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DNA-Sequenzierung und Gen-Struktur (Nobel-Vortrag)[**l 

Von Walter Gilbert“’ 

DNA-Sequenzierung 

Analysieren wir die Struktur von DNA-Molekulen, so 
untersuchen wir ein fundamentales Prinzip, das allen Pro- 
zessen in lebenden Zellen zugrundeliegt. DNA ist der In- 
formationsspeicher, der letztlich die Struktur eines jeden 
Genproduktes und damit jeden Teil des Organismus be- 
stimmt. Die Basenanordnung entlang der DNA enthalt 
den kompletten Satz an Instruktionen, die das genetische 
Erbgut ausmachen. Wir sind nicht imstande, diese Instruk- 
tionen zu interpretieren; wie ein kleines Kind konnen wir 
Buchstaben identifizieren, ohne mehr als ein paar Worter 
auf jeder Seite zu verstehen. 

Ich stieB zufallig auf die chemische DNA-Sequenz- 
analyse (im Fachjargon DNA-Sequenzierung). Seit Mitte 
der sechziger Jahre konzentrierte sich meine Arbeit auf 
die Gen-Kontrolle in Bakterien; ich untersuchte ein 
spezifisches Gen-Produkt, einen Repressor, der von dem 
Regulatorgen fur das lac-Operon (ein Gen-Cluster, 
dessen Produkte den Zucker Lactose metabolisieren) 
codiert wird. Benno MiiIIer-Hill und ich isolierten und 
charakterisierten dieses Molekul wahrend der spaten sech- 
ziger Jahre; wir wiesen nach, daB dieses Protein an die 
bakterielle DNA direkt am Anfang des ersten Gens des 
aus drei Genen bestehenden Clusters, der von diesem Re- 
pressor kontrolliert wird, bindet[’,*]. In den Jahren danach 
zeigte meine Arbeitsgruppe, daB dieses Protein die RNA- 
Polymerase daran hindert, die lac-Operon-Gene in RNA 
zu kopieren. Der lac-Repressor bindet an eine spezifische 
Stelle der DNA - den Operator. Diese Tatsache nutzte ich 
zur Isolierung der DNA dieser Region; mit DNase wurde 
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die restliche DNA abhydrolysiert, und nur ein kleines 
Fragment, an das der Repressor gebunden war, blieb vor 
dem Angriff des Enzyms geschutzt. So konnte ein 25 Ba- 
senpaare enthaltendes DNA-Fragment aus den 3 Millio- 
nen Basenpaaren des Bakterienchromosoms isoliert wer- 
den. In den friihen siebziger Jahren bestimmten AIIan Ma- 
xam und ich die Sequenz dieses kleinen Fragmente~‘~~, in- 
dem wir diese DNA in kurze RNA-Fragmente transkri- 
bierten und auf diese RNA-Kopien die Sequenzierungsme- 
thoden anwandten, die Sanger et al. in den spaten sechzi- 
ger Jahren entwickelt hatten. Das war ein muhsamer Pro- 
zeB, der einige Jahre in Anspruch nahm. Als eine Studen- 
tin, Nancy Maizels, die Sequenz der ersten 63 Basen der 
messenger-RNA der lac-Operon-Gene bestimmt hatte, ent- 
deckten wir, daB der lac-Repressor sich an die DNA direkt 
vor dem Startpunkt der messenger-RNA heftetL4], an eine 
Region also, die an der Stelle liegt, an die sich auch die 
RNA-Polymerase bindet, urn die RNA-Synthese zu initi- 
ieren. Wir charakterisierten den lac-Operator weiter, in- 
dem wir eine Reihe von Mutationen (Operator-konstitutive 
Mutationen) sequenzierten, in denen die Bindung des Re- 
pressors an die DNA nicht moglich ist. Wir wollten DNA- 
Sequenzierungen in dieser Region vornehmen, um die Bin- 
dungsstelle der Polymerase zu definieren und andere Ele- 
mente des Kontrollabschnitts fur die lac-Gene kennenzu- 
lernen; diese Sequenz wurde jedoch in einem anderen La- 
bor von Dickson, Abelson, Barnes und Reznikoff be- 
stimmt[’I. Mitte der siebziger Jahre kannte ich also alle Se- 
quenzen, die mich interessierten, und meine Studenten 
(David Pribnow und John Majors) und ich versuchten, die 
Frage nach der Interaktion der RNA-Polymerase und an- 
derer Kontrollfaktoren mit der DNA zu beantworten. 

An diesem Punkt wurde durch eine neue Anregung mit 
einer anderen Versuchsreihe begonnen. Andrei Mirzabekov 
besuchte mich Anfang 1975. Sein Besuch hatte zwei Griin- 
de: Er wollte iiber seine Experimente berichten, in denen 
er mit Dimethylsulfat Guanin- und Adeninreste der DNA 
methyliert hatte; daneben wollte er mir nahelegen, ein 
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ahnliches Experiment rnit der DNA-Region, die den lac- 
Repressor bindet, durchzufiihren. Dimethylsulfat methy- 
liert die Guaninreste nur in der Position N7, die Adeninre- 
ste nur in der Position N3; diese Positionen sind in der 
groljen bzw. kleinen Rille der DNA-Doppelhelix exponiert 
(Abb. 1 ) .  Mirzubekoo hatte versucht, diese Eigenschaften 
zu nutzen, um die Lage von Histonen und bestimmten An- 
tibiotica am DNA-Molekul zu bestimmen, indem er beob- 
achtete, wo die Einfuhrung radioaktiver Methylgruppen in 
Guanin- und Adeninreste innerhalb der gesamten DNA 
blockiert war. Er drangte mich, diese Rillenspezifitat zu 
nutzen, um etwas uber die Wechselwirkung zwischen lac- 
Repressor und lac-Operator zu erfahren. Die verfiigbare 
Menge an lac-Operator war jedoch extrem klein; auBer- 
dem schien es unmoglich, Aussagen uber das Protein auf 
der DNA machen zu konnen, indem man die Basen der 
Sequenz bestimmte, die durch das Protein gegen den An- 
griff des Dimethylsulfates geschutzt waren. 
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Abb. I. Die methylierten Basenpaare Cytosin-Guanin und Thymin-Adenin. 
Die Abbildung zeigt oben das Basenpaar Cytosin-Guanin, das an der Posi- 
lion N7 des Guanins methyliert ist. Unten ist das Basenpaar Thymin-Adenin 
zu sehen, das an der Position N3 des Adenins methyliert ist. Die obere Re- 
gion jedes Basenpaares ist in der groBen Rille der DNA exponiert. Die un- 
tere Region jedes Basenpaares liegt zwischen den Zucker-Phosphat-Gerilsten 
in  der kleinen Rille der DNA-Doppelhelix. 

Erst nach dem zweiten Besuch von Mirzubekoo kristalli- 
sierte sich eine Idee heraus. Er, ich, Allan Muxum und Juy 
Grallu aBen gemeinsam zu Mittag. Wahrend unserer Un- 
terhaltung fie1 mir das Experiment ein, das unserer Se- 
quenzierungsmethode letztlich zugrunde liegt. Wir wufiten, 
wir konnen ein definiertes DNA-Fragment - 55 Basen- 
paare lang - erhalten, das etwa in der Mitte die Region 
tragt, an die der lac-Repressor bindet. Dieses Fragment 
Ialjt sich durch aufeinanderfolgendes Spalten der DNA 
mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen herstellen; 
jedes Enzym definiert ein Ende des Fragmentes (Abb. 2). 
Zweitens wuljte ich, daI3 jede methylierte Base der DNA 
durch Erhitzen abgespalten werden kann. Danach wurde 
die DNA-Kette nur noch durch einen Zuckerrest zusam- 
mengehalten; durch alkalische Hydrolyse liefie sich dann 
prinzipiell der DNA-Strang an dieser Stelle brechen. Ich 
vermutete, dalj wir, wenn wir ein Ende des DNA-Frag- 
mentes mit radioaktivem Phosphat markierten, den Ort der 
Methylierung durch ,,Messen" der Distanz zwischen dem 
markierten Ende und dem Spaltort bestimmen konnten. 
Die markierten DNA-Stiicke sollten sich folgendermaBen 
herstellen lassen: Ein DNA-Fragment, das durch ein Re- 
striktionsenzym aus der DNA ,,herausgeschnitten" wird, 
ware an beiden Enden zu markieren; nach Spaltung mit ei- 
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Abb. 2. Verfahren zur Gewinnung doppelstrangiger DNA-Fragmente, die 
nur an einem Ende eines Stranges markiert sind. Die Abbildung zeigt die 
Restriktionstellen fiir die Enzyme A h 1  (an AG/CT), Hpa (an U C G G ;  das 
Enzym hinterliOt ungleiche Enden) und Hue; die Stellen fur A h 1  und Hpa 
befinden sich in der NBhe des lac-Operators. Der lac-Repressor ist an die 
DNA gebunden. Wir k6nnen durch folgende Schritte ein DNA-Fragment 
isolieren. das die Bindungsstelle fur den Repressor enthilt und nur an einem 
Ende eines Stranges markiert ist; zuerst wird die DNA dieser Region durch 
das Enzym A h 1  gespalten, dann werden durch die Polynucleotid-Kinase die 
5'-Enden beider DNA-Strange mit radioaktivem "P markiert und schlieBlich 
wird mit dem Enzym Hpa gespalten. 

nem zweiten Restriktionsenzym blieben zwei (aufgrund ih- 
rer unterschiedlichen Lange durch Elektrophorese in Poly- 
acrylamid-Gelen) voneinander trennbare, a n  nur einem 
Ende markierte Doppelstrang-Fragmente ubrig. Mit die- 
sem Verfahren konnte durch die Polynucleotid-Kinase das 
5'-Ende von einem der DNA-Strange des Fragmentes, das 
den Operator tragt, markiert werden, wahrend das 3'-Ende 
unmarkiert bliebe (Abb. 2). Wenn wir dann die D N A  mit 
Dimethylsulfat so modifizierten, so da13 nur einige der 
Adenin- und Guaninreste methyliert wurden, anschlieeend 
erhitzten und danach die DNA alkalisch an den depuri- 
nierten Stellen spalteten, erhielten wir neben anderen 
Fragmenten ein markiertes Bruchstuck, das sich vom 
Punkt der Markierung bis zur ersten Bruchstelle erstreckte. 
Abbildung 3 illustriert diese Idee. Alle Fragmente des an- 
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Abb. 3. Skizzenhafte Darstellung des Verfahrens zur Herstellung von DNA- 
Fragmenten durch Spalten der DNA an Guaninresten. Stellen wir uns einen 
DNA-Strang vor, der an einem Ende markiert ist, und in dem wir vereinzelte 
Guaninreste durch Methylierung mit Dimethylsulfat modifizieren. Durch Er- 
hitzen der DNA werden diese Guaninreste aus dem DNA-Strang entfemt; 
an der Stelle bleibt ein Zuckerrest zurllck. Die DNA kann dann an dieser Po- 
sition gespalten werden, und die Fragmente werden schlieOlich nach Gr6Be 
getrennt; die Lgnge des Fragmentes, das radioaktiv markiert ist und somit 
nachgewiesen werden kann, gibt Auskunft fiber die Position des modifitier- 
ten Guanins. 
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deren Stranges waren unmarkiert, ebenso alle Fragmente, 
die aus dem Teil jenseits der ersten Bruchstelle entstunden. 
Trennten wir diese Fragmente nach ihrer Lange, wie es 
prinzipiell durch Elektrophorese in Polyacrylamid-Gelen 
moglich ist, dann konnten wir die markierten Fragmente 
der bekannten Sequenz zuordnen und auf diese Weise je- 
des Guanin und Adenin des Operators identifizieren, das 
methyliert worden war. Wenn wir diese Modifikation in 
Anwesenheit des - an das DNA-Fragment gebundenen - 
lac-Repressors durchfuhrten, und wenn der Repressor 
nahe an einem N7 eines Guanins Iage, dann wurden wir 
die DNA an dieser Base nicht modifizieren, und das ent- 
sprechende Fragment tauchte im analytischen Muster 
nicht auf. 

Ich begab mich an die Durchfuhrung dieses Experimen- 
tes. Allan Maxam stellte die markierten DNA-Fragmente 
her, und ich begann das Modifizieren und Spalten von 
DNA zu erlernen. Dazu mufiten das Abspalten der Basen 
aus der DNA und die zum Strangbruch fuhrenden Schritte 
getrennt untersucht werden. Abbildung 4 zeigt die Ergeb- 
nisse des gesamten Experimentes : Ein Autoradiogramm 
des Elektrophorese-Musters enthalt eine Reihe von Ban- 
den, die von Fragmenten hervorgerufen werden, deren 
GroBe von oben nach unten abnimmt; jede Bande ist die 
Folge einer DNA-Spaltung an einem Adenin- oder Gua- 
ninrest. Wird das DNA-Fragment mit Dimethylsulfat in 
Anwesenheit des Repressors umgesetzt, so entsteht ein 
ahnliches Muster, dem jedoch einige Banden fehlen (Reihe 
1 im Vergleich zu Reihe 2 in Abb. 4). Das Experiment war 
insofern ein deutlicher Erfolg, als die Anwesenheit des 
Repressors den Angriff von Dimethylsulfat auf einige 
Guanin- und Adeninreste des Operators verhinderteC6'. Ich 
hoffte, die Auftrennung nach der GroBe sei genau genug, 
um die Zuordnung einer jeden Bande im Muster zu einer 
spezifischen Base zu erlauben. Das erwies sich als zutref- 
fend, d a  die Abstande im Verteilungsmuster und das Vor- 
handensein von hellen und dunklen Banden - die dunklen 
Banden entsprachen den Guaninresten, die hellen den 
Adeninresten - hinreichend charakteristisch waren, um 
beide zu korrelieren. Die Guaninreste reagieren etwa fiinf- 
ma1 so schnell rnit Dimethylsulfat wie die Adeninreste, 
wahrend methylierte Adeninreste durch Erhitzen schneller 
als methylierte Guaninreste aus der DNA entfernt werden; 
der Unterschied der Intensitaten als Funktion der Dauer 
der Hitzeeinwirkung konnte genutzt werden, um jede Base 
eindeutig zuzuordnen. Das Gel-Muster ist so deutlich, daB 
selbst Fragmente, die sich in der Lange nur durch eine 
Base unterscheiden, gut getrennte Banden ergeben. Zu die- 
sem Zeitpunkt war klar, daB mit dieser Technik die Ade- 
nin- und Guaninreste in DNA-Fragmenten, die aus etwa 
40 Nucleotiden bestehen, bestimmt werden konnen. Durch 
Identifizierung der Purine in den beiden komplementaren 
Strangen verfiigt man prinzipiell uber eine vollstandige Se- 
quenzierungsmethode (vgl. Abb. 4). 

Wir hatten nun eine Methode, mit der wir Adenin- und 
Guaninreste bestimmen und voneinander unterscheiden 
konnten; wurden wir Reaktionen finden, rnit denen sich 
Cytosin- und Thyminreste charakterisieren lassen? Allan 
Maxam und ich beschaftigen uns mit diesem Problem. 
(Zunachst jedoch untersuchten wir eine zweite Bindungs- 
stelle fur den lac-Repressor, die einige Hundert Basen ent- 
fernt im ersten Gen des Operons liegt. Diese Bindungs- 

stelle hat keine physiologische Funktion. Wir konnten sie 
in einem Restriktionsfragment lokalisieren, rnit dem wir 
das ,,Methylierungs-Schutz-Experiment" wiederholten 
und die Basen identifizierten, die durch den lac-Repressor 
geschiitzt waren. Ich benutzte das Methylierungs-Muster, 
urn die Positionen der Adenin- und Guaninreste der unbe- 
kannten DNA-Sequenz vorherzusagen. Allan Maxam se- 

Abb. 4. ,,Methylierungs-Schutz-Experiment" mit dem lac-Repressor. Die 
Reihen zeigen das Spaltungsmuster fur jeden Strang des 53-55 Basen enthal- 
tenden Fragmentes, das den lac-Operator trfigt. Die zweite Reihe von links 
reprasentiert die DNA (sie wurde am 5'-Ende des 53 Basen langen Stranges 
markiert), die mit Dimethylsulfat umgesetzt, erhitzt und dann durch ein alka- 
lisches Reagens gespalten wurde. Die dunklen Banden entsprechen Briichen 
an Guaninresten; die hellen Banden entsprechen Briichen an Adeninresten. 
Die zweite Reihe ist von unten zu lesen: 

-G-GAA--G--A--.G..-A-AA-.--A-A-AA-A-A-,,, 

Die erste Reihe zeigt das gleiche doppelstrangige DNA-Stuck, das in Gegen- 
wart des lac-Repressors mit Dimethylsulfat umgesetzt wurde. Der Repressor 
verhindert die Reaktion von Dimethylsulfat mit dem Guaninrest, dessen 
Bande sich im Muster der 2. Reihe am Ende des unteren Drittels befindet; er 
blockiert auch die Reaktion mit den beiden Adeninresten, deren Bande im 
oberen Drittel des Musters erscheint; diese beiden Banden reprasentieren 
Fragmente, die sich in der Lange nur durch eine Base unterscheiden und 30 
bzw. 31 Basen enthalten. Die rechte Seite des Autoradiogramms wurde durch 
das gleiche Experiment erhalten, nur befand sich die Markierung am Ende 
des anderen DNA-Stranges. Dem Muster rechts auBen entspricht die Se- 
quenz: 

-G-G-GGAA--G-GAG-GGA-AA-AA--- . . . 

quenzierte dann mit der ,,wandering-spot"-Methode von 
Sanger et al. die DNA-Region, um unsere Vorhersage zu 
verifizieren.) Allan Maxam tat dann den nachsten Schritt. 
Wir wufiten, daB Hydrazin die Cytosin- und Thyminreste 
der DNA angreift und sie entweder zerstort oder unter Hy- 
drazonbildung eliminiert, so daB eine Reaktion rnit Benz- 
aldehyd und danach mit einem alkalischen Reagens (oder 
eine Umsetzung rnit einem Amin) die DNA an den bescha- 
digten Stellen spalten wurde. So erhielten wir zwar bald 
ein ahnliches Muster, die DNA wurde aber gleichermafien 
sowohl an Cytosin als auch an Thymin gespalten. Allan 
Maxam fand dann, daB die Thyminreste nicht mehr rea- 
gierten, wenn man dem 1 5 ~  Hydrazin l mol/L Kochsalz 
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zusetzte. Beide Reaktionen zusammen ermoglichten die 
Unterscheidung und Positionsbestimmung der Thymin- 
und Cytosinreste in der DNA-Sequenz und vervollstandig- 
ten damit unsere Methode. Um die Unterscheidung zwi- 
schen den Purinen zu verbessern und um zusatzliche Infor- 
mationen zu erhalten, die die Sequenzierung gegen Fehler 
absichern wurden, nutzten wir die Tatsache, da8 die me- 
thylierten Adenosinreste in saurem Milieu schneller depu- 
rinieren, so da13 bevorzugt Adenosin freigesetzt wird. Wir 
hatten also vier Reaktionen zur Verfiigung: eine fur die As, 
eine bevorzugt fur die Gs, eine fur die Cs und Ts sowie 
eine fur die Cs; die Ts wurden durch Vergleich bestimmt. 
Dieser Arbeitsabschnitt war nach einigen Monaten been- 
det. Als wir die Sequenzierung auf Fragmente rnit bis zu 
100 Basen ausdehnten und den Auflosungsbereich des 
Gels entsprechend vergroBerten, stellten wir fest, da8  die 
Spaltung an den Pyrimidinen nicht zufriedenstellend war; 
die Folge dieser unvollstandigen Spaltung waren Iangere 
Fragmente rnit einer Reihe interner Schadigungen, die ein 
verschwommenes Muster erzeugten. Nach vielen Monaten 
der Suche konnte eine Losung gefunden werden: Das pri- 
mare Amin Anilin verdrangt die Produkte der Umsetzung 
rnit Hydrazin und entfernt durch P-Eliminierung den Phos- 
phatrest aus der 3‘-Position des Zuckers; der andere Phos- 
phatrest wird nicht freigesetzt. Das Laufverhalten eines 
DNA-Fragmentes rnit blockiertem 3’-Phosphat, das einen 
Zucker-Anilin-Rest enthalt, unterscheidet sich von dem 
der Ketten aus den anderen Reaktionen, die rnit freiem 
Phosphat enden. Das sekundare Amin Piperidin ist noch 
effektiver und bewirkt sowohl P-Eliminierungen als auch 
die Eliminierung aller Abbauprodukte der Hydrazin-Reak- 
tion aus dem Zucker. Dieses Reagens vervollstandigte die 
Techniken zur DNA-Seq~enzierung~’]. Obwohl die Ausar- 
beitung von Details weitere neun Monate in Anspruch 
nahm, teilten wir das Verfahren anderen Gruppen mit, die 
die Methoden benutzen wollten. Abbildung 5 zeigt ein Se- 
quenzierungsmuster aus der Zeit urn 1978, das wahrend 
der in [‘I beschriebenen Arbeit erhalten wurde. Abbildung 6 
zeigt an zwei Beispielen den Reaktion~ablauf~’~. 

Der Sinn dieser chemischen Methode ist es, den Angriff 
in zwei Schritte zu unterteilen. Im ersten Schritt benutzen 
wir ein spezifisches Reagens fur die jeweilige Base, aber 
wir fuhren dessen Reaktion rnit dem DNA-Fragment so 
durch, da8 nur etwa eine Base aus den Hunderten der 
moglichen Angriffsorte in jedem DNA-Fragment modifi- 
ziert wird. So kann die Reaktion im Bereich grol3ter Spezi- 
fitat eingesetzt werden: Nur die sehr friihen Stadien einer 
chemischen Reaktion laufen ab. Der zweite Schritt, die 
Spaltung des DNA-Stranges, mu13 vollstandig sein. Da der 
Angriffsort schon durch die Modifikation im ersten Schritt 
von den anderen Basen der DNA-Kette unterschieden ist, 
konnen wir die Umsetzung unter extremen Bedingungen 
durchfuhren und einen vollstandigen Umsatz enielen. Die 
Folge ist ein sauberer Bruch, durch den ein Fragment ohne 
versteckte Schadigung entsteht. Die Banden verschwim- 
men daher nicht, und so konnen Fragmente klar korreliert 
werden, deren Mobilitat sich nur wenig unterscheidet. 
(Schon ein Faktor 10 fur die Spezifitat genugt, um die Se- 
quenz eindeutig abzulesen.) 

Die Technik[’] wurde in der Zwischenzeit weiterentwik- 
kelt; die Guanin-Reaktion wurde modifiziert und die Di- 
methylsulfat-Adenosin-Reaktion durch eine direkte Depu- 

* 
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A 

Abb. 5. Sequenzierungsmuster aus der Zeit um 1978. Die Produkte aus vier 
verschiedenen chemischen Reaktionen von DNA-Fragmenten, bestehend 
aus etwa 150 Basen, werden elektrophoretisch in einem Polyacrylamid-Gel 
getrennt; drei Proben ergeben drei Muster-Sets, die verschieden weit durch 
das Gel gewandert sind. Die jeweils vier Reihen entsprechen den vier Reak- 
tionen, durch die die DNA gespalten wird: 1) hauptskhlich an den Adenin- 
resten, 2) nur an den Guaninresten, 3) an den Cytosin-, aber nicht an den 
Thyminresten, 4) sowohl an den Cytosin- als auch an den Thyminresten. Die 
kurzesten Fragmente rufen die Banden unten rechts hervor, und die Sequenz 
wird im Gel von unten nach oben abgelesen: Als erste ist die Bande in der 
linken Reihe erkennbar, die einem A entspricht; eine Bande, die in den bei- 
den rechten Reihen auftritt, riihrt von einem C her; eine Bande, die nur in 
der Reihe auDen rechts erscheint, entspricht einem T; eine Bande in der lin- 
ken Reihe entspricht einem A usw. Nachdem man so weit wie moglich abge- 
lesen hat, wird die Sequenzierung mit den Banden links im Gel und dann mit 
dem Muster in der Mitte des Gels fortgesetzt. Aus der Photographie kann di- 
rekt die gesamte Sequenz des Fragmentes abgelesen werden. Das Fragment 
stammt aus dem Teil des Genoms, das die variable Region der leichten h- 
Kette des Mause-Immunoglobulins codiert [8]. 

rinierung, die sowohl Adenin- als auch Guaninreste frei- 
setzt, ersetzt. Diese Veranderungen und die Einfiihrung ei- 
nes sehr dunnen Gels durch die Arbeitsgruppe von San- 
ger[’’l ermoglichen gegenwartig die Sequenzierung von 200- 
400 Basen vom Markierungspunkt an. Die chemische Auf- 
arbeitung, die Gelelektrophorese und die Autoradiogra- 
phie sind die weniger zeitaufwendigen Teile des gesamten 
Prozesses. Die meiste Zeit bei der Sequenzierung von 
DNA erfordert die Herstellung der DNA-Fragmente und 
die Ausarbeitung einer Strategie. Die Moglichkeit, einige 
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Abh. 6. Beispiele fur die DNA-spaltenden chemischen Reaktionen. - Oben: Spaltung an Guaninresten. Diese werden erst mit Dimethylsulfat 
methyliert. Der Imidazolring wird alkalisch getiffnet; durch gleichzeitige Umsetzung mit Piperidin wird die Base verdrgngt, und es werden 
zwei p-Eliminierungen ausgelost, durch die beide Phosphatreste vom Zucker ahgespalten werden, was zum Bruch der DNA fiihrt. Es bleiben 
ein 3'-Phosphat und ein Y-Phosphat zuriick. - Unten: Angriff des Hydrazins auf einen Thyminrest, wodurch die DNA an den Pyrimidinba- 
sen gespalten wird. 

hundert Basen der DNA auf einen Blick abzulesen, ist nur 
teilweise der Grund fur die Schnelligkeit der Sequenzie- 
rung. Wichtiger ist, da8 ein geradliniges Vorgehen ermog- 
licht wird: Anstatt zufallige Sequenzen zu bestimmen, 
kann man an einem Ende der Restriktionskarte beginnen 
und weiter entlang eines Genes sequenzieren, - oder gar 
wahrend des Sequenzierens erst die Restriktionskarte auf- 
stellen. 

Die erste Bestimmung einer langen Sequenz wurde von 
einem Studenten, Phillip Farabaugh, durchgefuhrt, der mit 
den neuen Techniken das Gen fur den lac-Repressor se- 
quenzierte" 'I. Die Aminosaure-Sequenz dieses Gen-Pro- 
duktes wurde in den friihen siebziger Jahren von Beyreu- 

rher et a1.1'21 erarbeitet. So war es ihm mbglich, schnell (in 
ein paar Monaten) die DNA zu sequenzieren. Die DNA- 
Sequenz zeigte, darj die Proteinsequenzierung fehlerhaft 
war; an einer Stelle fehlten zwei, an einer anderen elf Ami- 
nosauren. Da das Protein aus 360 Aminosauren zusam- 
mengesetzt ist, mul3te er ein Gen, das aus 1080 Basen be- 
steht, untersuchen. DNA-Sequenzierung ist schneller und 
exakter als Protein-Sequenzierung, weil die DNA ein li- 
nearer Informationsspeicher ist. Da sich alle Restriktions- 
fragmente chemisch gleich verhalten und sich nur durch 
ihre Lange unterscheiden, konnen sie nicht verlorengehen, 
es sei denn, sie sind sehr klein. Durch ein Sequenzieren 
auch der uberlappenden Teile der DNA-Fragmente kann 
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eine eindeutige Reihenfolge aufgestellt werden. Proteine 
hingegen bestehen aus einer Kette von Aminosauren, die 
sich chemisch mitunter sehr unterscheiden und von der 
Natur kombiniert werden, um eine Vielfalt von Strukturen 
zu schaffen. Wenn ein Protein zerlegt wird, konnen die 
Fragmente unterschiedliche Eigenschaften haben; einige 
sind schwerloslich, andere sogar vollkommen unauffind- 
bar. Es ist nicht einfach, die Ubersicht uber den Gesamtge- 
halt an Aminosauren und die Reihenfolge der Fragmente 
zu behalten; bei der DNA kann dagegen die Lange der Re- 
striktionsfragmente ohne Schwierigkeit ,,gemessen" wer- 
den. 

Jejyrey Miller et al. untersuchten sehr genau die Haufig- 
keit von Mutationen im Gen fur den lac-Repressor. An 
drei Stellen im Gen (,,hotspots") treten Mutationen etwa 
zehnmal so haufig auf wie an anderen Stellen. Durch 
DNA-Sequenzierung konnte gezeigt werden, daB an jeder 
der Stellen die modifizierte Base 5-Methylcytosin in der 
Sequenz v ~ r k o m m t [ ' ~ ~ .  (Durch chemische Sequenzierung 
kann die Anwesenheit von 5-Methylcytosin direkt nachge- 
wiesen werden, da  diese Base aufgrund der Methylgruppe 
mit Hydrazin nicht reagiert. Ihr Platz in der Sequenz bleibt 
frei, und im anderen Strang findet man ein Guanin.) Die 
hohe Mutationsrate ist durch Umwandlung zu einem Thy- 
minrest bedingt. 5-Methylcytosin taucht selten in der DNA 
auf, was darauf hindeutet, daB es ein Mutagen ist. Was 
konnte die Erklarung sein? Desaminierung von Cytosin zu 
Uracil ist ein naturlicher Proze13, der, tritt er in der DNA 
auf, zu einer Mutation fuhren kann. Dies wird meistens 
dadurch verhindert, daB die DNA von einem Enzym abge- 
tastet und auf Desoxyuridin gepriift wird[I4]. Wenn es diese 
Base in der DNA findet, ob sie an ihren jeweiligen Ort 
pal3t oder nicht, spaltet es die glycosylische Bindung und 
entfernt das Uracil. Diese Pyrimidin-freie Stelle wird von 
einem anderen Enzymsystem als Defekt erkannt und repa- 
riert. 5-Methylcytosin wird jedoch zu Thymin desaminiert 
- einem naturlichen Bestandteil der DNA. Nach dem Re- 
paratur- und Resyntheseschritt hat sich eine Umwandlung 
ergeben. All das erklart, warum Thymin in der DNA vor- 
kommt: Die zusatzliche Methylgruppe dient dazu, die Fol- 
gen der naturlichen Desaminierung, d. h. die Mutationsra- 
te, zu unterdrucken. 

Um herauszufinden, wie leicht und genau die DNA-Se- 
quenzierung war, bat ich einen Studenten, Gregor Sutcliffe, 
das Gen fur Ampicillin-Resistenz in E. coii, das P-Lactam- 
ase-Gen, zu sequenzieren. Dieses Gen befindet sich in vie- 
len Plasmiden, einschlieBlich dem kleinen kiinstlichen 
Plasmid pBR322 in E.  coli. Er kannte nur das ungefahre 
Molekulargewicht des Proteins und wuBte, da13 das Gen 
durch einen bestimmten Restriktionsschnitt im Plasmid 
inaktiviert wurde. Er hatte keine Erfahrung rnit der Se- 
quenzierung von DNA als er mit der Analyse dieses Gens 
begann. Nach sieben Monaten hatte er etwa 1000 Basen 
der doppelstrangigen DNA identifiziert, indem er erst ei- 
nen Strang sequenzierte und danach zur Bestatigung des 
Resultats den anderen. Ein aufierordentlich langes Lesera- 
ster bestimmte die Sequenz des Proteinproduktes dieses 
Gens - ein Protein bestehend aus 286 Amin~sauren[' '~. Wir 
hielten die DNA-Sequenz fur eindeutig. Gliicklicherweise 
standen uns aus dem Labor von Ambler Informationen 
uber Teilsequenzen des Proteins zur Verfugung, die dort in 
jahrelanger Arbeit mit dem Ziel der Sequenzierung der P- 

Lactamase erhalten worden waren[I6]. Diese Information 
war zwar nicht ausreichend, um die Proteinsequenz direkt 
zu bestimmen, aber doch hinreichend, um die Voraussage 
durch die DNA-Sequenzierung zu bestatigen. SutcZgfe be- 
geisterte sich sehr fur die Sache und sequenzierte den Rest 
des Plasmides pBR322 innerhalb der folgenden sechs Mo- 
nate, um seine Doktorarbeit zu beenden. Um sicher zu ge- 
hen, sequenzierte er beide Strange des 4362 Basenpaare 
umfassenden plasm id^["^. Die chemische Sequenzierung 
ist in der Regel eindeutig; nur gelegentlich auftretende 
charakteristische Eigenschaften der DNA-Fragmente 
selbst verursachen eine anomale Mobilitat bei der Gelelek- 
trophorese. Je langer die analysierten Strange werden, de- 
sto eher kann sich eine Haarnadelschleife (,,hairpin-loop") 
am Ende des Fragmentes bilden, wenn die Sequenzen hin- 
reichend komplementar sind. Gelangt man bei der Frag- 
mentierung des Molekuls in diesen Teil, dann verringert 
sich die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente nicht 
mehr mit zunehmender Lange, sondern einige Molekule 
bewegen sich auch abweichend. Dieses Phanomen wird 
Kompression genannt, da  die Banden auf dem Autoradio- 
gramm naher zusammenriicken oder gar uberlappen und 
so eine oder mehrere Basen unentdeckt bleiben. Dieser sel- 
tene Fall tritt im Durchschnitt nach jeder tausendsten Base 
ein. Um das zu vermeiden, wird der komplementare Strang 
in der umgekehrten Richtung sequenziert (oder derselbe 
Strang in der chemisch umgekehrten Richtung), d a  dann 
die Haarnadel in einer anderen Region der Sequenz ent- 
steht und die Kompression daher auch an einer anderen 
Stelle eintritt. Werden beide Strange der DNA-Helix se- 
quenziert, dann ist die Sequenz eindeutig. 

Die Struktur von Genen 

Die ersten Gene, die sequenziert wurden - sie stammten 
aus Bakterien -, zeigten die erwartete Struktur: Ihre DNA 
besteht aus einer kontinuierlichen Reihe von Codons, die 
zwischen einem Initiationssignal und einem der Termina- 
tionssignale liegen. Vor dem Startpunkt der DNA-Tran- 
skription befindet sich eine Region mit Sequenzhomologie, 
die rnit der RNA-Polymerase eine Wechselwirkung ein- 
geht ; diese Pribnow-Box genannte Sequenz befindet sich 
eine Helix-Windung vor der Anfangsbase fur die messen- 
ger-RNA. Eine weitere Wechselwirkung rnit der RNA-Po- 
lymerase besteht an einer anderen Homologieregion, die 
35 Basen vor dem Start liegt. Das bakterielle Gen war also 
definiert durch seine Bindungsstelle fur die RNA-Polyme- 
rase und durch weitere Bindungsstellen fur Repressoren 
und Aktivator-Proteine, die in der Nahe der Polymerase- 
bindenden Region lokalisiert sind. Alternativ konnte die 
Transkription auch durch Kontrolle der Terminations- 
funktionen geregelt werden: Neue Proteine oder eine ele- 
gante Translationskontrolle[181 konnten entscheiden, ob die 
Polymerase uber ein Stop-Signal hinweg in ein neues Gen 
weiterliest. 

Als durch Rekombinationstechniken die ersten Gene 
aus Wirbeltieren in Bakterien eingefuhrt und sequenziert 
wurden, entdeckte man eine vollig andere Struktur. Die 
G l ~ b i n - ~ ' ~ , ~ ~ ~ ,  Immunoglobulin-~2'~ und Albumin-~221codie- 
renden Sequenzen bilden keine kontinuierliche Codonrei- 
he, sondern sie werden von groBen Strecken nicht codie- 

1042 Angew. Chem. 93. 1037-1046 (1981) 



render DNA unterbrochen. Die Entdeckung des RNA- 
SpleiBens in Adenovirus durch Sharp et al.[231 und durch 
Broker und Roberts et aLc2'] beseitigte noch vorhandene 
Zweifel an derartigen Strukturen. Sie zeigten, daB nach der 
Transkription von DNA in RNA diese RNA gespleiBt 
wird: Einige Stucke werden herausgeschnitten, und die 
verbleibenden Abschnitte werden durch einen noch unbe- 
kannten enzymatischen ProzeB wieder verbunden. Die 
ex on^[^'] - DNA-Regionen, die exprimiert werden - sind 
voneinander durch Introns - DNA-Regionen, die inner- 
halb der genetischen Elemente liegen, deren Transkripte 
aber ,,herausgespleifit" werden - getrennt. Abbildung 7 

T 
Abb. 7. Eine Transkriptions-Einheit mit alternierenden Exons und Introns. 
Das ganze Gen, eine Transkriptions-Einheit, wird kopiert; die entstehende 
RNA endet mi1 einer poly(A)-Region. Die Teile, die den Introns entspre- 
chen, werden herausgespleiBt und hinterlassen eine reife messenger-RNA, 
die aus drei Exons besteht, d. h. aus den Regionen, die exprimiert werden. 

zeigt diesen Vorgang: Das urspriingliche Transkript eines 
Gens (heute wird es Transkriptions-Einheit genannt) wird 
mehrere Male gespleiot, bevor es als reife mRNA im Cy- 
toplasma in Aktion tritt. Abbildung 8 zeigt einige Beispie- 
le. Vertebraten-Gene konnen viele - 8, 15 oder sogar 50 - 
E ~ o n s [ ~ ~ * ~ ~ ~  enthalten; es sind meistens kurze codierende 
DNA-Stucke, die durch mehrere Hundert oder gar meh- 
rere Tausend Basenpaare - die Introns - voneinander ge- 
trennt werden. Mit den schnellen Sequenzierungsverfahren 
konnen wir zwar die DNA-Sequenz jeder dieser komple- 
xen Gen-Strukturen bestimmen; aber konnen wir sie auch 
verstehen? 

1) Globin 

2 )  Ig-leichte Kette - II I 

3) Ig-schwere Kette 

Abb. 8. Beispiele fiir die Intron-Exon-Struktur einiger Gene. 1) Das Gen fur 
Globin wird durch zwei Introns in drei Exons aufgeteilt [ZO]. 2) Das funktio- 
nelle Gen fiir die leichte h-Kette des Immunoglobulins in einer Myeloma- 
Zelle besteht aus einem kurzen Exon, das der hydrophoben ,,leader"-Se- 
quenz entspricht, einem Exon fur die V-Region und weiter - nach einem In- 
tron aus einigen tausend Basen - einem Exon, das die 112 Aminosiuren der 
konstanten Region codiert 1261. 3) Ein typisches Gen fiir die schwere y-Kette 
des Immunoglobulins 127, 281. Das reife Gen besteht aus dem Exon fur eine 
hydrophobe ,,leader"-Sequenz. einem Exon, das der variablen Region ent- 
spricht und - nach einem langen Intron - aus einer Reihe von Exons; von 
denen codiert das erste die erste Domgne der konstanten Region, das zweite 
einen 15 Aminoshren enthaltenden Briickenbereich (,,hinge-Region"), das 
dritte und vierte die zweite bzw. dritte Domane der konstanten Region. 

Verallgemeinernd kann gesagt werden, daB Gene von 
Prokaryoten uber kontinuierliche codierende Sequenzen 
verfugen, wahrend die Gene hoherer Eukaryoten durch 
eine komplexe ExonAntron-Struktur charakterisiert sind. 
Die einfachsten Eukaryoten, z. B. Hefe, haben wenige In- 
trons, hohere Eukaryoten besitzen Gene, die ofter unter- 
brochen sind. (Hefe-Mitochondrien verfiigen uber Introns, 
sind sie eine Ausnahme?) Erreichen die Intron-Exon- 
Strukturen immer groBere Komplexitat, je mehr wir uns 
den Vertebraten nahern, oder sind die niederen Invertebra- 
ten und die Prokaryoten durch den Verlust an praexistie- 
renden Intron-Exon-Strukturen gekennzeichnet? Nach der 
einen Ansicht ist das SpleiBen eine Adaptation, die fur ho- 
her entwickelte Organismen unumganglich ist. Nach der 
anderen Auffassung geht das SpleiBen verloren, wenn sich 
der Organismus vereinfacht und seine DNA moglichst 
schnell replizieren will, um in kurzer Zeit mehr Generatio- 
nen zu produzieren; er ware so unter einem Selektions- 
druck gezwungen, seinen Gehalt an DNA zu begren- 
zen13'J. 

Welche Rolle kann diese allgemein verbreitete Intron- 
Exon-Struktur in den Genen hoherer Organismen spielen? 
Obwohl die meisten der untersuchten Gene diese Struktur 
aufweisen, gibt es zwei bemerkenswerte Ausnahmen : die 
Gene fur die Histone und die fur die Interferone. Das deu- 
tet darauf hin, daB die Introns nicht essentiell sind, und 
daB das Spleifien nicht unbedingt erforderlich ist, um ein 
Gen in Saugetierzellen zu exprimieren. Obwohl Versuchs- 
ergebnisse darauf hinweisen, dafi einige messenger-RNAs 
mindestens einmal gespleifit werden mussen, um expri- 
miert zu werden, gibt es keinen Beweis dafur, daB mehr- 
maliges Spleifien immer notwendig ist. In der Ratte gibt es 
zwei Gene fur Insulin, die sich durch ihre Anzahl an In- 
trons unterscheiden; beide werden exprimiert - ein Zei- 
chen dafur, daB das Intron, welches die codierende Region 
des einen Gens teilt, keine essentielle Rolle ,,in cis" bei der 
Expression des Gens ~pielt[~']. Trotz der allgemeinen Ver- 
mutung, daB das Spleifien eine regulatorische Funktion 
ausubt, wurde bis heute kein gewebeabhangiges SpleiB- 
Muster identifiziert, aus dem auf die Existenz eines Gen- 
(oder Gewebe-)spezifischen SpleiB-Enzyms hatte geschlos- 
sen werden konnen. 

Die Introns sind vie1 langer als die Exons. Ihre DNA- 
Sequenz verandert sich rapide durch Mutationen, kleine 
Additionen und Deletionen (die Veranderungen gehen 
sehr schnell vor sich, mit der gleichen Rate wie die ,,silent 
changes" in den Codons). Es scheint, dafi nicht ihre Se- 
quenz relevant ist, sondern einfach ihre LPnge. Ihre Funk- 
tion liegt darin, die Exons auf dem Chromosom voneinan- 
der zu trennen. 

Als Folge dieser Trennung von Exons durch Introns 
kommt es zu einer grol3eren Zahl von legitimen oder illegi- 
timen Rekombinationen pro Zeiteinheit zwischen den 
ex on^'^^]. Im ZeitmaB der Evolution wird dadurch die 
Haufigkeit erhoht, mit der die Exons - sie bestimmen letzt- 
lich die Proteinstruktur - rearrangiert und neukombiniert 
werden. Man betrachte z. B. den ProzeB, durch den eine 
Domane verdoppelt wird, urn die Zwei-Domanen-Struktur 
der leichten Kette des Immunglobulins zu bilden (wird sie 
nochmals verdoppelt, dann entsteht die Vier-Domanen- 
Struktur der schweren Kette; die Kombination beider Pro- 
zesse kann zur Dreifach-Struktur des Ovomucoids fuh- 
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 en'^^]). Nach klassischer Vorstellung geschieht das durch 
ein ungleiches ,,crossing over", durch das die beiden Ko- 
pien des urspriinglichen Gens verbunden werden und da- 
nach ein Gen rnit doppelter Lange bilden. Dieser ProzeB 
setzt voraus, daB der extrem seltene Fall einer prazisen il- 
legitimen Rekombination eintritt (eine Rekombination, die 
zur Fusion von zwei DNA-Sequenzen an einer Stelle fiihrt, 
an der die Sequenzen nicht ubereinstimmen), deren Folge 
die Synthese des neuen und moglicherweise niitzlicheren 
Gen-Produktes mit doppelter Lange ist; Abbildung 9 ver- 
anschaulicht diesen ProzeO. Wird der gleiche Vorgang un- 
ter der Annahme eines allgemeinen SpleiB-Mechanismus 

a )  b) 

X X - 
------ - yuxy__ 

w 3Tr- 
Abb. 9. Ein Gen-Produkt mit doppelter LBnge entsteht durch ungleiches 
crossing over. a) Der klassische Vorgang, durch den ein Gen - es codiert eine 
einzige Polypeptidkette - seine LBnge durch ein crossing over verdoppeln 
kann. Die beiden oberen Konturen stellen zwei codierende Regionen dar, die 
durch eine illegitime Rekombination zufBllig nebeneinander zu liegen kom- 
men; dadurch wird das Carboxy-Ende (3'-Ende) der einen Kopie mit dem 
Amino-Ende (YEnde) der anderen Kopie verbunden. Dieser seltene Fall ei- 
ner illegitimen Rekombination (es gibt keine Sequenzen, die ilbereinstim- 
men) hatte, trate er phasengleich ein, ein Gen mit doppelter LBnge zur Folge; 
dieses konnte eine RNA doppelter Lange codieren, welche wiederum in ein 
Protein doppelter Lange mit sich wiederholender Domane iibersetzt wtirde. 
b) Der gleiche Vorgang mit der Maglichkeit des SpleiOens. Hier kann das un- 
gleiche crossing over iiberall hinter dem 3'-Ende der einen Gen-Kopie und 
iiberall vor dem 5'-Ende der anderen Gen-Kopie eintreten; die Folge ware 
ein Gen, das zwei Exons - getrennt durch ein langes lntron - enthielte. Ich 
vermute, daB das lange Transkript dieser Region mit niedriger Frequenz ge- 
spleiBt wird und eine reife messenger-RNA hinterlaBt, die das verdoppelte 
Protein codiert. 

betrachtet, so mu13 auch hier die Bildung eines doppelten 
Gens durch eine illegitime Rekombination eingeleitet wer- 
den; aber dieses Ma1 kann das iiberall innerhalb einer 
1000 bis 10000 Basen langen Region eintreten, wenn diese 
an das 3'-Ende einer Kopie und an das 5'-Ende der ande- 
ren Kopie anschlieRt und das Intron bildet, das die Gene 
fur die beiden Domanen trennt. Selbst ein ungeniigendes 
SpleiBen des Transkriptes dieser Region fiihrt zum Gen- 
Produkt mit doppelter Lange. Dieser ProzeB verlauft lo6- 
bis 10'mal schneller als der klassische, da die Stellen, an 
denen die Rekombination stattfinden kann, vielfaltig kom- 
binierbar sind. Wird das lange Transkript gespleiBt, kann - 
selbst bei niedriger Frequenz - ein Teil des Gen-Produktes 
synthetisiert werden. Die Evolution findet so einen schnel- 
leren Weg zur Bildung des endgiiltigen Gens: Ein schneller 
Schritt fiihrt zu einer Struktur, die einen kleinen Teil des 
brauchbaren Gen-Produktes liefert. Durch kleine Mutatio- 
nen werden bessere SpleiB-Signale gebildet und damit 
mehr Gen-Produkt. Wenn die SpleiR-Signale schon existie- 
ren, dann konnen durch Rekombination innerhalb der In- 
trons poiymere Strukturen aus einfachen Einheiten direkt 
gebildet werden. Danach ware vorauszusagen, daB poly- 
mere Strukturen, die aus einfacheren Einheiten zusam- 
mengesetzt sind, durch Gene codiert werden, in denen die 
Intron-Exon-Struktur der einfacheren Einheiten wieder- 
holt vorkommt, und diese Strukturen wiederum selbst 
durch Introns getrennt sind. Das ist in der Tat der Fall. 
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Die Haufigkeit der legitimen Rekombination zwischen 
den Exons eines Gens wird durch das Vorhandensein von 
Introns erhoht. Man stelle sich zwei Mutationen vor, die 
zu einer verbesserten Funktion fiihren, in verschiedenen 
Gen-Teilen entstehen und sich durch Selektion in einer 
Population ausbreiten. Durch homologe Rekombination 
innerhalb eines Gens konnen dann - nach klassischer An- 
sicht - beide Mutationen in einer Polypeptidkette auftau- 
chen - vorausgesetzt, sie befinden sich in einem diploiden 
Organismus. Abbildung 10 zeigt, daO dieser ProzeD auf das 
10- bis lOOfache beschleunigt werden kann, wenn die 
Exons weiter voneinander entfernt liegen. Der Effekt ist 
am starksten, wenn die Exons sich getrennt entwickeln 
konnen - wenn sie Strukturen reprasentieren, die erfolgrei- 
che Veranderungen unabhangig voneinander akkumulie- 
ren. 

Das Exon-Muster 1aBt sich verandern, indem der Initia- 
tions- oder der Terminationsort fur die RNA-Transkrip- 
tion verlegt wird; auf diese Weise werden zusatzliche 
Exons angefiigt oder Exons aus einer DNA-Region mit 
Exons aus einer anderen Region zusammengezogen. Das 
wurde im Adenovirus beobachtet und findet sich bei eini- 
gen bemerkenswerten Immunoglobulinen, bei denen 
Exons an den dem Carboxy-Ende der schweren Kette ent- 
sprechenden Genort angefiigt oder entfernt werden kon- 
nen, um das Protein zu modifizieren. Untersuchungen im 
Labor von Hood haben gezeigt, daR durch diesen ProzeR 
zwischen zwei Formen der schweren Kette eines IgM ge- 
wechselt werden Eine membrangebundene Form 
wird durch ein langeres Transkript synthetisiert, dem zwei 
zusatzliche Exons ,,angespleiBt" und ein Teil des letzten 
Exons des kiirzeren Transkriptes ,,abgespleiBt" werden. 

Abb. 10. Introns beschleunigen legtime Rekombinationen. a) Der klassische 
Vorgang, bei dem zwei Mutationen - eine in der einen Gen-Kopie nahe dem 
linken Ende, die andere in der anderen Gen-Kopie nahe dem rechten Ende - 
durch Rekombination innerhalb des homologen DNA-Stiickes, das beide 
Mutationen trennt, zusammenkommen. Durch diese Rekombination kann 
ein Gen entstehen, das beide Mutationen tragt. b) Der gleiche Vorgang in ei- 
nem Gen, in dem die Mutationen in verschiedenen Exons - sie sind durch 
ein lntron getrennt - auftreten. Hier kann die Rekombination iiberall eintre- 
ten, sowohl innerhalb des Exons, als auch innerhalb des Introns, und ein 
neues Gen, das beide Mutationen tragt, entsteht. Da die Rekombinations- 
haufigkeit direkt proportional der LBnge der DNA-Strecke zwischen den 
Mutationen ist, ist dieser Vorgang schneller. 

Durch das kiirzere Transkript wird eine Form des Proteins 
synthetisiert, die abgesondert wird. In ahnlicher Weise ist 
der Wechsel von der V-Region des IgM zu einer konstan- 
ten Region des IgD wahrscheinlich die Folge eines ande- 
ren, noch langeren Transkriptes, bei dem die Exons der V- 
Region an die Exons der neuen konstanten Region der 6- 
Klasse angefiigt werden. Diese Gen-Kombinationen wur- 
den sicherlich durch Rekombinationen in der DNA-Re- 
gion geschaffen, die letztlich zum Intron des Iangeren 
Transkriptes wurde. 

Die verbliiffendste Voraussage beziiglich evolutionarer 
Prozesse ist danach, daB die durch Exons definierten ein- 
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zelnen Elemente funktionelle Bedeutung haben, daR sie 
gruppiert und zu neuen Kombinationen zusammengefugt 
wurden, um die uns bekannten Proteine zu bilden. Aus frii- 
her gefundenen Losungen des Struktur-Funktion-Pro- 
blems wurden bestimmte Gen-Produkte ausgewahlt. Deut- 
liche Beispiele dafur sind noch immer rar. Die hydrophobe 
,,leader"-Sequenz, die den Transfer von Proteinen durch 
Membranen erlaubt, und die nach der Sekretion abgespal- 
ten wird, ist oft in besonderen Exons codiert - am auffal- 
ligsten bei den Immunoglobulinen (siehe Abb. 8), aber 
auch beim O v o m ~ c o i d ~ ~ ~ ~ .  In der Ratte sind in den beiden 
Genen fur Insulin - Produkte einer ,jungen" Duplika- 
t i ~ n [ ~ * ~  - die beiden Ketten des Insulins in einem Gen in 
verschiedenen Exons und im anderen Gen in nur einem 
Exon codiert. Das Ur-Gen (die in anderen Spezies ubliche 

Abb. 1 1 .  Eine schematische Unterteilung von Globin in die hodukte der ein- 
zelnen Exons. Oben zeigen die schwarzen Pfeile die Punkte, an denen die 
Struktur einer Globin-Kette von Introns unterbrochen wird. (Die Strukturen 
der Globin- und Myoglobinketten sind sich sehr Bhnlich; die abgebildete 
schematische Struktur ist die des Myoglobins.) Die Introns unterbrechen das 
Protein in den a-helicalen Regionen. Unten: Die Introns teilen das Protein in 
die drei Stiicke. Das Produkt des zentralen Exons umgibt das Ham; ich ver- 
mute, daD die Produkte der anderen beiden Exons den zentralen Proteinteil 
einhiillen und stabilisieren. 

Str~ktur[~'l) verfugt uber das zusatzliche Intron; das laRt 
vermuten, daR das Gen aus urspriinglich voneinander ge- 
trennten Stiicken zusammengesetzt wurde. Das Gen fur 
Lysozym ist auf vier Exons aufgeteilt; das zweite tragt die 
Information fur die entscheidenden Aminosauren des akti- 
ven Zentrums und fur die meisten Stellen, die mit dem 
Substrat Kontakt haber~l~~l .  Im Gen fur d o b i n  codiert das 
zentrale Exon fast alle Stellen, die rnit dem Ham in Kon- 
takt treten. Abbildung 11 zeigt das Molekul schematisch. 
Kurzlich konnte durch einen V e r s ~ c h ~ ~ ~ ]  gezeigt werden, 
daR die Polypeptidkette, die dem zentralen Exon ent- 
spricht, ein Ham-bindendes ,,Mini-Globin" ist; die seitli- 
chen Exons codieren Polypeptid-Material, das das Protein 
stabilisiert. 

In dem Moment, in dem es moglich schien, mit den 
schnellen Sequenzierungsmethoden und dem molekularen 
Clonieren die Struktur eines jeden Gens aufzuklaren und 
damit das genetische Material zu verstehen, wurde klar, 
daR die Natur komplexer ist, als wir annahmen. Wir konn- 
ten das Gen-Produkt nicht direkt vom Chromosom einzig 
durch DNA-Sequenzierung ablesen. Wir mul3ten auf die 
Sequenz des Proteins oder auf die der reifen messenger- 
RNA zuriickgreifen, um die Intron-Exon-Struktur des 
Gens zu erkennen. Trotzdem besteht die Hoffnung, daR 
wir, wenn wir die DNA-Sequenz des Chromosoms kennen, 
nicht nur etwas uber die Primarstruktur der Gen-Produkte 
erfahren, sondern auch etwas uber die funktionelle Struk- 
tur der Proteine; diese sind die Gen-Produkte von im Ver- 
lauf der Evolution zusammengesetzten Exons, die durch 
Introns verbunden sind. 

Mein Interesse an der Biologie kreiste immer um zwei 
Probleme: Wie manifestiert sich die genetische Informa- 
tion, und wodurch wird sie kontrolliert? Wir wissen vie1 
uber die Art und Weise, in der ein Gen in ein Protein uber- 
setzt wird. Zahlreiche Aspekte der Gen-Kontrolle in Pro- 
karyoten sind bekannt, aber die entscheidenden Kontroll- 
mechanismen in Eukaryoten liegen noch immer im Dun- 
keln. Das Ziel der Forschung ist die Untersuchung des Un- 
bekannten. Das Streben nach neuen Erkenntnissen ver- 
langt Antworten auf neue Fragen. 

Vie1 verdanke ich meinen Studenten und Mitarbeitern, be- 
sonders aber Jim Watson, der mein Interesse an der Mole- 
kularbiologie weckte, Benno Miiller-Hill, mit dern ich am 
lac-Repressor arbeitete und Allan Maxam, mit dern ich die 
Methode zur Sequenzierung von DNA entwickelte. 
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Pyramidale Carbokationen[**' 

Von Helmut Schwarz[*l 

Professor Ferdinand Bohlrnann zum 60. Geburtstag gewidmet 

Carbokationen mit pyramidenformiger Struktur konnen als die Bindeglieder zwischen der 
Organischen und der Anorganischen Chemie angesehen werden. Aus Vorstellungen vom 
elektronischen Aufbau dieser Spezies werden Konsequenzen fur Struktur, Ladungsvertei- 
lung und Reaktivitat (Abfangreaktionen mit Nucleophilen) abgeleitet. Phanomene der Gas- 
phasenchemie von Kationen, z. B. das Kohlenstoff-,,Scrambling" bei Carbenium-Ionen, 
lassen sich durch pyramidal strukturierte Zwischenstufen oder Ubergangszustande erkla- 
ren. Die Moglichkeit von Ubergangszustanden mit H2 als ,,side-on"- oder ,,end-on"-Ligan- 
den und ihre Bedeutung fur den Mechanismus unimolekularer Prozesse werden disku- 
tiert. 

1. Einleitung 

Sucht man n ch Bindegli dern zwisch n der Molekiil- 
welt der Organischen und der der Metallorganischen Che- 
mie, so fallt das Augenmerk auf Carbokationen[']: Als Koh- 
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mie an der Freien Universitet Berlin im Januar 1981. 
[**I Nach einem Vortrag bei der Verleihung des Otto-Klung-Preises fiir Che- 
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lenwasserstoffe gehoren sie zweifellos zur Organischen 
Chemie; Bindungseigenschaften und strukturelle Aspekte 
- darunter nicht zuletzt die Koordinationszahl des Kohlen- 
stoffs - lassen jedoch oft eine betrachtliche Verwandt- 
schaft zu typischen Organometall-Verbindungen erkennen. 
Bei organischen Molekulen ist die Koordinationszahl nor- 
malerweise nicht grol3er als vier, bei Carbaboranen (oder 
allgemein Cluster-Verbindungen[']) sindfinf oder sechs Li- 
ganden nicht ungewohnlich, und Carbonium-lonen sind 
per definitionem mindestensfinffach koordiniert. Der Ge- 
danke, ein C-Atom konne auch funffach koordiniert sein, 
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