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Reparaturvorgange an der Desoxyribonucleinsaure 

Von Jiirgen Berndt[*] 

Sehr vielen Zellen ist es moglich, Schaden auf ihrer DNA, speziell durch UV-Licht gebildete 
Thymin-Dimere, zu erkennen und zu entfernen. Dies kann gelingen durch eine enzymatische 
lichtabhiingige Spaltung der Dimeren in die Monomeren (Photoreaktivierung) oder. weit 
haufiger, durch die Dunkel-Reparatur, wobei die schadhafte Stelle ganzlich aus der DNA 
entfernt wird. Bei diesem Reparaturprozen wird die DNA in unmittelbarer Nahe der Thymin- 
Dimeren durch eine Endonuclease ,,eingeschnitten" (,,incision"). Durch die 5'+3'-Exo- 
nuclease-Aktivitat der DNA-Polymerase I (Kornberg-Enzym) werden Oligonucleotide, die 
das Thymin-Dimere enthalten, aus der DNA heraushydrolysiert. Die entstandene Lucke wird 
durch eine de-novo-Synthese mit Hilfe derselben DNA-Polymerase I sofort wider geschlos- 
sen, wobei der Komplementarstrang als Matrize dient (,,excision-repair"). Der letzte Repara- 
turschritt ist die Knupfung der Phosphodiester-Bindug zwischen neu synthetisiertem DNA- 
Stuck und altem DNA-Strang durch eke  DNA-Ligase. - Xeroderma-pigmentosum-Kranken 
fehlt infolge eines genetischen Defektes die Endonuclease ; sie konnen daher Thymin-Dimere 
aus ihrer DNA nicht entfernen und sind extrem empfindlich gegen Sonnenlicht. - Alle bishe- 
rigen Befunde deuten darauf hin, daD die genetische Rekombination durch dieselben Enzyme 
ermoglicht wird wie die DNA-Reparatur. 

1. Einleitung Die Komplementaritat der beiden Strange beruht darauf, 
dal3 die Adenin-Basen (A) des einen Stranges Wasserstoff- 
brucken zu den Thymin-Basen (T) des anderen ausbilden, 
ebenso bestehen Wasserstoffbriicken zwischen Guanin 
(G) und Cytosin (C). Bis vor kurzem nahm man an, da5 
irgendwelche Veranderungen an der DNA durch BuDere 
Agentien (UV-Licht, Rontgen-Bestrahlung, mutagene Sub- 

Das genetische Material aller Zellen besteht aus Desoxy- 
ribonucleinsaure (DNA). Zwei komplementare DNA- 
Strange sind durch Wasserstoffbriicken miteinander ver- 
bunden und bilden aL,fdiese Weise cine DNA-Doppelhelix. 

["I Priv.-Doz. Dr. J. Berndt stanzen) zum Tod der Zelle oder in ,,giinstigen" Fallen zu 
Gesellschaft fur Strahlen- und Umweltforschung mbH mutierten Tochterzellen fiihren miifiten. Das ist jedoch 
Institut fur Biochcmie. Zentralabteilung erstaunlicherweise nicht der Fall, sondern viele Zellen 8 Munchen 2 
LandwehrstraDe 61 iiberleben solche MiDhandlungen ohne weiteres. Diese 
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Zellen verfugen uber eine Maschinerie, rnit der Schaden 
an der DNA beseitigt und die urspriingliche Form der 
DNA-Doppelhelix wieder hergestellt werden kann. Dieser 
Vorgang wird allgemein als DNA-Reparatur (,,DNA- 
repair") bezeichnet. 

Beukers und Berendst'] wiesen in UV-bestrahlten, gefrore- 
nen Thymin-Losungen Dimere des Thymins nach, in denen 
zwei Thymin-Molekiile unter Ausbildung eines Cyclo- 
butanringes uber C-C-Bindungen miteinander verkniipft 

sind. Diese Dimere sind relativ stabil und konnen z. B. 
chromatographisch isoliert werden. 

Auch bei der Bestrahlung von DNA rnit UV-Licht (260nm) 
kommt es innerhalb eines DNA-Stranges zur Ausbildung 
von Thymin-Dimeren, und zwar an Stellen, an denen 
zwei Thymin-Basen in einem DNA-Strang nebeneinander 
stehen['I. Diese Dimere sind die wesentliche Ursache fur 
die biologische Wirkung des UV-Lichts auf die DNAt2* 31 : 
Sie blockieren die DNA-Replikation in vitror4] und in 
v ~ v o ' ~ ]  ; sie sind hauptsachlich verantwortlich fur die bak- 
terizide Wirkung des UV-Lichtes. Je mehr Thymin-Basen 
in der DNA eines Bakterienstammes enthalten sind, um 
so empfindlicher ist dieser gegen UV-Licht. 

Durch UV-Bestrahlung kann es aul3er zur Bildung von 
Thymin-Dimeren in der DNA auch zur Verkniipfung von 
zwei Cytosin-Molekulen und/oder einem Thymin- und 
einem Cytosin-Molekul kommen[6' 'I, jedoch in geringe- 
rem AusmaI3[*]. In Escherichia coli (E.coli) fanden Setlow 
und Carrier['] folgTde (relative) Mengen an Dimeren : 
fi 50%, & 40%, CCF%.  Nach hohen Bestrahlungsdo- 
sen ist die Menge an TT groBer, speziell bei Anwendung 
kurzer Wellenlangen. Eine Dimerisierung von Thymin- 
Molekiilen in gegeniiberliegenden DNA-Strangen scheint 
nicht v o r z ~ k o m m e n [ ~ ~ .  

Durch die DNA-Reparatur werden also Thymin-Dimere 
und ahnliche Veranderungen aus der DNA entfernt. Hier- 
fur stehen zwei Moglichkeiten zur Verfugung : 

1. Die Photoreaktivierung 
2. Die Dunkel-Reparatur. 

Diese Vorgange werden im folgenden besprochen. 

2. DNA-Reparatur 

2.1. Photoreaktivierung 

Kelner beobachtete 1949, dan Kulturen von Streptomyces 
griseus"'], Penicillium notatum sowie Hefezellen" nach 
einer UV-Bestrahlung weit besser iiberlebten, wenn sie 

A A  A 
[*] TT. CT und CC werden in diesem Fortschrittsbericht zusammen- 
fassend als ,,Dimere" bezeichnet. 

anschlieknd noch rnit sichtbarem Licht bestrahlt wurden. 
Diese ,,Photoreaktivierung" wurde dann bei einer groBen 
Zahl von Mikroorganismen gefunden['']. Fur die UV- 
Bestrahlung (Dimeren-Bildung) ist Licht der Wellenllnge 
220-300 nm am wirkungsvollsten, wlhrend fiur den Vor- 
gang der Photoreaktivierung sichtbares Licht der Wellen- 
lange 310-440 nm erforderlich ist"']. 

Den ersten Beobachtungen iiber eine in-vitro-Photoreak- 
tivierung von UV-bestrahlter, gereinigter DNA durch ei- 
nen E.-~oZi-Extrakt['~] folgten ahnliche Untersuchungen 
von Rupert[14- ''I mit Hefeextrakten. Aus den Ergebnissen 
ging erstmals klar hervor, dal3 es sich bei der Photoreakti- 
vierung um einen enzymatischen Vorgang handelt. 

Extrakte rnit photoreaktivierender Aktivitat aus Hefe und 
E.coli haben sehr ahnliche Spektren rnit Absorptions- 
maxima bei 355 und 385 nm, jedoch war nicht klar, ob dies 
tatsachlich die Maxima der ,,photon-absorbing unit" des 
Enzyms oder des Enzym-Substrat-Komplexes sind['']. 

Nachdem es kiirzlich gelang1201, ein DNA-photoreakti- 
vierendes Enzym aus Hefe siebzigtausendfach anzureichern, 
konnten die Eigenschaften des Enzyms niiher studiert 
werden. Es hat ein Molekulargewicht von 53000 und zwei 
spektrale Maxima : ein Anregungsmaximum bei 385 nm 
und ein Fluoreszenz-Emissions-Maximum bei 485 nm, 
die den chromophoren Gruppen zugeschrieben werden. 
Uber diese Gruppen ist jedoch noch nichts Genaueres 
bekannt. Das Enzym hat offenbar keine sehr ausgepragte 
Spezifitat fur die Spaltung von Dimeren, jedoch werden 
Thyrnin-Dimere am schnellsten gespalten['3]. 

Das photoreaktivierende Enzym wirkt durch Ubertragung 
von Energie, wobei die Nucleotid-Dimeren (speziell die 
des Thymins) in die Monomeren gespalten werden und die 
normale Adenin-Thymin-Paarung wieder moglich und die 
Funktionsfahigkeit der DNA wieder hergestellt ist. 

UV-geschadigte RNA wird von dem photoreaktivierenden 
Enzym nicht angegriffen, dagegen konnen auch Dimere 
der einstriingigen DNA des Phagen @X 174 in die Mono- 
meren gespalten werdenr'31. Die Doppclstrangigkeit der 
DNA scheint also keine notwendige Voraussetzung fi-ir 
die Wirksamkeit des Enzyms zu sein. 

Die Photoreaktivierung ist vorwiegend im Reich der Mi- 
kroorganismen verbreitet, jedoch nicht auf diese be- 
schrankt. Eine derartige Photoreaktivierung wurde auch 
in Saugetierzellen beobachtet[" -241, und kiirzlich konnte 
in Gewebskulturen von (Amerikanischem) Opossum und 
Ratten-Kanguruh eine photoreaktivierende Enzymaktivi- 
tat nachgewiesen werdenrZ5]; das Enzym wurde jedoch 
nicht naher charakterisiert. 

Da neuerdings ein einfacherer Test zur Aktivitatsbestim- 
mung dieses Enzyms zur Verfiugung ~ t e h t ~ ' ~ ~ ] ,  sollte es 
moglich sein, den Vorgang der Photoreaktivierung ge- 
nauer zu studieren. 

2.2. Die Dunkel-Reparatur (,,dark repair") 

Von weitaus groBerer Bedeutung ist ein Reparaturvor- 
gang, der als Dunkel-Reparatur bezeichnet wird - nicht 
etwa, weil er nur im Dunkeln vor sich geht, sondern weil 
Licht dabei keine Rolle spielt. Durch diese Art Reparatur 
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konnen nicht nur Dimere der Pyrimidin-Derivate - wie bei 
der Photoreaktivierung - sondem auch andere Schaden 
an der DNA beseitigt werden. 

to 

B f 

I 

Abb. 1 .  Inaktivierende Verinderungen an der DNA (nach [26]). a) Ba- 
senvershderung, verursacht durch Hydroxylamin, Hydrazin, Methylen- 
blau, Acridinorange. b) Basenabspaltung, verursacht durch Hydroxyl- 
amin, Hydrazin, hohe Temperatur, Alkylierung, Alkali. c) Dimeren- 
Bildung, verursacht durch UV-Licht. d) Vemetzung, verursacht durch 
salpetrige Saure, UV-Licht, Mitomycin, Stickstoff-Lost, niedrigen pH- 
Wert. e) Einzelkettenbriiche, verursacht durch 32P, Rontgen-Strahlen, 
Methyl-methansulfonat, Radikale allgemein. 

In Abbildung 1 sind Veranderungen an der DNA aufge- 
zeichnet, die eine Inaktivierung der DNA, d. h. die Un- 
fahigkeit zur Reduplikation verursachen. Im Gegensatz 
zu den Wirkungen der mutagenen Substanzen konnen die 
inaktivierenden Veranderungen an der DNA letal sein, 
wenn sie nicht repariert oder sonstwie umgangen werden. 
Es sei in diesem Zusammenhang erwahnt, daB eine grol3e 
Zahl der Substanzen, die inaktivierende Veriinderungen 
an der DNA bewirken, als carcinogen bekannt sind. 

Hill tz7]  isolierte 1958 aus dem strahlenresistenten E.coli 
B/r eine Mutante Bs- l ,  die 50- bis 100-ma1 empfindlicher 
gegenuber UV-Licht ist (siehe Abb. 2) als der Elternstamm. 

2 4 6 8 1012 5 10 15 20 25 30 35 
1193021 t [minl - tCs1- 

Abb. 2. Anteil A iiberlebender Bakterien mehrerer E.-coli-Stamme 
a) nach Rontgen- und b) nach UV-Bestrahlung (nach [ZS]). 

Einen anderen UV-empfindlichen Stamm isolierten Ho- 
ward-Flanders et al.r29] aus E.coZi K 12. Diesen Stammen 
ist es nicht moglich, die durch das UV-Licht verursachten 
Schaden (Dimere) aus der DNA zu beseitigen. Die Natur 
der biochemischen Defekte in diesen UV-empfindlichen 
Mutanten klarten Setlow und Carrier[30] sowie Boyce und 
H ~ w a r d - F l a n d e r d ~ ~ ~  unabhangig voneinander in ihren 
klassischen Experimenten : Die Bakterien wurden auf ei- 
nem Nahrmedium geziichtet, das 3H-Thymin enthielt ; 
dieses wurde in die DNA eingebaut. Die Zellen wurden 
dann mit UV-Licht bestrahlt, wobei in Wildtyp und Mu- 
tante gleich vie1 Thymin-Dimere entstanden. Bei weiterem 
Wachstum der Bakterien (nun auf 3H-Thymin-freiem) 
Medium zeigte sich, da13 die Radioaktivitat in der DNA des 
Wildtyps wieder abnahm und in niedermolekularen Frak- 
tionen auftauchte. Hydrolyse und chromatographische 
Auftrennung dieser niedermolekularen Fraktionen fuhrten 
zu Thymin-Dimeren. Bei den UV-empfindlichen Mutan- 

5' P- C-A-T-G-A-A-C-T- G-A-C-T- 
1. 

3' P-G-T-A, A A-C-T-G-A- 
c -T -T- G ' 

5' P-C-A-T-G-A-A-C-T-G-A-C-T- 
2. 

3' P-G-T-A A C-T-G-A- 
C-T-T G A 

5' P- C-A -T- G-A-A-C -T-G-A- C -T- 
3. 

3' P-G-T-A-~ZTFZX~C-T-G-A- 

5' P-C -A-T- G -A- A- C-T- G-A- C -T- 
4. 

3' P- G-T- A- C -T- T- G -A - C -T- G- A - 

Abb. 3. Schema der Dunkel-Reparatur der DNA (,,cut and patch"- 
Mechanismus), Erklarungen siehe Text. 

ten warm diese Thymin-Dimeren nicht nachweisbar, d. h. 
den Mutanten fehlt das Enzym zum Entfernen der Thymin- 
Dimeren aus der DNA. 

Wahrend bei der Photoreaktivierung die Dimeren im 
Molekulverband in die Monomeren gespalten werden, 
wird durch die Dunkel-Reparatur die schadhafte Stelle aus 
der DNA ganzlich entfernt. Hierbei miissen folgende 
Schritte vollzogen werden (siehe Abb. 3): 

1. Einschneiden des DNA-Stranges an der schadhaften 
Stelle (Endonuclease-Reaktion, ,,incision"), 

2. Herausschneiden der schadhaften Stelle (Exonuclease- 
Reaktion, ,,excision"), 

3. Einfugen von Nucleotiden in die entstandene Lucke, 
wobei der komplementare ungeschadigte DNA-Strang als 
Matrix dient (Polymerase-Reaktion, ,,repair-replication"), 

4. Zusammenfiigen der Phosphodiester-Bindungen im re- 
parierten DNA-Strang (Ligase-Reaktion, Joining"). 
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2.2.1. Endonuclease-Reaktion (,,incision") 

Extrakte aus Micrococcus lysodeikticus und Neurospora 
 crass^[^^] verursachen die Bildung von Einzelstrangbru- 
chen in DNA mit dimeren Pyrimidin-Derivaten, wobei die 
Zahl der neu gebildeten Kettenbruche etwa der Zahl der 
Dimeren en t~pr ich t [~~] .  Inzwischen ist die Zahl der Endo- 
nucleasen, die allein aus E. coli isoliert wurden, auf funf 
gestiegen[34-40a,691; sie sind jedoch nicht alle unbedingt 
spezifisch fur eine DNA mit dimeren Pyrimidin-Derivaten. 

Eine Endonuclease, die speziell bei Reparaturvorgangen 
an der DNA eine Rolle zu spielen scheint, isolierten 
Kaplan et al. aus Micrococcus luteus (M.luteus)t411 und 
untersuchten ihre Eigen~chaften[~~'. Das Enzym ist in 
in-vitro-Versuchen spezifisch fur UV-bestrahlte dop- 
pelstrangige DNA und hat eine Michaelis-Menten- 
Konstante (K,) fur dieses Substrat von 1.25 x mol/l. 
Native DNA, bestrahlte denaturierte und unbestrahlte 
denaturierte DNA werden von diesem Enzym nicht an- 
gegriffen. Jedoch kann eine native DNA, die mit y-Strahlen 
(60Co) bestrahlt wurde, als Substrat dienenI4' 'I. Damit 
konnte erstmals gezeigt werden, daO die Endonuclease 
nicht absolut spezifisch fur UV-Schaden ist. Das Mole- 
kulargewicht betragt 15000. Im UV-Bereich von 104-105 
erg/mm2 besteht eine lineare Beziehung zwischen der 
Zahl der gebildeten Dimeren und der Zahl der Einzel- 
kettenbruche, d.h. pro Dimeres entsteht ein Ketten- 
bruch. Dabei ist der Kurvenverlauf bei DNA aus E.coli 
und M. luteus sehr ahnlich, lediglich die Geschwindig- 
keit der Reaktion ist verschieden (Abb. 4) - moglicher- 
weise eine Folge geringeren Dimeren-Gehaltes der M.- 
luteus-DNA. 

100 

A "1 ,0-d 

do 
d 
/ 

uv ~erg/mm*I 4 

Abb. 4. Bildung von Einzelkettenbriichen (EB) durch die Endonuclease 
aus M. luteus. angegeben als pmol gespaltene Phosphodiester-Bindun- 
gen. A h  Substrat diente "P-markierte, UV-bestrahlte E.-coli- (- -0 ) 
und M.-lutctrs-DNA ( G e e  ) (nach [42]). 

Diese UV-Endonuclease hydrolysiert eine einzelne Phos- 
phodiester-Bindung in 5'-Position zum Photoprodukt. 
Dabei entsteht eine freie 3'-Phosphatgruppe an der DNA 
und eine 5'-OH-Gruppe entweder direkt am Photoprodukt 
oder ein Nucleotid von diesem entfernt. Es werden jedoch 
keine Nucleotide abhydrolysiert ; hierfur ist eine UV-Exo- 
nuclease (siehe Abschnitt 2.2.2) erforderlich. Eine Anrei- 
cherung der UV-spezifischen M.-luteus-Endonuclease be- 
schrieben kurzlich auch Nakayama et al.[431. Diese Befunde 
sind eine wesentliche Stutze fur die geforderte Eigenschaft 
des Enzyms, daD es Veranderungen auf der DNA ,,er- 
kennen" konnen muB. 

Sehr ahnliche Eigenschaften weist eine Endonuclease aus 
T4-infiziertem E.coli auf13'' : Dieses Enzym ist ebenfalls 
spezifisch fir  UV-bestrahlte DNA ; native oder denaturierte 

DNA wird nicht angegriffen. E.-coli-Enzym und M.- 
luteus-Enzym werden durch Mg2 +-Ionen aktiviert, sind 
aber nicht streng abhhgig von ihnen[39*421. 

Die UV-spezifische Endonuclease ist bei in-vivo-Repara- 
turvorgtingen an der DNA erforderlich, wie kurzlich mit 
M.-luteus-Mutanten gezeigt w ~ r d e [ ~ ~ ]  : Wahrend der Wild- 
typ nach UV-Bestrahlung zu 100% uberlebte, lag der An- 
teil bei der Mutante Uvryend- bei 0.01%; in dieser Mu- 
tante war keine Endonuclease-Aktivitat nachweisbar (Abb. 
5). Allerdings gibt es auch Mutanten, die trotz niedriger 

15 30 45 60 
t[minl - 

Abb. 5 .  Entfernung von Thymin-Dimeren aus dcr DNA der  .tI.-lirriw\- 
Mutanten Uvr;end- ( a-*~-). Uvr;,,end- ( +-+-). Uvr;,,end ' 
( -4-b-I  und des Wildtyps (ko-c-). Der Stamm UvrTeiid- hat keine 
Endonuclease und entfernt auch keine Dimeren, Wildtyp und 
Uvr,,end' entfernen in 60 rnin praktisch alle Dimeren (nach 1441). 
t ist die Zeit nach der UV-Bestrahlung. 

Endonuclease-Aktivitat zu loOo/, uberleben oder ~ bei 
anderen M.-luteus-M~tanten[~~I - geringe UV-Empfind- 
lichkeit trotz ganzlich fehlender Endonuclease-Aktivitlt. 

Obwohl die UV-Endonuclease spezifisch fur UV-bestrahlte 
native DNA ist, weiD man noch nicht, welche spezielle 
Stelle der bestrahlten DNA vom Enzym erkannt wird. 
Wenn fur die Aktivitat des Enzyms Dimere unbedingt 
erforderlich sind, ist es unverstandlich, wie die beobachte- 
ten Reparaturvorgkge nach Einwirkung von z. B. Methyl- 
methansulfonat, Mitomycin und HNO, erfolgen sollten, 
es sei denn, es gibt hierfir andere Endonucleasen. Eine 
Endonuclease I1 aus E.coEi, die nur alkylierte DNA, nicht 
aber bestrahlte DNA angreift, konnte in der Tat nachge- 
wiesen ~ e r d e n [ ~ ~ !  Wahrscheinlicher ist jedoch, daR die 
Endonucleasen die durch die genannten Agentien ver- 
ursachten raumlichen Deformationen an der DNA er- 
kennen. Damit kame ihnen eine allgemeinere Funktion bei 
der Dunkel-Reparatur zu. 

2.2.2. Exonuclease- und Polymerase-Reaktion (,,excision- 
repair") 

Nach dem Einzelkettenbruch (,,incision") wird das Thy- 
min-Dimere oder die veranderte Base durch eine exo- 
nucleolytische Reaktion herausgeschnitten. Aus M h t e u s  
wurde eine Exonuclease isoliertL4 1*421, die speziell solche 
DNA-Abschnitte abbaut, an denen durch Endonucleasen 
Einzelkettenbriiche entstanden waren. Das Enzym hydro- 
lysiert in vitro unbestrahlte und bestrahlte hitzedenaturierte 
DNA aus E.coli; native DNA, bestrahlte native DNA 
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Abb. 6 .  Wirkungsweise der UV-spezifischen Endo- und Exonuclease 
aus M.luteus (nach [42]). 

sowie RNA werden nicht angegriffen. K, fur bestrahlte 
denaturierte DNA betragt 4.5 x m01/1[~~~.  Im Gegen- 
satz zur UV-Endonuclease ist die UV-Exonuclease a b h h -  
gig von MgZ+-Ionen. Pro Einzelkettenbruch werden bei 
E.-coli-DNA etwa sieben, bei M.-luteus-DNA etwa zehn 
Nucleotide abhydrolysiert. Dabei werden zunachst Oligo- 
nucleotide freigesetzt, die d a m  durch dasselbe Enzym zu 
5'-Mononucleotiden abgebaut werden (siehe Abb. 6). 
Solche Oligonucleotide, die die Thymin-Dimeren enthal- 
ten, wurden erstmals auch von Setlow und Carrier[301 in 
ihren grundlegenden Experimenten nachgewiesen. 

In der durch die Exonuclease-Reaktion gebildeten DNA- 
Lucke steht auf einer Seite eine freie 3'-Phosphatgruppe 
(von der Endonuclease-Reaktion), auf der anderen Seite 
eine 5'-Phosphatgruppe. Der Grad des DNA-Abbaus ist 
bei verschiedenen Bakterien und deren Mutanten sehr 
unterschiedlich : Bei dem enorm strahlenresistenten Micro- 
coccus radiodurans (nach 500 krad Rontgen-Strahlen uber- 
leben noch iOOo/D!) konnen bis zu 20% der DNA abgebaut 
werden (vgl.[z81). Trotz dieses erheblichen Abbaus ist ein- 
strlngige DNA bei keinem Bakterienstamm nachgewiesen 
worden. Die durch die kombinierte Wirkung von Endo- 
und Exonuclease gebildete DNA-Lucke wird offenbar in 
vivo durch eine de-novo-DNA-Synthese sofort wieder ge- 
schlossen. 

Es sind mehrere Exonucleasen bekannt[47z 691, die DNA 
verschiedener Herkunft mehr oder weniger stark abbauen; 
aufgrund neuerer Untersuchungen uber die DNA-Poly- 
merase ist es aber fraglich, o b  die Exonucleasen uberhaupt 
eine von der Polymerase isolierte Wirkung beim Reparatur- 
vorgang entfalten. 

Kelly et al.[481 konnten namlich zeigen, daI3 die DNA- 
Polymerase aus E.coli eine Exonuclease-Aktivitlt enthalt, 
die ein integrierter Bestandteil der Polymerase und keine 

Fremdaktivitat einer begleitenden Exonuclease ist. Diese 
im Kornbergschen Laboratorium verwendete DNA-Poly- 
merase entfaltete eine 5'-+3'-Exonuclease-Aktivitat mit 
bestrahlter Polydesoxythymidylsaure als Modell-Substrat, 
wobei die Thymin-Dimeren in Form von Oligonucleotiden 
ent fern t w urden . 

Oligonucleotide wurden auch nach Behandlung einer be- 
strahlten E.-coli-DNA mit DNA-Polymerase gefunden. 
Nach Einfuhrung eines ,,nicks" durch Pankreas-DNA~e[~*I 
wurden nach Einwirkung der DNA-Polymerase Oligo- 
nucleotide mil einer Kettenlange von 3-8, die die Thymin- 
Dimeren enthielten, isoliert. Eine exonucleolytische Akti- 
vitat konnte auch in der M.-luteus-DNA-Polymerase nach- 
gewiesen ~ e r d e n [ ~ ~ I ,  wobei die Exonuclease die DNA 
ebenfalls vom 5'-Ende her angreift und in diesem Fall 
Dinucleotide entstehen. 

Durch teilweise Proteolyse hochgereinigter DNA- 
Polymerase aus E.coli konnte, wiederum hauptsachlich 
im Kornbergschen Laboratorium, die Exonuclease-Akti- 
vitat von der Polymerase abgetrennt werdenr5'- "'1. 
Die intakte Polymerase hat ein Molekulargewicht von 
109000. Durch Proteolyse entstehen zwei Fragmente : 
ein groBes Fragment (Mo1.-Gew. 76000), das die Poly- 
merase und eine 3'+5'-Exonuclease enthalt, und ein 
kleineres Fragment (Mo1.-Gew. 36000), das nur die 5'+ 3'- 
Exonuclease-Aktivitat enthalt['l". 5 1  '1. 

Das groDe Fragment ist in der Lage, die DNA-Synthese in 
eingeschnittener (,,nicked"), doppelstrangiger DNA durch- 
zufiihren, ohne den Strang oberhalb des Wachstums- 
Punktes abzubauen. Es hat aunerdem eine 3'-5'-Exo- 
nuclease- Wirkung auf einzel- und doppclstdngige DNA, 
wobei Mononucleotide entstehen. Dieses grol3e Fragment 
hat also die fur die Wider-SchlieDung der Lucke (,,gap") 
entscheidende Polymerase-Wirkung. 

Das kleine Fragment hat die fur die Bildung der Liicke 
erforderliche 5'- 3'-Exonuclease-Aktivit5it. Durch das En- 
zym werden falsche DNA-Regionen (wie z. B. Thymin- 
Dimere) aus der DNA entfernt, es kann aber auch intakte 
DNA zu Mono- und Oligonucleotiden abbauen. Es wird 
durch Nucleosid-triphosphate, die die Polymerisation sti- 
mulieren, nicht aktiviert. 

An der Stelle eines Einschnittes in der DNA binden sich 
die beiden Fragmente aneinander und konnen auf diese 
Weise die koordinierte Exonuclease-Polymerase-Wirkung 
des intakten Enzyms ausiiben. 

Die oben erwahnte 3'+ 5'-Exonuclease-Wirkungder DNA- 
Polymerase besteht offenbar darinr5 ' '], eventuell falsch 
in die reparierte DNA eingebaute Nucleotide wieder zu 
entfernen. Diese in der Polymerase enthaltene Exo- 
nuclease hat also eine ,,proofreading or error correcting 
function" ( 5  1 a. 5 1 cl und setzt damit wohl den i-Punkt 
auf dieses Wunderenzym. 

Nach dem Herausschneiden des schadhaften DNA- 
Teils durch die Exonuclease werden in fast simultaner 
Reaktion["] in die entstandene DNA-Liicke die geeigne- 
ten Nucleosid-triphosphate durch die DNA-Polymerase 
in 5'+3'-Richtung wieder eingefiigt. Dabei dient der 
Komplementarstrang als Matrix. Dieser Replikations- 
Vorgang ist von Kornberg ausfiuhrlich beschrieben wor- 
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Abb. 7. Schematische Darstellung des ,,patch and cut"-Mechanismus 
(vgl. auch Abb. 3). Die entstandene Lucke in der DNA wird sofort wie- 
der geschlossen. 

den[''] ; es sol1 hier nicht nochmals darauf eingegangen 
werden. 

Der oben envahnte Prozel3 des nahezu gleichzeitigen Her- 
ausschneidens und Reparierens (,,excision-repair", ,,patch 
and cut"[53~541, Abb. 7) scheint den Vorgangen bei der 
Reparatur in vivo am ehesten zu entsprechen und wiirde 
das Nicht-Auftreten von Einzelstrang-DNA bei diesem 
Vorgang erklaren. Die von Kaplan et al.[413421 isolierte 
polymerase-freie UV-Exonuclease scheint in vivo eben- 
falls Teil eines Exonuclease-Polymerase-Enzymkomplexes 
zu sein : Harwood et al.[491 konnten Dinucleotide als Pro- 
dukte einer exonucleolytischen Aktivitat der M.-luteus- 
DNA-Polymerase nachweisen ; auch Millrr und Wells[49a1 
konnten eine Exonuclease-Aktivitat in der Polymerase 
aus M.luteus nachweisen und charakterisieren. Mog- 
licherweise war dieser Komplex bei den fruheren[41.421 
Isolierungs- und Reinigungsprozeduren in die Kompo- 
nenten zerfallen. 

Durch die Entdeckung von DeLucia und Cairns[551 sind 
erstmals Zweifel aufgetaucht, ob die Kornberg-Polyme- 
rase bei der genetischen Reduplikation eigentlich erforder- 
lich ist und ob dieses Enzym nicht in vivo vielmehr die 
Funktion eines Reparatur-Enzyms hat. DeLuciu und 
Cairns[551 und kurz darauf auch andere G r ~ p p e n [ ~ ~ - ~ ~ ]  
konnten Mutanten von E.coli isolieren, die uberhaupt 
keine DNA-Polymerase-Aktivitat (gemessen durch Nu- 
cleosid-triphosphat-Einbau in DNA) enthielten. Diese 
Mutanten (pol A I )  wachsen ohne DNA-Polymerase durch- 

0 50 10.0 
~ ~ [ e r g / m m * ~ ~ O ? ~  - 

Abb. 8. Anteil A uberlebender Bakterien vom E.-coli-Wildtyp W 3110 
(- o o ) und Polymerase-I-(=Kornberg-Enzym)-freier Mutante P 
3478 (- m - m -) (nach [59]) .  

aus normal und reproduzieren ihre DNA auf normale 
Weise. Sie bewerkstelligen dies mit Hilfe der DNA-Poly- 
merase 11162-641 oder DNA-Polymerase 111[62,651 ohne 
Polymerase I (Kornberg-Enzym). Diese Mutanten sind 
auffallig empfindlicher gegen UV-Licht als die Eltern- 

(siehe Abb. 8). Diese hohere UV-Emp- 
findlichkeit ruhrt - zumindest in einigen Fallen[58-601 - 
daher, daI3 diesen Mutanten Teile des Enzymsystems 
(speziell Polymerase I) fehlen, durch das Dimere aus der 
DNA entfernt werden. Es hat den Anschein, dal3 die DNA- 
Polymerase I bei der normalen DNA-Reduplikation ent- 
behrlich ist und tatsachlich die Rolle eines Reparatur- 
Enzyms spielt. 

stamme[55, 5 8  - 601 

2.2.3. Ligase-Reaktion (,joining") 

Letzter Schritt des Reparatur-Prozesses ist die Knupfung 
einer Phosphodiester-Bindung zwischen neu eingesetztem 
DNA-Teilstuck und altem DNA-Strang (siehe Abb. 7). 
Ein Enzym, das vorgebildete Polynucleotide durch Phos- 
phodiester-Bindung miteinander verkniipft, wurde 1967 
fast gleichzeitig von mehreren Arbeitsgruppen in Bakterien 
entdeckt : Knupfung einer kovalenten Bindung und da- 
durch Bildung von circulber DNA in A-Phagen-infizier- 
tem E.coZi[66], Heilung von Einzelkettenbriichen in T4- 
infuiertem E . ~ o l i [ ~ ~ ] ,  schliel3lich Anreicherung eines ,,poly- 
nucleotide-joining enzym" aus E . ~ o l i [ ~ ~ l .  Dieses Enzym, 
meist als DNA-Ligase bezeichnet, wurde inzwischen in 
mehreren Organismen nachgewiesen und angereicherP9I 
und seine Wirkungsweise aufgeklart. Wahrend alle bisher 
untersuchten Ligasen spezifisch fur dieselben DNA-Sub- 
strate sind und dieselben DNA-Endprodukte bilden, be- 
steht zwischen dem Enzym aus E.coli und den anderen 
Ligasen ein interessanter Unterschied beziiglich ihres 
Cofaktor-Redarfes : Wahrend das E.coli-Enzym Nicotin- 
amid-adenindinucleotid (NAD) benotigt"". "I, brauchen 
die phageninduzierten Ligasen und die SEugetierligasen 
Adenosintriphosphat (ATP) als C~faktor[~'-  741. 

Die Wirkungsweise der DNA-Ligase ist in Abb. 9 schema- 
tisch dargestellt. Im ersten Reaktionsschritt reagiert das 
Enzym mit ATP oder NAD, wobei der Enzym-Adenosin- 
monophosphat-Komplex (E-AMP) und anorganisches 
Pyrophosphat (PPJ bzw. Nicotinamid-mononucleotid 
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Abb. 9. Wirkungsweise der DNA-Ligase. (nach [69]). 

(NMN) entstehen. Im zweiten Reaktionsschritt reagiert 
E-AMP mit einer DNA-Kette unter Bildung einer Pyro- 
phosphatbindung, wobei sich die 5'-Phosphatgruppe der 
DNA rnit der Phosphatgruppe des AMP umsetzt. Im 
letzten Schritt schlieBlich wird die Bindung durch das 
Enzym geknupft und dabei AMP wieder in Freiheit ge- 
setzt. 

Der Ligase-AMP-Komplex (E-AMP in Abb. 9) konnte in 
E.coli sowie in TCinfizierten E.coli durch ubliche Tren- 
nungsmethoden nachgewiesen und identifiziert wer- 
den[73,75-77! Die Bindung zwischen Enzym und AMP 
ist kovalent : Gumport und Lehrnar~[~~]  konnten kiirzlich 
nachweisen, daB das AMP uber seine Phosphatgruppe an 
eine E-Aminogruppe des Lysins an das Ligasemolekul 
(aus E.coli) gebunden ist. 

In einem E.-coli-Stamm, der NAD zum Wachstum beno- 
tigt, jedoch zeitweilig (2.5 Std.) ohne NAD weitergezuchtet 
wird, ist die Ligase-Aktivitat zwar die DNA- 
Synthese jedoch gestort. Ein Zusatz von NAD zum Nahr- 
medium normalisiert die DNA-Synthese wieder. 

Auch das DNA-AMP-Zwischenprodukt konnte, wenn 
auch mit einigen Schwierigkeiten, nachgewiesen werden[79! 

Fur die enzymatische Wirksamkeit der Ligase ist eine 
Doppelhelix-Struktur der DNA rnit einem Einzelketten- 
bruch erforderlich, wobei 3'OH- und 5'-Phosphatgruppen 
nebeneinander stehen mussen[68* 71, 731. Eine Spezifitat fur 
ein spezielles Nucleotid besteht anscheinend nichtlXo1. 

Exonuclease 1 

I 

Abb. 10. Bildung von circulirer DNA durch Exonuclease und Ligase 
in T4-Phagen-infiziertcin E. coli. 

Das Enzym kann alle Arten von Einzelkettenbruchen, 
gleichgultig wie sie entstanden sind, he i lex~[~~]  ; Voraus- 
setzung ist die Erfullung der obigen Bedingungen. Diese 
sind anscheinend auch dann erfullt, wenn zwei komplemen- 
tare DNA-Strange zu einer circularen DNA verknupft wer- 
den[66.81.81a1, wie es in Abbildung 10 dargestellt ist. 
SchlieBlich spielte die Ligase eine hervorragende Rolle 
bei den grol3artigen Synthesen der Alanin-Transfer-RNA 
(t-KNAA'") im Laboratorium Khoranas (vg1.[821). 

In neuerer &it konnten eine Reihe von Mutanten rnit 
mehr oder weniger stark veranderter Ligase-Aktivitat 
isoliert werden. Paulirag und H ~ r n m [ ~ ~ .  841 isolierten eine 
warme- und strahlenempfindliche E.-coli-Mutante, die 
Dimere aus ihrer DNA entfernen und die Liicke wieder 
fullen kann; dabei entsteht aber keine normale DNA, son- 
dern relativ kleine DNA-FragmentetS4]. Dieser Mutante 
fehlt die DNA-Ligase. Drei andere E.-c~li-Mutanten[*~~ 
enthalten Ligase-Aktivitaten von 40-150% bei 30"C, je- 
doch nur 4-14% bei 42°C. In zwei dieser Mutanten war 
die Menge an Enzym-AMP-Komplex (siehe Abb. 9) ver- 
ringert, die dritte Mutante (150% Aktivitat bei 30°C, 4% 
bei 42 "C) wurde bei 42 "C UV-empfindlich. Wie Modrich 
und Lehman[86] nachwiesen, wird bei warmeempfindlichen 
Mutanten eine thermolabile Ligase gebildet. Es ist also 
nicht nur die Quantitat, sondern auch die Qualitat des 
Enzyms verandert. 

2.2.4. In-vitro-Reparatur einer DNA 

Zu den (seltenen) Hohepunkten im Leben des Biochemi- 
kers gehort die vollstbdige in-vitro-Nachahmung ekes 
in-vivo-Vorganges. Einer hollandischen Arbeitsgr~ppe['~I 
ist es kiirzlich gclungen, den gesamten ReparaturprozeR 
mit Hilfe der gereinigten Enzyme in vitro nachzuvollzie- 
hen: 3H-markierte DNA aus Bacillus subtilis wurde in 
vitro UV-bestrahlt, wobei Dimere in der DNA entstehen. 
Diese geschadigte DNA wurde rnit UV-spezifischer 
Endonuclease aus M .  luteus (siehe Abschnitt 2.2.1) inku- 
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biert, wobei die DNA auf der 5'-Seite der Dimeren einge- 
schnitten wurde. AnschlieDend wurde die DNA rnit DNA- 
Polymerase aus E.coli, den Triphosphaten der vier DNA- 
Basen sowie DNA-Ligase aus E.coli inkubiert. Die DNA 
wurde sodann entweder auf ihre biologische Wirksamkeit 
(,,transforming ability") getestet oder sie wurde hydroly- 
siert und die Menge der durch den Reparaturvorgang ent- 
fernten Dimeren chromatographisch bestimmt. 

Durch diese in-vitro-Reparatur konnte die biologische 
Wirksamkeit der bestrahlten DNA zu 50% wieder herge- 
stellt werden ; von den Dimeren wurden unter diesen Be- 
dingungen etwa 25% aus der DNA entfernt. Trotz ver- 
schiedener Herkunft der Komponen ten dieses in-vitro- 
Reparatursystems (B. suhtilzs, M. lurruc. E .  coli) lief der 
gesamte ProzeO ab. Wenn fur die Endonuclease-Reaktion 
statt der UV-spezifischen Endonuclease Pankreas-DNase 
eingesetzt wurde, erfolgte keine biologische Reaktivierung 
der DNA, d. h. es wurden keine Dimeren aus der DNA 
entfernt ~ ein Zeichen fur die Spezifitiit der Endonuclease. 

2.3. DNA-Reparatur in Saugetierzellen 

Selbstverstandlich wurden auch Saugetierzellen auf ihre 
Fahigkeit zur DNA-Reparatur getestet. Wenn auch die 
Zahl der entsprechenden Untersuchungen nicht sehr grol3 
ist, lassen doch die bisherigen Befunde keinen Zweifel, daO 
auch in Zellen hoherer Organismen dieser ProzeD statt- 
findet. 

Durch Riintgen-Strahlen induzierte DNA-Briiche in Leuk- 
limiezellen'xx- xx"I, LiV-bedingte DNA-Verinderungen in 
,,Chinese hamster cells"1"* durch UV- und Rontgen- 
Strahlen induzierte DNA-Schaden in HeLa-Zellkultu- 
renry3', M a ~ s - F i b r o b l a s t e n ~ ~ ~ ~ ,  L y m p h o m a ~ e l l e n ~ ~ ~ ~  und 
menschlichen Zellkulturen[y6~97-97bl werden repariert. 
Auch alkylierte DNA aus HeLa-Zellen kann repariert 
~ e r d e n ~ " ~ .  Bei diesen Reparaturvorgangen an Sauger- 
zellen finden offenbar prinzipiell dieselben Vorglnge statt 
wie bei Mikroorganismen : Mit Hilfevon DNA-Exonuclease 
I11 und IV aus Kaninchenzellkernen wurden Dimere aus 
UV-bestrahlter DNA entferntt9']. ATP-abhangige Ligase 
aus Lymph~mazel len[~~]  repariert die DNA in gleicher 
Weise wie das E.-coli-Enzym. 

2.4. DNA-Reparatur beim Menschen 
(Xeroderma pigmentosum) 

Von besonderem Interesse ist naturgemEB die DNA-Repa- 
ratur beim Menschen. Dalj dieser Vorgang beim Menschen 
tatsachlich stattfindet, wurde am Beispiel einer seltenen 
Krankheit, Xeroderma pigmentosum, indirekt nachgewie- 
sen. Diese Krankheit ist erblich : Xeroderma-pigmentosum- 
Kranke sind extrem empfindlich gegeniiber Sonnenlicht 
oder UV-Licht. Nach kurzer Sonneneinwirkung treten 
Symptome auf, wie sie bei normaler Haut nach starker 
Rontgen-Bestrahlung vorkommen, sehr haufig verbunden 
mit Hauttumoren. Die Krankheit wird nicht durch An- 
haufung von lichtempfindlichen Produkten wie Hamato- 
porphyrinen in der Haut verursacht. Es handelt sich dabei, 
wie man heute weil3, um einen genetischen Defekt im DNA- 
reparierenden Apparat. 

Die Natur des biochemischen Schadens bei Xeroderma 
pigmentosum wurde insbesondere durch die Untersuchun- 
gen von 'O'] geklart. Beim entscheidenden 

wurde die DNA-Reparatur in Hautfibro- 
blasten von Xeroderma-pigmentosum-Patienten nach zwei 
DNA-Schadigungen untersucht : 

1. Die Fibroblasten wurden rnit UV-Licht bestrahlt; da- 
bei entstehen Dimere, speziell Thymin-Dimere, aber keine 
Kettenbriiche. 

2. Die Fibroblasten wurden erst mit Rontgen-Strahlen be- 
strahlt, dabei entstehen Kettenbriiche (aber keine Dime- 
ren), und anschliel3end rnit UV-Licht ; dabei entstehen zu- 
satzlich Dimere. 

Zur Reparatur dieser Schaden sind im ersten Fall alle drei 
Reparaturschritte erforderlich : Einschneiden der DNA 
(Abschnitt 2.2.1), Exonuclease- und Polymerase-Reaktion 
(Abschnitt 2.2.2), Ligase-Reaktion (Abschnitt 2.2.3). Im 
zweiten Fall entfallt der erste Reparaturschritt, da das 
Einschneiden (= Kettenbruch) durch die Rontgen-Strah- 
len bereits besorgt wurde. 

Es zeigte sich, daO nur solche Fibroblasten eine DNA-Re- 
paratur ausfuhren konnen, bei denen zusatzlich zu den 
Thymin-Dimeren auch Kettenbriiche erzeugt worden 
waren (Fall 2). Fibroblasten, bei denen nur Dimere erzeugt 
worden waren (Fall I), konnten ihre DNA nicht reparieren. 

Damit wurde 1. (indirekt) bewiesen, dalj es beim Menschen 
eine DNA-Reparatur gibt und 2. direkt bewiesen, daI3 
Xeroderma-pigmentosum-Kranken die UV-spezifische En- 
donuclease fehlt. 

Zu denselben Ergebnissen kamen wenig spater Setlow et 
al.r1021. Sie konnten nachweisen, daO normale Fibrobla- 
sten 70% der Dimeren in 24 Std. aus der DNA entfernen, 
zugleich erscheinen Einzelkettenbruche, die dann wieder 
verschwinden. Bei Fibroblasten von Xeroderma-pigmen- 
tosum-Patienten werden weniger als 10% Dimere aus der 
DNA entfernt; es kam hier nicht zum Erscheinen und Ver- 
schwinden von Einzelkettenbriichen. Inzwischen ist die 
Technik zur Messung der DNA-Reparatur in menschlichen 
Zellen zu erheblicher Perfektion weiterentwickelt wor- 
den[' 031. 

Es war erwihnt worden, daD bei Xeroderma-pigmento- 
sum-Patienten sehr leicht Hautkrebs auftritt. Es ist moglich, 
daB die Anhaufung von Dimeren und anderen Produkten 
in der DNA der Hautzellen direkt oder indirekt die Trans- 
formation dieser Zellen zu Krebszellen verursacht oder sie 
dazu pradisponiert['021. Jedenfalls konnte hier zum ersten 
Male gezeigt werden, dalj Dimere per se etwas mit der 
Carcinogenese zu tun haben. 

3. Genetische Rekombination 

Das Studium von Reparaturvorgiingen an der DNA ist 
nicht nur ein Hobby fur Radiologen, sondern dieser ProzeB 
scheint einen anderen, in der Natur weit verbreiteten Vor- 
gang zu ermoglichen : die genetische Rekombination. Hier- 
bei ,,brechen" zwei Chromosomen durch und wachsen uber 
Kreuz wieder zusammen (siehe Abb. 11). Dazu mussen 
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Kettenbruche erzeugt, Teile der DNA abhydrolysiert oder 
neu synthetisiert und Phosphodiester-Bindungen gekniipft 
werden. Es spielen sich also prinzipiell dieselben Vorgiinge 
wie beim ReparaturprozeB ab, natiirlich ohne Entfernung 
von Dimeren. 

G 
! 

L 

t- 

+ 

c 
3- L. 

t L- 
4 

I' 
Abb. l i .  Schema der genetischen Rekombination. Im 1. Schritt ent- 
steht ein Kettenbruch (Ursache unbekannt). Im 2. Schritt wickelt sich 
die Doppelhelix ab, wobei komplementare Nucleotidsequenzen frei 
werden. Im 3. Schritt treten homologe Regionen aer beiden DNAs zu- 
sammen ; es bilden sich rekombinierte Doppelstriinge, die noch Lucken 
bzw. iiberlappende Segmente enthalten. Diese werden im 4. Schritt 
geschlossen (,,repair replication") bzw. abhydrolysiert (Exonuclease). 
Die verbleibenden Einzelkettenbriiche werden im 5. Schritt durch 
Kniipfung einer Phosphodiester-Bindung (Ligase) verbunden. Das re- 
kombmierte Molekiil ist eine DNA-Doppelhelix, die aus Teilen der 
beiden Eltern-DNAs besteht. 

Es ist unklar, wie bei der Rekombination die Briiche in der 
DNA (Chromosom) entstehen. Offenbar konnen derartige 
Briiche durch die Ligase nicht gleich wieder geschlossen 
werden. Moglicherweise spielen hierbei Endonucleasen 
eine R ~ l l e [ ' ~ ~ ] .  Dagegen konnte die Beteiligung einer 
Exonuclease (Phage h) beim RekombinationsprozeB nach- 
gewiesen werdenL6', Ebenso sprechen alle bisherigen 
Befunde[691 dafur, daB beim Rekombinationsvorgang die 
entstandenen Lucken (siehe Abb. 11) durch DNA-Neu- 
synthese (am Komplementarstrang) geschlossen werden. 
Fur die Kniipfung der Phosphodiester-Bindung als letzten 
Schritt des Rekombinationsprozesses ist offenbar dieselbe 
DNA-Ligase verantwortlich wie bei der Reparatur UV- 
geschadigter DNA["J. Es gibt bisher zwar nur wenige 
experimentelle Ergebnisse, die fir die Annahme sprechen, 
dal3 DNA-Reparatur und genetische Rekombination durch 
dasselbe Enzymsystem katalysiert werden, es gibt bis jetzt 
aber keines, das dieser Annahme grundsatzlich wider- 
spricht. Zusatzlich werden diese Vorstellungen durch die 
Tatsache gestutzt, daB rekombinations-negative Mutanten 
(rec-) zugleich weit empfindlicher gegenuber UV-Licht 
sindr7] als die Elternstamme. 

4. Schlunbetrachtungen 

Die ineisten der hier beschriebenen Befunde wurden durch 
in-vitro-Experimente erhalten, es bestehen aber keine 
Zweifel, daI3 die DNA-Reparatur in vivo prinzipiell 
gleich verlauft. Allerdings scheint es, zumindest in E.coli, 
zwei DNA-Reparatursysteme zu geben, von denen nur 
eines die Polymerase I (Kornberg-Enzym) benotigt['O6I. 
Die von DeLucia und Cairns isolierten E.-coli-Mutanten 
(pol A I), die keine DNA-Polymerase I haben, sind zwar 
empfindlicher gegenuber UV-Licht als der Elternstamm, 
uberleben die Bestrahlungsprozedur jedoch zu einem er- 
heblichen Teil. Diese Mutanten verfugen uber ein zweites 
Reparatursystem, das genetisch als ,,recA-pathway" defi- 
niert und auch fur die genetische Rekombination erforder- 
lich ist17]. Mit Hilfe dieses Systems konnen pol-A I-Mutan- 
ten UV-induzierte Dimere aus ihrer DNA entfernen. Die 
Natur dieses Genproduktes ist nicht bekannt ; es wird ein 
Enzym sein, das sich von der Polymerase I unterscheidet. 

Nach Untersuchungen von Cooper. und Hunawu/t[' O81 

wirkt die Polymerase I (Kornberg-Enzym) bei der Repa- 
ratur kleinerer Lucken, wahrend das rec-System haupt- 
sachlich zur Fullung groBerer Lucken erforderlich ist. 
Jedes der beiden Reparatursysteme sol1 in der Lage sein, 
den ReparaturprozeB in Abwesenheit des anderen zu 
vollenden - was die Resistenz einiger polAl-Stamme 
gegen UV-Bestrahlung erklaren wurde. 

Natiirlich versuchten Genetiker, eine Doppelmutane, pol 
A 1 recA ,zu pr~duzieren~~"']: ohne Erfolg; diese Mutante 
ist nicht lebensfahig. Es ist also entweder Polymerase I oder 
das rec-A-Genprodukt fur das Wachstum unbedingt er- 
forderlich. Dies bede~tet"~'], d d  Lucken (,,gaps") in 
DNA-Strangen wahrend des normalen Wachstums und 
der normalen Teilung von E.coli auftreten und gleich 
wider geschlossen werden. 

Neben Fragen der genetischen Regulation ist unklar, wie 
das DNA-reparierende System ,,erkennt", daB auf dem 
grol3en DN A-Molekul Schaden zu reparierea sind. Ver- 
mutlich geschieht dies aufgrund der Deformation der DNA. 
Gibt es eine Moglichkeit, dab das Reparaturenzym auf der 
DNA hin und her transportiert wird? Bei der starken 
Knauelung der DNA in der Zelle wird allerdings bei dieser 
Vorstellung selbst die Phantasie der Molekularbiologen 
stark strapaziert. 

Das Reparatursystem arbeitet mit einem sehr hohen Grad 
an Genauigkeit, doch besteht offenbar eine gewisse To- 
leranzbreite - sonst gabe es keine Mutationen, und dies 
wiirde in eine evolutionare Saekgasse fuhren. Anscheinend 
unterliegt auch der Reparaturvorgang an der DNA der 
Selektion wahrend der Evolution. 
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ZUSCHRIFTEN 

Halbquantitativer Beweis der Hyperkonjugation['l 
Von Hartmut Schmidt und Armin Schweig"' 

In den letzten Jahren ist die Hyperkonjugation[21 wieder 
stark in den Blickpunkt chemischer Forschung gerUcktL3l. 
Wir beschreiben, ausgehend von den Photoelektronen(PE)- 
Spektren der Allylhalogenide, erstmals einen halbquantita- 
tiven Beweis der Hyperkonjugation. 

Die Allylhalogenide CH,=CH-CH,X (X= F, C1, Br, J) 
liegen als gauche- und cis-Konformere vorL4l. Aufgrund 
unterschiedlicher Population der beiden Isomere kann 
jedoch nur die gauche-Form in den PE-Spektren beobach- 
tet werden[4d. 'I. 

Abbildung 1 zeigt die PE-Spektren der Allylhalogenide, 
Abbildung 2 das daraus und aus dem PE-Spektrum von 
 proper^'^"' abgeleitete Korrelationsdiagramm. ni  ist das 
oberste besetzte n-MO (antibindende Kombination von 
Vinyl-nMO und einer n-Kombination der CH,X-Bin- 
dungen). o koppelt den Vinyl-Teil mit dem Substituenten 
CH,X. cr2 und o3 sind vorwiegend in CH,X lokalisiert, 
wobei o3 das C-X-bindende MO ist. n, und n, sind die 
MOs der einsamen Elektronenpaare der Halogenatome ; 
sie sind durch Spin-Bahn-Kopplung aufge~palten[~'. 

Wir betrachten nun die nl-MOs. Die elektronischen Wech- 
selwirkungen zwischen dem Vinyl-sc-MO und dem Sub- 
stituenten CH,X konnen modellmal3ig durch den hyper- 

[*] Prof. Dr. A. Schweig und cand. rer. nat. H. Schmidt 
Fachbereich Physikalische Chemie der Universitat 
355 Marburg, BiegenstraBe 12 
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Abb. 1. Photoelektronenspektren von Allylfluorid (/),Allylchlorid (2), 
Allylbromid (3) und Allyljodid (4). 

14) 131 121 

Abb. 2. Korrelationsdiagramm der obersten besetzten MOs von Pro- 
pen (5 )  sowie der Allylhalogenide (I) bis (4 ) .  Die Zahlen iiber den 
Niveaus bedeuten vertikale Ionisierungspotentiale. 

konjugativen Effekt der C-X- und C-H-Bindungen (in 
der cis-Konformation nur der C-H-Bindungen) und 
durch den induktiven Effekt der Halogenatome beschrie- 
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