
Virtuelle Restriktionsanalyse

Zu den wichtigsten Handwerkszeugen
der Gentechnik oder πsynthetischen Bio-
logie™[1] gehˆren Restriktionsendonuclea-
sen, d.h. Enzyme, mit deren Hilfe DNA-
Sequenzen erkannt und gespalten werden
kˆnnen. Die bei weitem grˆ˚te Bedeutung
besitzen spezifische Endonucleasen des
Typs II, die Tetra-, Penta- oder Hexanuc-
leotidsequenzen mit meist zweiz‰hliger
Symmetrieachse, d. h. mit palindromischer
Sequenz, erkennen, zum Beispiel die En-
donuclease von Bacillus amyloliquefa-
ciens H (BamHI, zur Nomenklatur siehe
Lit. [2]): 5�-G/GATCC-3�. Die Hydrolyse
von Doppelstrang-DNA durch BamHI er-
folgt hinter dem 5�-G jedes der beiden
Str‰nge, sodass das entstehende 3�-Ende
eine Hydroxygruppe, das 5�-Ende eine
Phosphatgruppe tr‰gt. Durch diese versetz-
te Spaltung werden ¸berh‰ngende Enden
(koh‰sive Enden, sticky ends) produziert.
Bei einigen anderen Endonucleasen ent-
stehen hingegen glatte Enden (blunt ends).
Gegenw‰rtig sind nahezu 3000 Restrikti-
onsendonucleasen bekannt, von denen ei-
nige hundert kommerziell erh‰ltlich sind.
Das Erzeugen von DNA-Fragmenten ist
die wichtigste Voraussetzung f¸r die Neu-
kombination genetischen Materials und

dessen Einf¸hrung und Vermehrung in
neuer, nichtnat¸rlicher Umgebung. Um
diesen Prozess planen zu kˆnnen, benˆtigt
man eine genaue Kenntnis der Nucleotid-
sequenzen der beteiligten Fragmente und
Vektoren (Plasmide, πGenf‰hren™) und
der Positionen, an denen Restriktionsen-
donucleasen angreifen kˆnnen. Dazu muss
man den Nucleins‰uretext nach den Mus-
tern der Erkennungssequenzen absuchen ±
ohne Zweifel eine langweilige Besch‰fti-
gung, die jeder Computer zuverl‰ssiger
und schneller erledigen kann: Bereits in
der æra vor Windows gab es Software, mit
deren Hilfe Restriktionsanalysen von
DNA-Fragmenten und Plasmiden vorge-
nommen werden konnten, darunter die
Programme Map und Mapsort des leistungs-
starken GCG Wisconsin Package, das sich
allerdings nur wenige Institutionen leisten.
Inzwischen gibt es eine Reihe an teilweise
umfangreicher (und teurer) Windows-Soft-
ware f¸r die Restriktionsanalyse sowie ±
ideal f¸r kleine Budgets ± auch einige Web-
basierte Programme. Restriction Mapper
vom Molekularbiologen Peter Blaiklock ist
eines davon: schnˆrkellos, intuitiv leicht
erfassbar und nun in einer ¸berarbeiteten
dritten Version verf¸gbar (Abbildung 1).

Hier kann man eine einzelstr‰ngige
DNA-Sequenz in beliebigem Format (Text,
GCG, GenBank etc.) durch Kopieren und
Einf¸gen eingeben und auf die Erken-
nungssequenzen aller kommerziell verf¸g-
baren Restriktionsendonucleasen untersu-
chen lassen. Das Programm ermˆglicht
� die Unterscheidung von linearer und

zirkul‰rer DNA (wichtig beim Auffinden
von Erkennungssequenzen in Plasmi-
den),

� die selektive Auswahl von Enzymen als
Prototypen oder Isoschizomere, d. h. En-
zyme mit gleicher Erkennungssequenz,

� die Einschr‰nkung auf Enzyme mit einer
bestimmten Zahl an Erkennungsstellen
(oftmals sind Enzyme gefragt, die nur ein
Mal schneiden),

� das Sortieren der Ausgabe, z. B. nach
Zahl oder L‰nge der gefundenen Erken-
nungsstellen, der erzeugten Schnittstelle
oder alphabetisch (Abbildung 2).
Die in der Ausgabe-Tabelle eingetrage-

nen Enzyme sind direkt mit der Datenbank
REBASE der Firma New England Biolabs
verkn¸pft, die alle bekannten Restriktions-
enzyme, ihre Erkennungssequenzen, Ab-
h‰ngigkeit von Methylierungsmustern,
Verf¸gbarkeit und Literaturangaben ent-
h‰lt. Die unter identischen Kartierungsbe-
dingungen mit Restriction Mapper oder
Map (s. o.) erhaltenen Ergebnisse stimmen
weitgehend (85%) ¸berein. Am gew‰hlten
Beispiel (codierende Sequenz der T7-

DNA-Polymerase) findet das hier vorge-
stellte Programm 17 Erkennungssequen-
zen, der πDinosaurier™ Map hingegen 20.
Nicht gefunden wurden die Schnittstellen
der Enzyme BlpI, FspI und TaqII, von
denen zumindest die ersten beiden kom-
merziell erh‰ltlich sind. In vier F‰llen
benennt Map Isoschizomere der von
Restriction Mapper aufgef¸hrten Enzyme;
diese Angaben lassen sich jedoch leicht
mithilfe der Kataloge ¸blicher Lieferanten
konvertieren.

Mit Restriction Mapper kann man DNA
auch virtuell mit verschiedenen Enzymen
gleichzeitig πverdauen™ lassen: Als Ausga-
be erh‰lt man den Sequenztext der re-
sultierenden Fragmente, an den gew‰hlten
Schnittstellen entsprechend der Enzymspe-
zifikation geteilt und nach L‰ngen sortiert
(entsprechend dem Bandenmuster bei der
Gelelektrophorese). Links zu einer kurzen,
aber pr‰gnanten Hilfe, zu einigen wichti-
gen πFAQs™ sowie interessanten Internet-
Adressen runden den insgesamt guten Ein-
druck von dieser Website ab. Getrost
ignorieren kann man jedoch den πDilution
Calculator™: Weder erscheint diese Funk-
tion im Zusammenhang mit Restriktions-
analysen von nennenswertem Interesse,
noch erschlie˚en sich Funktionsweise und
Nutzen. Da verl‰sst man sich besser auf
den Stˆchiometrie-Schein aus dem Grund-
studium...
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F¸r weitere Informationen besuchen Sie:
http://www.restrictionmapper.org/

oder nehmen Sie Kontakt auf mit
pblaiklo@110.net
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Abbildung 1. Homepage von Restriction Map-
per (Ausschnitt).
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Abbildung 2. Typische Ergebnistabelle.


