare Populationen von Frag- 
menten spezifischer Langen; die Enden jedes Fragments wer- 
den durch den spezifischen Spaltungsort des Enzyms bestimmt. 

Diese grobe Einteilung wird vielen in den letzten Jahren 
untersuchten Endonucleasen nicht gerecht. Es hat sich namlich 
gezeigt, daD manches Enzym im nativen Zustand noch keine 
endonucleolytischen Funktionen ausiiben kann, sondern zu- 
vor einer Aktivierung bedarf. Dabei spielt die Wechselwirkung 
mit einer spezifischen Erkennungssequenz auf der Nucleinsau- 
re eine wesentliche Rolle. Allgemein scheint die Erkennungsse- 
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quenz durch die Reihenfolge von vier bis vielleicht 20 Nucleoti- 
den in der Nucleinsaure bestimmt zu sein. Dabei miissen 
die fur die Erkennung wesentlichen Nucleotide nicht notwendi- 
gerweise aufeinanderfolgen, sondern konnen durch Nucleotide 
getrennt sein, die fur die Erkennung unwesentlich sind. 

Unter dem Begriff ,,Restriktionsendonucleasen" wird eine 
groBe Anzahl von mikrobiellen Enzymen zusammengefaot, 
welche DNA spezifisch spalten. Ein wesentliches gemeinsames 
Merkmal aller bisher studierter Restriktionsendonucleasen ist 
die Abhangigkeit der Spaltungsreaktion von einer Wechselwir- 
kung mit einer spezifischen Erkennungssequenz. Je nach dem 
betrachteten Enzym geschieht die auf diese Aktivierung folgen- 
de Spaltung der Nucleinsaure am Erkennungsort selber, in 
einer gemessenen Distanz vom Erkennungsort, oder schlielj- 
lich in relativ weiter Entfernung vom Erkennungsort an von 
Fall zu Fall verschiedenen Stellen. Bevor aber weiter auf die 
Charakterisierung dieser Reaktionen eingegangen werden soll, 
mogen folgende biologische Betrachtungen den Namen dieser 
Enzymfamilie erklaren. 

2. Entdeckung der Restriktions- und Modifikationssy- 
steme 

Beim Studium der Wirtsspezifitat von bakteriellen Viren 
beobachteten Anfang der funfziger Jahre mehrere Forscher, 
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daI3 diese Viren beim Wirtswechsel sich zunachst oft nur 
schlecht vermehrten, sich dann aber an den neuen Wirt adap- 
tierten und in der Folge ungehindert wuchsen" -41. Diese 
Adaptation - wirtskontrollierte Modifikation genannt -, ist 
aber nicht genetisch stabil, d.h. es handelt sich nicht um 
die Selektion einer zum Wachstum fahigen Mutante. Vielmehr 
geht die fur einen bestimmten Wirt spezifische Modifikation 
des Virus beim Wachstum in einem anderen Wirt wieder 
verloren, so daI3 bei erneuter Infektion des ersten Wirtes nur 
noch ein geringer Bruchteil der Viren sich weiter vermehren 
kann. Dieses Phanomen des durch den Wirt stark einge- 
schrankten Wachstums von Viren wurde Restriktion genannt. 
Abbildung 1 illustriert die wirtskontrollierte Restriktion und 
Modifikation bakterieller Viren an einem Beispiel. 
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Abb. 1. Beispiel eines Restriktions- und Modifikationssystems. Die beiden 
Escherichia-coli-Stamme K und C sind naturliche Wirte f i r  den Bakteriopha- 
gen h. Solange der Phage h auf dem gleichen Wirt gezuchtet wird, gibt 
jedes Viruspartikel bei Infektion unter Optimalbedingungen AnlaD zur Pro- 
duktion von Nachkommenviren (Plattierungswahrscheinlichkeit 1). Bei Wirts- 
wechsel beobachtet man folgendes: Der Phage h.C, der auf Stamm C gewach- 
sen ist, wachst auf Stamm K nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 
Die wenigen Nachkommen aber sind nun h ,K ,  wachsen somit auf Stamm 
K gut. Andererseits wachst h .K  auch auf Stamm C gut, wobei allerdings 
die neu produzierten Virusnachkommen, nun ),. C geworden, den Stamm 
K nicht mehr infizieren konnen. In diesem Beispiel besitzt der Stamm K 
ein Restriktions- und Modifikationssystem, der Stamm C dagegen nicht. 
C akzeptiert alle Viren, unabhangig davon, auf welchem Wirt sic gewachsen 
sind. K akzeptiert nur jene Viren voll, die schon vorher auf K gewachsen 
und folglich K-spezifisch modifiziert waren. Von den auf C gewachsenen 
Viren modifiziert K lediglich 1 %.. 

Die Frage nach den molekularen Vorgangen bei der Restrik- 
tion und der Modifikation konnte Anfang der sechziger Jahre 
zum entscheidenden Teil beantwortet werden : Sowohl die 
Restriktion als auch die Modifikation wirken sich direkt auf 
die DNA aus, also auf das genetische Das war 
erstaunlich, wuDte man doch, daD die Modifikation nicht 
genetisch stabil weitervererbt wird. Die folgenden Beobachtun- 
gen waren fur die neuen Erkenntnisse entscheidend: In der 
Situation der Restriktion (z. B. Infektion des Stammes K rnit 
dem Phagen h.C, Abb. 1) wurde die Phagen-DNA schnell 
von der die Infektion iiberlebenden Wirtszelle abgebaut. Das 
bedeutet, daI3 bei der Restriktion das der Wirtszelle fremde 
genetische Material zerstort wird. Wurde andererseits der Pha- 
ge h . K  fur einen Wachstumszyklus auf dem nicht restriktiven 
Stamm C vermehrt, so zeigten allein jene Nachkommen noch 
K-spezifische Modifikation (waren also fahig, den Stamm K 
noch unbehindert zu infizieren), bei welchen wenigstens einer 
der beiden DNA-Strange noch aus elterlichem Material be- 
stand (semikonservative Replikation). Das zeigte, daI3 die Mo- 
difikation im Stamm K sich direkt auf die DNA auswirkt 
und deren weitere korrekte Replikation nicht hindert, ferner 
dalj das modifizierende Prinzip bei der Replikation rnit dem 
elterlichen DNA-Strang assoziiert bleibt. 

In der Folge gelang dann der Nachweis, daI3 die Modifika- 
tion auf der Methylierung von Nucleotiden ber~ht[~-"!  Im 
hier besprochenen Beispiel des Stammes K werden gewisse 

Adenine in spezifischen Nucleotidsequenzen zu N6-Methyl- 
adeninen methyliert. Diese Methylierung verandert den geneti- 
schen Inhalt der Nucleinsaure in keiner Weise und scheint 
einzig den Zweck zu haben, die DNA gegen die Einwirkung 
der K-spezifischen Restriktionsendonuclease, wie das DNA- 
abbauende Enzym nun genannt wird, zu schutzen. Im Gegen- 
satz dazu kann dieses Enzym jede DNA spalten, der die 
spezifische Methylierung fehlt. 

Aufgrund dieser Befunde ist es wahrscheinlich, daI3 Restrik- 
tions- und Modifikationssysteme den Zweck haben, die Tra- 
gerzelle gegen Infektion rnit fremdem genetischem Material 
zu schiitzen, wobei die zelleigene DNA durch die modifizieren- 
de Methylierung vor der Wirkung der Restriktionsendonuclea- 
se bewahrt wird. Es wurde bald klar, daI3 das Phanomen 
nicht auf virale DNA beschrankt ist, sondern in gleicher Weise 
auch zellulare DNA betrifft, so daI3 eine Restriktion 2.B. 
auch beim genetischen Austausch zwischen zwei Bakterien- 
stammen wirksam ist, der durch Konjugation herbeigefuhrt 

Andere biologische Funktionen als die hier zur Diskussion 
gestellten, welche einem primitiven Immunitatssystem rnit di- 
rekter Wirkung auf nacktes genetisches Material gleichkom- 
men, konnten bisher nicht erkannt werden, doch sind die 
Diskussionen daruber nicht abgeschlossenr"]. 

Bisher lieBen sich Restriktions- und Modifikationssysteme 
eindeutig nur in Bakterien nachweisen. Es scheint, daI3 sie 
in der Vielfalt der bakteriellen Spezies weit verbreitet sind. 
Systematische Studien blieben bisher auf relativ wenige Stam- 
me beschrankt, vor allem Escherichia coli und damit verwandte 
Enterobakterien, Bacillus subtilis, Pseudomonas- und Haemo- 
philus-Artenr'6, 'I. Die genetische Information fur Restrik- 
tions- und Modifikationssysteme befindet sich oft auf dem 
bakteriellen Chromosom, hin und wieder aber auch auf Plasmi- 
den oder auf Genomen von Bakteriophagen. In der Natur 
finden sich Bakterienstamme rnit einem einzigen Restriktions- 
und Modifikationssystem, andere haben mehrere oft nicht 
miteinander verwandte Systeme, und schlieljlich gibt es auch 
Bakterienstamme, in denen bisher noch kein Restriktions- 
und Modifikationssystem nachgewiesen werden konnte. Eben- 
so kann man von Stammen rnit Restriktions- und Modifika- 
tionssystem Verlustmutanten isolieren, welche nun keine Re- 
striktion und Modifikation mehr ergeben"', '''. Unter Labo- 
ratoriumsbedingungen scheinen solche mutierten Stamme kei- 
nen Nachteil gegenuber ihren unmutierten Vorfahren zu ha- 
ben, doch mag das im okologischen Gleichgewicht in der 
Natur anders sein. 

Die Wirksamkeit eines Restriktions- und Modifikationssy- 
stems gegeniiber einem fremden Genom hangt natiirlich davon 
ab, ob dieses Genom fur das betrachtete Restriktions- und 
Modifikationssystem sensitiv ist. Wie bereits angedeutet, ist 
dafur die Anwesenheit von spezifischen Erkennungsstellen fur 
das Restriktions- und Modifikationssystem auf dem DNA- 
Molekiil erforderlich. Bei sehr kleinen DNA-Molekiilen, z. B. 
dem Genom eines kleinen Virus, kann es vorkommen, daI3 
auf dem gesamten Genom keine Erkennungsstelle liegt. Wenn 
das Genom z. B. eine einzige Erkennungsstelle enthalt, geht 
die Sensitivitat gegen die Restriktion durch Mutation eines 
Nucleotids an dieser Spezifitatsstelle haufig verloren[20! Auf 
diese Weise kann die Erkennungsstelle genetisch kartiert wer- 
den. Historisch fiihrte diese Art von Experimenten zur Er- 
kenntnis, dalj Erkennungsstellen bei den Reaktionen Schliissel- 
funktionen besitzen["! 

WirdL11-141 
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3. Enzymologie von Restriktion und Modifikation 

Als es nach langen Bemuhungen gegen Ende der sechziger 
Jahre gelang, die Restriktionsendonucleasen aus E. coli K 
und aus damit verwandten Stammen zu i s ~ l i e r e n [ ~ ~ - ~ ~ ] ,  zeigte 
sich bald, daB diese recht groBen Enzyme rnit Molekularge- 
wichten von etwa 450000 nicht nur unmodifizierte DNA in 
vitro spalten, sondern unter leicht veranderten Reaktionsbe- 
dingungen auch die fur das betreffende Restriktions- und Mo- 
difikationssystem spezifische Methylierung katalysieren kon- 
ne~~[ ’~ ] .  Dabei erhalt jeder Strang der DNA pro Erkennungs- 
stelle eine Methylgruppe[’ol. Es sei hier angemerkt, daB per 
definitionem das Methyl-akzeptierende Nucleotid Teil der Er- 
kennungssequenz ist, da ja vollstandig methylierte, d. h. modifi- 
zierte DNA weder vom Enzym angegriffen wird noch das 
Enzym in seiner Aktivitat beeintrachtigt. 

Allgemein hatte man erwartet, daB auch die Spaltungsreak- 
tion an den Erkennungsstellen eintreten wurde, doch wurden 
diese Erwartungen nicht erfullt. Vielmehr zeigte es sich bei 
der in-vitro-Spaltung von kleinen DNA-Substraten rnit nur 
wenigen Erkennungsstellen, daD die Spaltprodukte von sehr 
variabler GroBe warenIZ6]. Demnach erfolgt die Restriktions- 
spaltung durch Restriktionsendonucleasen aus E. coli nicht 
am spezifischen Erkennungsort, sondern an anderer Stelle 
des DNA-Molekiils, und auch nicht immer am gleichen Ort. 
Nach Spaltung von DNA rnit solchen Enzymen findet sich 
also ein bestimmter Abschnitt, z. B. ein spezifisches Gen, nicht 
in einer einheitlichen Population gleich langer Fragmente, 
sondern fast wie bei Zufallsfragmentierung in Fragmenten 
sehr verschiedener Lange. 

DaB die Natur sich aber auch auf diesem Gebiet eine Mehr- 
zahl von Spielformen erlaubt, wurde ab 1970 klar. Damals 
wurden aus einem Haemophilus-infuenzae-Stamm ortsspezifi- 
sche Endonucleasen isoliert, welche in der Tat ein gegebenes 
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Abb. 2. Gel-Elektrophorese von Restriktionsspaltungsfragmenten des Genoms 
des Bakteriophagen P1. a) Restriktionsspaltung von P1-DNA (A: aus Phagen- 
partikeln isoliert; B: als Prophagengenom aus P1-lysogenen Bakterien isoliert) 
mit den Restriktionsendonucleasen HindIII, BamHI, Bglll und EcoRI. Die 
elektrophoretische Wanderung der Fragmente erfolgte im Agarose-Gel von 
oben nach unten, umgekehrt proportional zum Logarithmus des Molekularge- 
wichts. GroDe Fragmente sind also oben, kleine unten. Die Fragmente wurden 
durch Beigahe von Ethidiumbromid und unter ultravioletter Bestrahlung 
sichthar gemacht. Die rnit einer Pfeilspitze markierten Banden finden sich 
nur in DNA, die ans Phagenpartikeln extrahiert wurde; dies deutet auf 
die Spezifitat des Abpackens der DNA hin (HindIII und BamHI). Alle 
gut sichtbaren Banden stammen von vollkommener Verdauung, wahrend 
sehr schwach sichtbare Banden von partieller Verdauung herruhren (Aufnah- 
me: Dr. Brigit te Bachi). b) Vergleich der EcoRI-Fragmentierung von PI -DNA 
(ganz links) mit derjenigen von elf unahhangig isolierten Deletions- und 
Insertionsderivaten des Bakteriophagen P1. Bei bekannter Restriktionsspal- 
tungskarte kann aus fehlenden Banden auf den Ort der Deletion und Insertion 
geschlossen werden. Neue Banden stammen aus der Region, in der die Deletion 
stattgefunden hat, sowie von inseriertem Material und dessen unmittelbarer 
Nachbarschaft. Die sechs kleinsten EcoRI-Fragmente der PI-DNA sind be- 
reits unten aus dem Gel gewandert (Aufnahme: Dr. Shigeru l i d a ) .  

DNA-Substrat in eine Population spezifischer Fragmente zu 
spalten vermo~hten[~’]. Die Analyse der Nucleotidsequenz 
an den Enden der Spaltprodukte bestatigte die Spezifitat der 
Spaltungr2*! Der heute einfachste Test zur Demonstration 
ortsspezifischer Spaltung eines DNA-Molekuls besteht in der 
elektrophoretischen Trennung der Fragmente in einem Agaro- 
se-Ge1rz91. Die Fragmente wandern darin ungefahr umgekehrt 
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts; die 
Banden der Fragmente konnen durch Zugabe von Ethidium- 
bromid in UV-Licht leicht sichtbar gemacht werden (Abb. 
2). 

Vor einigen Jahren setzte eine systematische Suche nach 
weiteren solchen Enzymen rnit ortsspezifischer Spaltung von 
DNA-Molekulen ein. Absichtlich wurden Extrakte aus einer 
Vielzahl von Bakterienstlmmen nur grob gereinigt und unter 
relativ einfach konzipierten Standardbedingungen auf die Fa- 
higkeit untersucht, einige ausgewahlte DNA-Molekule spezi- 
fisch zu fragmentieren. Mit diesem Vorgehen fand man wie 
erwartet vornehmlich ortsspezifische Endonucleasen, deren 
Isolierung und deren Nachweis relativ unproblematisch ist. 
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Wahrscheinlich haben die Tests eine Reihe von ahnlichen 
Enzymen geringerer Stabilitat und rnit zusatzlichen Abhangig- 
keiten von Cofaktoren nicht nachzuweisen vermocht. Trotz- 
dem war die Ausbeute dieser Untersuchungen erstaunlich 
reich, so daD heute bereits etwa 100 bakterielle, ortsspezifische 
Endonucleasen beschrieben sind" 'I. 

Nur fur einige dieser Enzyme wurde bisher nachgewiesen, 
dal3 sie auch zu biologisch charakterisierten Restriktions- und 
Modifikationssystemen gehoren. Trotzdem hat es sich bald 
eingeburgert, die ganze Gruppe der beschriebenen Enzyme 
,,Restriktionsendonucleasen" zu nennen. 

Wie bereits diskutiert, gehoren zu einem Restriktions- und 
Modifikationssystem immer zwei wesentliche Komponenten, 
namlich die Spaltungsaktivitat und die Modifikationsaktivitat. 
Man kann wohl annehmen, daS die Modifikation haufig durch 
Methylierung zustandekommt, doch konnte man sich auch 
andere SchutzmaDnahmen der zelleigenen DNA gegen die 
Restriktionsendonuclease vorstellen. 

4. Spezifische Erkennung und Spaltung 

Wie schon beschrieben, findet man in E.-coli-Bakterien rela- 
tiv grol3e Enzymkomplexe rnit der Fahigkeit, DNA entweder 
zu spalten oder zu methylieren. Man kann sich fragen, wie 
diese Enzyme entscheiden, was sie tun sollen. Diese Entschei- 
dung scheint stark von der Primarstruktur der DNA an den 
Erkennungsstellen abzuhangen. Wir wissen heute, dal3 die 
Restriktionsendonuclease aus E. coli K erst nach Aktivierung 
durch S-Adenosylmethionin befahigt ist, K-spezifische Erken- 
nungsstellen auch effektiv zu erkennen (Abb. 3). In doppel- 

1. 
2. 
3.  
4. 
5. 

6 

I 

8 

Bindung von S-Adenosylmethionin 
Aktivierung durch Bindung von S-Adenosylmethionin 
Abtasten der DNA nach K-spezifischen Erkennungsstellen 
Erkennen der K-spezifischen Nucleotidsequenz 

Aus dieser Aufstellung geht hervor, dal3 es fur die Zelle 
vorteilhaft ist, wenn der Enzymkomplex sich bei unmodifizier- 
ten (unmethylierten) Erkennungsstellen entscheidet, die DNA 
zu spalten, was zur Zerstorung eindringender Fremd-DNA 
fuhrt, und wenn der Komplex sich bei modifizierter (an einem 
Strang methylierter) DNA entscheidet, auch den zweiten 
Strang zu methylieren. Vollstandig methylierte Erkennungs- 
stellen werden zwar ebenfalls vom Enzym erkannt, doch akti- 
vieren sie es nicht, sondern setzen es frei. Diese fur eine Zelle 
logische Reaktionsweise scheint in der Tat die Basis fur das 
weitere Verhalten des Enzyms auf der DNA zu ~e in[~ ' ] .  Man 
nimmt an, daD als physische Manifestation der Entscheidung 
im Erkennungsprozefi spezifische Konformationsanderungen 
des Enzymkomplexes eintreten, welche das Enzym in den 
Spaltungsmodus oder in den Methylierungsmodus leiten. Es 
sei hier nochmals daran erinnert, daB diese komplexen E.-coli- 
Enzyme die DNA weit aul3erhalb der Erkennungsstelle spalten, 
was z. B. durch Riickfaltung des DNA-Molekiils erreicht wer- 
den konnte. Auf jeden Fall wird zur Spaltung, wie auch bereits 
zur aktiven Erkennung, ATP benotigt. 

Primar verantwortlich fur den eigentlichen Erkennungspro- 
zel3 dieser Enzyme scheint eines der drei Genprodukte zu 
sein, die den Enzymkomplex bilden[211. Mutanten im verant- 
wortlichen Gen haben die Fahigkeit zu spezifischer Erkennung 
verloren. Das Produkt dieses Gens koppelt die Spezifitat der 
Erkennung fur die Methylierungsreaktion rnit jener fur die 
Spaltungsreaktion. Diese Situation weist auf den biologischen 
Sinn der Koppelung der Modifikation rnit der Restriktion 
hin: die zelleigene DNA sol1 optimal geschiitzt werden. 

Bei der groWen Gruppe der ortsspezifischen Restriktionsen- 
donucleasen zeichnet sich wenigstens fur einige Enzyme das 

EcoK 

1 
1 
1 
1 

Entscheidung iiber weiteres Verhalten, je nach Struktur der Erkennungsstelle (ATP 
notig): 

nicht modifiziert 

Spaltungsmodus 
+ 

Spaltung, meist weit entfernt vom Erkennungsort (Zuriickfalten 
der DNA oder Wanderung?) (ATP notig) 

Nach Spalten: ATPase-Aktivitat 

Zerfiill des Komplexes (Enzym nicht erneut verwendhar) 

1 

1 

Abb. 3. Wirkungsweise der Restriktionsendonuclease EcoK (schematiscb) [30, 311 

strangiger DNA kann eine solche Stelle in einem der drei 
folgenden Zustande sein: 1. Sie besitzt noch keine durch K-spe- 
zifische Modifikation eingefuhrte Methylgruppe. Diesen Zu- 
stand hat normalerweise infizierend wirkende Fremd-DNA. 
2. Die DNA ist bereits in einem Strang methyliert, aber nicht 
im anderen. Dieser Zustand entsteht routinemaDig bei jeder 
DNA-Replikationsrunde von zuvor vollstandig modifizierter 
DNA. 3. Beide Strange tragen je eine Methylgruppe an der 
Erkennungsstelle. Dieser Zustand wird durch Einwirkung der 
Modifikationsaktivitat auf den zweiten Zustand kurz nach 
der DNA-Replikation wieder hergestellt. 

ein Strang modifiziert 

Modifikationsmodus 

1 
Methylierung 

heide Strange modifiziert 

nichts zu tun 
1 

Enzym freigesetzt 

folgende Bild ab, das allerdings noch nicht verallgemeinert 
werden sollte. Die von einem E.-coli-Plasmid codierte Restrik- 
tionsendonuclease EcoRI ist ein Dimer oder Tetramer eines 
Polypeptids rnit dem Molekulargewicht 28 500[331. Sie ist also 
das Produkt nur eines Gens. Dieses Enzym kann DNA nur 
endonucleolytisch spalten, nicht aber auch gegen diese Spal- 
tung schutzen. Das gleiche E.-coli-Plasmid codiert aber noch 
fur eine DNA-Methylase vom Molekulargewicht 40000[34, 351. 
Die durch dieses Enzym katalysierte Methylierung findet in 
der fur die Endonuclease EcoRI spezifischen Erkennungsse- 
quenz statt (Tabelle 1). Die beiden Enzyme sind also die 
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beiden Teile des EcoRI-spezifischen Restriktions- und Modifi- 
kationssystems. Bemerkenswert ist in diesem Fall, daB es sich 
dabei um zwei vielleicht unabhangige Genprodukte handelt, 
die unter Umstanden sogar in der Evolution unabhangig von- 
einander entstanden sein konnten. Diese Vermutung ist aller- 
dings experimentell nicht belegt; man konnte sich auch eine 
Divergenz der beiden Gene nach einer urspriinglichen Gendu- 
plikation vorstellen unter Beibehaltung des zur spezifischen 
Erkennung einer Nucleotidsequenz notigen Teils der Genpro- 
dukte. 

In einigen Fallen wurde die endonucleolytische Spaltreak- 
tion naher ~ n t e r s u c h t [ ~ ~ * ~ ~ ,  331. Dabei wurde gefunden, daB 
zunachst einer der Strange doppelstrangiger DNA gespalten 
wird; unter gunstigen Umstanden ist es moglich, das Zwischen- 
produkt zu isolieren. Im zweiten Schritt wird auch der zweite 
DNA-Strang durchbrochen. Einige wenige Restriktionsendo- 
nucleasen scheinen auch fahig zu sein, Einzelstrang-DNA spe- 
zifisch zu ~ p a l t e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  

Interessant ist die Analyse der Enden der DNA-Fragmente. 
Diese Enden sind fur die Spaltprodukte vieler ortsspezifisch 

Tabelle 1. Beispiele fur Erkennungssequenzen von Restriktionsendonucleasen. 
Die meisten Daten stammen aus Roberts' Aufsatz [17], der auch die Originalzi- 
tate enthalt, der Rest aus unpublizierten Arbeiten von R .  J .  Roberts und 
?: A .  Bickle. Die Erkennungssequenzen sind so angeordnet, dai3 die 5'-termina- 
len Enden oben links und unten rechts liegen. Pfeile zeigen die Spaltstellen 
an. Soweit bekannt, sind die Nucleotide mit einem Stern markiert, die bei 
der Modifikationsreaktion methyliert werden. Nucleotidbasen: C = Cytosin, 
G = Guanin, A = Adenin, T = Thymin, Py = Cytosin oder Thymin, Pu- 
= Guauin oder Adenin. Die Bezeichnungen der Restriktionsendonucleasen 
wurden wie folgt abgeleitet : Der Abkiirzung fur den Namen des Mikroorganis- 
mus, z. B. BamH fur Bacillus amyloliquefaciens H, folgt die Nummer des aus 
dem betreffenden Stamm isolierten Enzyms (in romischen Ziffern). 

spaltender Restriktionsendonucleasen recht gut bekannt. 
Manche der Enzyme zerlegen die beiden Strange auf gleicher 
Hohe, andere in einiger Distanz, so daR im zweiten Fall doppel- 
strangige DNA-Fragmente rnit kurzen Einzelstrangenden re- 
sultieren. Tabelle 1 enthalt einige Beispiele fur diese beiden 
Typen. Ebenfalls in Tabelle 1 aufgenommen ist, soweit be- 
kannt, die Position der in der Modifikationsreaktion methy- 
lierbaren Nucleotide. Ein Vergleich der Beispiele zeigt die 
Vielfalt der Moglichkeiten. 

Fast alle Erkennungssequenzen in Tabelle 1 zeigen zweifache 
Rotationssymmetrie. Dies mag rnit der spezifischen Wechsel- 
wirkung der Enzyme rnit Doppelstrang-DNA zusammenhan- 
gen. Aufgrund dieser Erkenntnis und der Tatsache, daB DNA 
aus nur vier Nucleotiden aufgebaut ist, la& sich einerseits 
die durchschnittliche Haufigkeit einer spezifischen Erken- 
nungssequenz in der DNA voraussagen, andererseits aber auch 
die maximal mogliche Anzahl von Erkennungssequenzen einer 
gegebenen Lange berechnen[2'! Von den 16 moglichen rota- 
tionssymmetrischen Tetranucleotidpaaren wurden bis jetzt sie- 
ben als Erkennungssequenzen einer oder mehrerer Restrik- 
tionsendonucleasen nachgewiesed '1. 

In diesem Zusammenhang sei noch erwahnt, daB manchmal 
zwei unabhangige Restriktionsendonucleasen m a r  die glei- 
che Nucleotidsequenz erkennen, sie aber dann verschiedenar- 
tig spalten. Andererseits existieren unabhangige Enzyme, die 
sogar die gleichen Spaltprodukte ergeben, aber markante Un- 
terschiede in der Kinetik der Enzymreaktion zeigen" 'I. 

Erkennungssequenz Spezifisch fur folgende Restriktiousendo- 
nucleasen 

G I G  A T c c 
C C T A G G  

A ' G  A T C T 
T C T A G A  

' G A T ,  
C T t G  

A ' A  G C T T 
T T C G A C  

t 

t 

1 

T 
c T G c A ' G  
G A C G T C  

G I A  A T T C 
C T T 2 A G  

G T Py'Pu A C 
C $ P u P y T  G 

' C t A G G  

t G G T $ C  

C ' C  C G G G 
G G G C C C  

C C C ' G  G G 
G G G C C C  

T 
C ' C  G G 
G G C C  

T G G ' C  C A 
A C C G G T  t 

G G ' C  C 
C C G G  

t 

T 

t 

T 

t 

r 

BamHI 

BglII 

MboI 

Hind111 

PstI 

EcoRI 

Hind11 

EcoRII 

XmaI 

SmaI 

HpaII, HapII, MnoI 

BalI 

BsuI, Hael11 

5. Restriktionsendonucleasen in der biologischen For- 
schung 

Mit den ortsspezifisch spaltenden Restriktionsendonuclea- 
sen hat die Natur dem Forscher ein Reservoir lange ersehnter 
Werkzeuge geschenkt, welche es ermoglichen, das genetische 
Material systematisch zu untersuchen. Solange man bei der 
Fragmentierung von groBen DNA-Molekiilen auf das Eintre- 
ten von Zufallsbruchen angewiesen war, durfte man nicht 
damit rechnen, ein einheitliches Material fur strukturelle und 
funktionelle Analysen zu erhalten. Dieses Ziel ist rnit Restrik- 
tionsendonucleasen inzwischen erreicht worden. 

Eines der Ziele des Molekulargenetikers besteht darin, die 
genaue Nucleotidsequenz eines Genoms zu erkennen. Da die 
meisten Gentrager sehr, sehr lange DNA-Kettenmolekiile sind, 
muB dabei systematisch vorgegangen werden. Der Analyse 
am einfachsten zuganglich sind kleine Genome, z. B. die DNA- 
Molekiile kleiner Viren. Der erste Schritt zu deren Analyse 
besteht im Erstellen einer Restriktionsspaltungskarte, d. h., 
man versucht, alle fur eine oder mehrere Restriktionsendonu- 
cleasen spezifischen Spaltungsstellen aufdem Genom zu kartie- 
ren (vgl. Abb. 4). Das kann zum Beispiel durch schrittweises 
Vorgehen unter Isolierung partial gespaltener Zwischenpro- 
dukte erreicht werden oder auch durch Doppelverdauungsex- 
perimente, wobei die Produkte der Spaltung durch die erste 
Restriktionsendonuclease isoliert und dann rnit einer zweiten 
Restriktionsendonuclease behandelt werden. Diese und eine 
Reihe von erganzenden Techniken rnit spezifischer radioakti- 
ver Markierung von Fragmentenden ermoglichen es, meist 
eindeutige physikalische Genomkarten herzustellen. Ein Bei- 
spiel ist in Abbildung 4 gezeigt. 
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Abb. 4. Restriktionsspaltungskarte des Genoms des Bakteriophagen P1 [39]. 
Das Genom des Bakteriophagen P1 findet sich in P1-lysogenen Bakterien 
als autonomes Plasmid, somit als kreisformiges DNA-Molekul, von etwa 
90000 Basenpaaren (Molekulargewicht etwa 59 x lo6). Fur die physikalische 
Genkarte ist das Genom in 100 Einheiten unterteilt, deren Skala auf dem 
kraftig gezeichneten Ring gegeben ist. Ebenfalls auf diesem Kreis eingezeichnet 
sind Spaltungsstellen fur folgende vier Restriktionsendonucleasen: Pstl (m), 
HindIII (o), BglII (v) und BamHI (+). Diese Spaltungsstellen sind fur jedes 
der Enzyme auf einen gesonderten, fein gezeichneten Kreis iibertragen; die 
DNA-Fragmente sind dabei nach ihrer GroOe numeriert (1 = langstes Frag- 
ment, etc.). (Die Anordnung der Nachbarfragmente 11 und 12 der Spaltung 
rnit BamHI ist noch nicht bekannt.) Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, erkennt 
jede der vier verwendeten Restriktionsendonucleasen eine spezifische Sequenz 
von sechs Nucleotidpaaren. In statistisch aus den vier naturlichen Desoxyriho- 
nucleotiden aufgebauter DNA (Pl-DNA enthalt allerdings je etwa 23 % 
Guanin- und Cytosin- sowie je etwa 27 % Adenin- und Thymin-Nucleotide 
[40]) erwartet man statistisch ein spezifisches Hexanucleotid pro 4096 Nucleo- 
tide. Fur ein DNA-Molekul der Grofle des PI-Genoms wurden sich dann 
fur jede der hier betrachteten Restriktionsendonucleasen 22 Erkennungsstellen 
ergeben. Experimentell wurden elf Spaltstellen fur BglII gefunden, 14 fur 
BamHI, drei fur HindIII und eine einzige fur Pstl. Andererseits besitzt das 
P1-Genom 26 Spaltstellen fur das Enzym EcoR1, welches ebenfalls ein spezifi- 
sches Hexanucleotid erkennt (Tabelle 1). Diese Daten spiegeln die von rein 
statistischer Verteilung abweichende sequenzielle Anordnung der Nucleotid- 
bausteine des genetischen Materials wider. 

Durch elektronenmikroskopische Hybridisierungsstudien 
zwischen denaturierten Restriktionsfragmenten und zwischen 
diesen und dem Gesamtgenom konnen die effektiven physikali- 
schen Distanzen nachgepruft und Unsicherheiten geklart wer- 
den. 

Ein weiterer Schritt besteht dann darin, die genetische Infor- 
mation auf den Genomabschnitten zu identifizieren. Auch 
hier spielen gereinigte Restriktionsfragmente eine wesentliche 
Rolle, wobei mehrere Wege versucht werden konnen, um die 
genetische Information zum Ausdruck zu bringen. 

Zur Bestimmung der Nucleotidsequenzen von DNA ste- 
hen heute eine Reihe von sehr guten Methoden zur Verfu- 

Stellen der Nucleinsaure, bei denen z. B. die Replikation der 
mRNA beginnt und endet, bei denen die Synthese eines Poly- 
peptides anfangt und endet, ferner die fur die Eigenreplikation 
der DNA wichtigen Stellen. Weiteres Interesse gilt den Stellen 
rnit spezifischer Minitat fur funktionell wichtige Genprodukte, 
z. B. Repressormolekiile. SchlieBlich wird auch dem Studium 
von jenen Stellen auf einem Genom grol3e Bedeutung ge- 
schenkt, welche fur stark erhohte Rekombinationswahrschein- 
lichkeit verantwortlich sind. Aus der Struktur all dieser Stellen 
hofft man genauere Aussagen uber die Mechanismen der Regu- 
lation der Genexpression und den Grad der Konstanz des 

E -cob 
Bakterien 

Donor- DNA Chromosom Plasmide 
I=Vektorl 1 EcGRI 

Extraktion und _ _ _ - ~  Reinigung des Vektors _____ I 

TTAA i 
lineare Vektor - DNA AATT 

\ TTAA 1 

Mischen von Vektor-bNA und Donor-DNA -Fragmenten 
Renaturieren I + DNA-Ligase 

1 Transformation von E-coif- Bakterien a -Rekombiniertes Plasmid 

1 Selektion transformierter Zellen 
4 Klonen 

Reprasentative Zelle des Klons 
' Vektor mit inserierter Donor -DNA 

Abb. 5. Schema eines einfacben in-vitro-Neukomhinationsexperiments. Im 
hier dargestellten Beispiel dient als Vektor ein kleines (Molekulargewicht 
etwa 5 x 106),nur einige gut charakterisierte Gene tragendes, autonom replizie- 
rendes Plasmid mit nur einer Spaltstelle fur die Restriktionsendonuclease 
EcoRI. Bei Spaltung rnit EcoRI entsteht aus dem ringformigen Plasmid 
ein lineares DNA-Molekul rnit einstrangigen Enden, welche sich unter Renatu- 
rierungsbedingungen leicht wieder zusammenfinden konnen. Wird aber dabei 
ebenfalls rnit EcoRI gespaltene Donor-DNA zugefiigt, so werden haufig auch 
ein oder mehrere Donor-DNA-Fragmente in den sich bildenden Ring aufge- 
nommen. Die Cyclisierung zum kovalent gebundenen Ring gelingt mit dem 
Enzym DNA-Ligase. Im Transformationsschritt dringt die Plasmid-DNA 
rnit einer zwar geringen, aber reproduzierbaren Wahrscheinlichkeit in eine 
E.-coli-Zelle ein. Die rnit rekombinierten Plasmiden transformierten Zellen - 

gung[41 - 431. [deales Ausgangsmaterial ist aber nach wie vor ein 
moglichst reines Prapra t  des ZU analysierenden Materials. Da- 
bei sind Fragmente rnit etwa 100 Nucleotiden der Analyse direkt 
zuganglich. Aufgrund Restriktionsspaltungskar- 
ten lassen sich Restriktionsendonucleasen auswahlen, rnit de- 

konnen bei geschickter Wahl des Vektors aufgrund spezifischer Vektorfunktio- 
nen aus der groflen Anzahl nicht transformierter E.-coli-Zellen selektioniert 
werden. Die transformierten Bakterien werden durch ,,Klonen" gereinigt, 
d. h. durch Aufwachsen einer Kultur aus einer Einzelzelle. Alle Zellen eines 
Klons sind daher genetisch nnd funktionell identisch. Im dargestellten Beispiel 
besitzt jede Bakterienzelle mehrere Plasmide. Durch spezielle experimentelle 
Anordnung kann deren Zahl sogar stark erhoht werden. Das rekombinierte 

nen die Spaltung zu solchen Fragmenten eines Genomberei- 
ches moglich ist. Hier mag vielleicht beigefugt werden, 
daR das primare Interesse der molekulargenetischen For- 

Donor-DNA-Fragment laflt sich durch Isolieren der rekombinierten Plasmide 
aus dem transformierten Klon und erneute Spaltung des Plasmids mit EcoRI 
in reiner Form und in der gewunschten Menge erhalten. Das klonierbare 
Fragment der Donor-DNA kann mehrfach grofler als das Plasmid sein. 

schung heUte eher den auf einem G~~~~ enthaltenen ,,satzzei- Nach unten ist dieser Grofle im Prinzip keine Grenze gesetzt. Vor der Rekom- 
bination kann man eine spezifische GroBe des Donor-DNA-Fragments durch 

der Gesamtsequenz cines Gens gilt, das ein 'pezifi- Gel-Elektrouhorese auswlhlen. oder man kann alle Donor-DNA-Fraemente 
sches Polypeptid codiert. Unter Satzzeichen versteht man die in die Renaturierungsmischung geben (,,Shot gun"-Experiment). 
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genetischen Materials ableiten zu konnen. Selbstverstandlich 
kann sich diese Forschung nicht allein auf biochemisch-physi- 
kalischem Niveau abspielen, sondern muD durch systematische 
genetische Studien, die Charakterisierung von spezifischen 
Mutanten und das Studium von deren Auswirkungen erganzt 
werden. Daher sind solche Forschungen ein sehr umfangliches 
Unternehmen und unmittelbar nur auf einige ausgewahlte, 
intensiv studierte Systeme anwendbar. 

Allerdings ist es auch wiinschenswert, gewisse Abschnitte 
von komplexeren Genomen, z. B. die eukaryotischen Chromo- 
somen, detailliert zu analysieren. Auch hier hat die Anwendung 
von Restriktionsendonucleasen wesentliche Hilfe gebracht. 
Einzelne Restriktionsspaltungsfragmente lassen sich rnit Hilfe 
des Enzyms DNA-Ligase kovalent in kleine, zur Selbstreplika- 
tion befahigte DNA-Molekiile (Plasmide oder Genome von 
Bakteriophagen) einbauen, die man in diesem Fall Vektoren 
nennt[44*451. Dieser Einbau geht besonders leicht, wenn sowohl 
Vektor-DNA als auch das einzubauende DNA-Fragment kur- 
ze, komplementare Einzelstrangenden tragen, wie sie viele 
der Restriktionsendonucleasen (Tabelle 1) ergeben. Solche En- 
den hybridisieren spontan, so dalj die zusammengebrachten 
DNA-Fragmente leicht verkniipft werden konnen. Diese Tech- 
nik ist als in-vitro-Neukombination von DNA bekannt gewor- 
den (Abb. 5). Sie ermoglicht es, genetisches Material beliebigen 
Ursprungs zu kombinieren. Ziel solcher Experimente ist es, 
das in den Vektor eingebaute Fragment soweit zu vermehren 
(,,Klonen"), bis man genugend Material fur die strukturelle 
und funktionelle Analyse hat. An solche Analysen konnte 
natiirlich ohne Aussortieren aus dem gesamten Gentrager 
nie gedacht werden. 

Ein weiterer Schritt in der Anwendung dieser Technik kann 
darin bestehen, dab man in Kenntnis der genetischen Informa- 
tion eines geklonten DNA-Fragmentes versuchen kann, die 
Expression dieser Information unter besonders gunstigen Um- 
standen zu erzielen, so dalj grolje Mengen dieses spezifischen 
Genproduktes entstehen und rnit relativ geringem Aufwand 
gereinigt werden konnen. Mogliche Anwendungen dieser Me- 
thodik sind beispielsweise die Produktion medizinisch wichti- 
ger Antiseren oder anderer bioorganischer Genprodukte rnit 
okonomischer Bedeutung. In all diesen Fallen diirfte die 
Kenntnis der ,,Satzzeichen" fur die optimale Expression der 
interessierenden Gene eine bedeutende Rolle spielen. In dieser 
Hinsicht sind allerdings noch viele Probleme zu losen. 

Die Moglichkeit der in-vitro-Verflechtung genetischen Ma- 
terials verschiedenen Ursprungs hat der Wissenschaft die Fra- 
ge nach etwaigen, schwer voraussehbaren, unerwiinschten Ef- 
fekten neu kombinierten Genmaterials gestellt. Erstaunlich 
schnell sind SicherheitsmaDnahmen vorgeschlagen worden, 
um mogliche Risiken e i n z ~ d a m m e n [ ~ ~ I .  Inwieweit die vie1 dis- 
kutierten Risiken reell sind, wird man erst in Kenntnis des 
natiirlichen Genflusses innerhalb des gesamten genetischen 
Potentials beurteilen konnen. Die unbeantwortete Frage lau- 
tet, ob in der Evolution und im taglichen biologischen Gesche- 
hen stets ein gewisser Austausch genetischer Information zwi- 
schen unverwandten Lebewesen zulassig war und ist oder 
ob die Speziesbarrieren sehr strikt sind. Es gibt zwar Hinweise, 
dal3 ein sogenannter illegitimer Austausch in der Natur immer 
wieder vor sich geht, aber solide statistische Daten uber dieses 
Geschehen fehlen noch weitgehend und sind auch nicht leicht 
einzuholen. Man kann sich fragen, ob die vieldiskutierte Uni- 
versalitat des genetischen Codes auch zustandegekommen wa- 
re, wenn es lebenden Organismen verboten bliebe, rnit un- 

verwandten Spezies hin und wieder Genomabschnitte auszu- 
tauschen. Man konnte sich vorstellen, dalj unter strikter Ab- 
kapselung mehr als ein einziger genetischer Code entstanden 
ware. 

Im Hinblick auf die weltweite Diskussion uber ein Verbot 
gewisser Forschungszweige, die durch die Moglichkeit der 
in-vitro-Neukombination von DNA entbrannt ist, mag der 
Hinweis angebracht sein, dal3 bei jeder Art von Grundlagenfor- 
schung die langfristige Auswirkung eines Resultates nicht vor- 
ausgesehen werden kann. Diese Einsicht macht jede For- 
schungslenkung und das Setzen von Barrieren problematisch. 
Um 1960 war die Erforschung der Vorgange bei der wirtskon- 
trollierten Restriktion und Modifikation von Viren ein rein 
mikrobiologisches Problem rnit medizinischem Interesse. Man 
wollte wissen, wie die Zellen es bewerkstelligen, alle auljer 
den zuvor in den eigenen Schwesterzellen gewachsenen Viren 
abzuwehren. Die Erkenntnis, daD diese Abwehr sich auf dem 
Niveau der viralen DNA abspielt und zu deren Abbau fuhrt, 
eroffnete dann den Weg zur Isolierung der Restriktionsendo- 
nucleasen und deren weiterer Anwendung zum Studium von 
Struktur und Funktion der DNA. 
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