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1. Wissenschaftliche Autobiographie

Ich lese gerne Biographien von Wissenschaftlern, nicht
zuletzt auch, um das Geheimnis ihres Erfolgs zu erkennen,
das aber meist im Verborgenen bleibt. Jetzt, wo ich mich
unvermittelt in der Lage sehe, selber eine Biographie zu
verfassen, geht es mir dhnlich. Ich kann nicht sagen, warum
mich Wissenschaft stets faszinierte oder welches Verlangen
mich trieb, meinen eigenen originellen Beitrag zu leisten.
Sicher bin ich ein erfolgreicher Forscher gewesen, ein genauer
Grund dafiir ist aber nicht leicht zu benennen. Trotz allem
habe ich versucht, einige Ereignisse und Entscheidungen
herauszudeuten, die mir bei verschiedenen Gelegenheiten
weiterhalfen oder mich behinderten. Mogen diese Anekdoten
denjenigen nutzen, die am Anfang ihrer Laufbahn als Wis-
senschaftler stehen.

Ich habe stets nach Fragestellungen gesucht, die einerseits
interessant und losbar waren, andererseits aber nicht generell
wahrgenommen wurden. Es erscheint mir wenig sinnvoll,
Entdeckungen zu machen, auf die andere ohnehin bald
stoBen wiirden. Aus diesem Grund, und weil ich direkte
Wettbewerbssituationen lieber meide, fand ich mich in we-
niger geschiftigen Wissenschaftsfeldern wieder. In diese
neuen Gebiete fithrten mich immer wieder Unterhaltungen
mit Menschen, die in ganz anderen Feldern arbeiteten als ich.
Eine solche Kombination von Ideen aus einzelnen Gebieten
scheint somit ,intellektuelle Turbulenzen“ zu erzeugen, die
gleichermaf3en spannend und produktiv sein konnen.

Von der Geschichte meiner Familie habe ich nur ein recht
vages Bild. Mein UrgroBvater viterlicherseits stammte ur-
springlich aus der Gegend um Krakau, emigrierte gegen
Ende des 19. Jahrhunderts nach New York City, und landete
schlieBlich in einem Dorf im kanadischen Saskatchewan, wo
auch mein Vater geboren wurde. Um der lédndlichen Umge-
bung zu entkommen, lie3 sich mein Vater kurz vor dem Ende
des 2. Weltkriegs von der RCAF zum Pilot ausbilden, er
musste aber gliicklicherweise keine Kampfeinsitze mehr
fliegen. AnschlieBend war er in Ottawa stationiert. Die Fa-
milie meiner Mutter kam aus England nach Ottawa, wo
meine Mutter aufwuchs und meinen Vater traf. Kurz nach der
Hochzeit zogen meine Eltern nach England, wo mein Vater
sein Studium der Luftfahrttechnik am Imperial College in
London fortsetzte. Ich wurde 1952 in London geboren —
wihrend des katastrophalen Smogs — tiberstand die Kohle-
abgase aber ohne Nachwirkungen und verlie3 England mit
meinen Eltern nach weniger als einem Jahr wieder in Rich-
tung Kanada. Mein Vater arbeitete auch die folgenden
20 Jahre als Luftfahrtingenieur fiir die RCAF, was sich auch
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darin duBerte, dass unser Haus immer von Modellen der
Flugzeuge wimmelte, an denen er arbeitete. Nach seiner
Verrentung beschéftigte sich mein Vater im offentlichen
Dienst fiir einige Zeit mit Problemen des Transports in der
Arktis; ich erinnere mich noch, wie er mir iiber die kompli-
zierten Eigenschaften von arktischem Meereis erzihlte.
Dieses hiusliche Umfeld konnte ein Grund dafiir sein, dass
einige Aspekte meiner Arbeit ingenieurwissenschaftlich an-
gehaucht sind, etwa der Aufbau von Strukturen und die
Charakterisierung ihrer Eigenschaften. Ein direkterer Ein-
fluss geht aber darauf zuriick, dass mein Vater oft mit seinem
Beruf unzufrieden war und gleichermallen gegen Vorgesetzte
wie Untergebene wetterte. Sicher war das der Ausloser, dass
ich ein akademisches Umfeld mit weniger steifen Hierarchien
wahlte. Ich hatte nie das Gefiihl, fiir einen Chef zu arbeiten
oder selber Angestellte zu beauftragen, sondern eher ge-
meinschaftlich mit Kollegen die Welt um uns herum zu er-
forschen.

In meiner Kindheit wurde mein Vater auf verschiedene
Luftwaffenstiitzpunkte in Deutschland, Montreal und Ottawa
versetzt. Zu dieser Zeit wurde vielerorts dazu geraten, die
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Schule schnellstmaglich zu absolvieren, und so war ich oft der
jiungste in meiner Klasse. Das war zwar unter sozialen Ge-
sichtspunkten problematisch, dafiir wurde mir aber vom
Lehrstoff her nicht langweilig. Meine frithesten Erinnerungen
gehen in den Mathematikunterricht am Gymnasium zuriick.
Uberraschenderweise bleibt mir die Bruchrechnung bis heute
im Gedéchtnis, dhnlich wie die Losung quadratischer Glei-
chungen in der fiinften Klasse. An der Riverdale High School,
in einem Vorort von Montreal, hatte ich dann einige auf3er-
gewohnliche Lehrer: Don Hall bemiihte sich um Antworten
auf meine merkwiirdigen Fragen zu den Naturwissenschaften,
und Irene Brun (heute Winston) verdanke ich meine Vorliebe
fiir die Biologie. Zur gleichen Zeit wurde mein Interesse an
den Wissenschaften auch zuhause gefordert. Mein Vater
richtete mir im Keller ein Chemielabor ein, in dem ich oft
genug mit erstaunlich gefahrlichen Chemikalien experimen-
tierte, die meine Mutter von der Arbeit mitbrachte. Sie ver-
half mir auch zu meinem ersten Ferienjob, in einem chemi-
schen Laboratorium bei derselben Firma. Dies vermittelte
mir wohl einen Eindruck von der Bedeutung der quantitati-
ven Analyse, aber die ewig gleichen Arbeitschritte waren
alles andere als interessant — und nicht anndhernd so dra-
matisch wie einige der Experimente, die ich in meinem ei-
genen Labor ausprobierte. Kurz nach der Brandkatastrophe
der Apollo 1 erzeugten mein Vater und ich dort einen Topf
voll mit reinem Sauerstoff, in den wir dann vorsichtig eine
kleine Menge an brennendem Methanol absenkten. Der
Ubergang von einer kaum sichtbaren, blassblauen Flamme an
Luft in einen Feuerstrahl in Sauerstoff war imposant und er-
schreckend zugleich, wenn man den Zusammenhang mit dem
Feuer in der Raumkapsel bedachte. Weniger sorgsam {iiber-
wachte Experimente fiihrten nicht selten zu Explosionen, was
die Chemie weit spannender erschienen lie$3 als der Inhalt von
Lehrbiichern. Eine Unachtsamkeit bei der Abtrennung von
elektrolytisch erzeugtem Wasserstoff und Luft resultierte in
einer kriftigen Explosion, bei der ein Glasrohr in einen hol-
zernen Dachtriger hineingetrieben wurde. Zusammen mit
meinem Schulfreund Joachim Sparkuhl verfolgte ich auch
eher biologisch ausgerichtete Projekte. Im Keller seines
Hauses bauten wir einen kleinen Wasserpflanzengarten auf;
die Idee hierzu lieferte die Vorstellung, dass Astronauten in
zukiinftigen Raumstationen eigene Frischnahrung ziichten
wollten oder miissten.

Im Jahr 1968 begann ich im Alter von 15 Jahren mein
Studium an der McGill University. Meine erste Labortétig-
keit bestand darin, dass ich einem Chemiedoktoranden bei
der Reinigung von Cholesterin assistieren sollte, das als
Ausgangsmaterial fiir die Sterolsynthese dient. Wir nahmen
grof3e Sdcke voll mit Gallensteinen, 10sten diese in einem
heilen Losungsmittel und isolierten die schimmernden Kris-
talle aus reinem Cholesterin, die sich nach dem Abkiihlen der
Losung bildeten. Das war sicherlich eine niitzliche Erfahrung,
aber nicht interessant genug, um mich in der Chemie zu
halten, wéhrend die Versuchung, zur Biologie zu wechseln,
immer stiarker wurde. ich war iiberrascht, als ich zu einem
Sommerkurs fiir Studenten in den Jackson Laboratories,
einem bekannten Mausgenetik-Institut auf Mt. Desert Island
vor der Kiiste Maines, zugelassen wurde. Auf dem Programm
standen neben einem kompakten wissenschaftlichen Teil und
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handfester Experimentaltitigkeit auch sportliche Aktivitdten
wie die Besteigung von Cadillac Mountain oder die Beob-
achtung der hiibschen Organismen in den nahegelegenen
Gezeitentiimpeln. Die Tatsache, dass in den Jackson Labo-
ratories Mausgenetik-Forschung betrieben wurde, beein-
flusste meine wissenschaftliche Laufbahn auf unerwartete
Weise. Ein Teil meines Projekts war es, unter der Anleitung
von Dr. Chen K. Chai, die Schilddriisenhormone in ver-
schiedenen Mutantenstimme zu analysieren. Dazu war es
unumgénglich, die Schilddriisen vieler M4use vorsichtig auf-
zuschneiden. Wéhrend es mir nach einiger Ubung gelang, die
Schilddriise zu entfernen, ohne eines der zahlreichen Blut-
gefaBe in der Ndhe zu verletzen (zumindest meistens), war
mir das Toten und Sezieren der Tiere dermaf3en zuwider, dass
ich mir gelobte, nie wieder einen Tierversuch auszufiihren.

Im nichsten Herbst zog ich in das Wohnheim der McGill
University, weil meine Eltern nach Ottawa zuriickgekehrt
waren. Ich verbrachte mehr Zeit in der Bibliothek und we-
niger Zeit in Vorlesungen, und ich sah mich nach neuen La-
boratorien um, in denen ich weitere Erfahrungen sammeln
konnte. Ich war immer iiberrascht, wenn mir Ehrfurcht ein-
floBende Professoren ihre Laboratorien zeigten und mir die
Mitarbeit an laufenden Forschungsprojekten anboten. In
diesem und dem darauf folgenden Jahr war ich in einigen
Arbeitsgruppen am Biology und am Biochemistry Depart-
ment tétig, wobei ich mich meist mit Pflanzenbiologe be-
fasste. Exkursionen mit Kurt Meier, einem Spezialist auf dem
Gebiet der Bryophytenbiologie, priagten meine Vorliebe fiir
einfache Moose und Leberbliimchen. Offensichtlich schnitt
ich in einem Physiologiekurs von Ron Poole gut genug ab, um
als Ferienjob neue Laborexperimente fiir den Kurs im fol-
genden Jahr zu testen. Zwar langweilten mich die meisten
Lehrveranstaltungen, John Southins Kurs iiber Molekular-
biologie bildete jedoch eine rithmliche Ausnahme. Ich werde
den Stapel von Ausdrucken nie vergessen, den er uns in der
ersten Sitzung in die Hand driickte — denn dabei handelte es
sich nicht etwa um ein paar Veroffentlichungen zur Lektiire,
sondern um eine lange Liste von Literaturstellen iiber aktu-
elle molekularbiologische Forschungen, deren Inhalt wir uns
anzueignen hatten. Die beschriebenen Ergebnisse waren
eindrucksvoll: Wir diskutierten iiber das Meselson-Stahl-Ex-
periment, das damals gerade einmal zehn Jahre zuriicklag,
und lernten, wie der genetische Code nur ein paar Jahre zuvor
aufgeklart worden war. Erstaunlich fand ich es auch, dass man
aus Messungen der Radioaktivitdt in Fraktionen aus einem
Zentrifugenrohrchen die molekularen Details der DNA-Re-
plikation, -Transkription und -Translation ableiten konnte.
Eine der grofiten intellektuellen Herausforderungen in
meiner Zeit an der McGill University war die Abschluss-
priffung des Kurses. Die Verwendung von Biichern und das
Diskutieren waren erlaubt und auch notwendig, denn Ant-
worten auf die kniffligen Fragen waren nur durch intensive
Kooperation in Gruppen zu erarbeiten.

In meinem Abschlussjahr iibernahm ich zusammen mit
meinem Freund Joachim Sparkuhl ein Projekt in Mel Gold-
steins Gruppe. Unsere Studie drehte sich um die Griinalge
Eudorina elegans, eine kleine Ausgabe des iiblicheren Volvox.
Wihrend des Studienjahrs und im darauf folgenden Sommer
sammelten wir Beweise dafiir, dass diese Algen unter giins-
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tigen Bedingungen ein Peptidhormon absondern, das die
Spermatogenese auslosen kann. Diese Arbeit fithrte zu un-
serer ersten wissenschaftlichen Veroffentlichung, die im fol-
genden Jahr erschien.!!!

Ab Herbst 1972 setzte ich meine Studien an der Cornell
University in Ithaca, New York, fort. Meine Wabhl fiel aus zwei
Griinden auf Cornell: Dort konnte ich ein A. D. White Fel-
lowship ganz in Anspruch nehmen, und ich wire in der Lage,
im Department of Plant Physiology weiter an Eudorina zu
arbeiten. Zu dieser Zeit verfolgte ich das Ziel, Eudorina als
einfaches Modellsystem fiir entwicklungsgenetische Studien
einzufiithren. Dieser Plan misslang aus verschiedenen Griin-
den, vor allem aber deswegen, weil ein so ehrgeiziges Projekt
unmoglich von einem einzelnen unerfahrenen Studenten
ausgefiihrt werden kann. Ohne genetisches Fachwissen und
entweder nicht in der Lage oder nicht gewillt, die notige Hilfe
einzuholen, versackte mein Projekt in technischen Proble-
men.

Wihrend ich darauf wartete, dass meine Eudorina-Kul-
turen wuchsen hatte ich ausreichend Zeit fiir Gespréiche mit
meinem Kollegen John Stiles. John stand kurz vor der Pro-
motion, und er machte sich Gedanken, wie es danach wei-
tergehen sollte, wiahrend ich mich von Eudorina zu verab-
schieden begann und von einem produktiveren Projekt
traumte. Wir redeten viel iiber neue molekularbiologische
Methoden, die es sicher ermdglichen wiirden, die Struktur
und Aktivitit einzelner Gene auf molekularer Ebene zu er-
forschen; Klonier- und Sequenziertechniken steckten damals
noch in den Kinderschuhen. John und ich vereinbarten
schlieBlich ein gemeinsames Experiment. Die Idee war es, ein
DNA-Oligonucleotid chemisch zu synthetisieren, das ausrei-
chend lang war, um an eine einzelne Sequenz im Hefegenom
zu binden, und dieses Oligonucleotid dann als mRNA- und
genspezifische Sonde zu verwenden. Das Konzept war ein-
fach, aus technischer Sicht war die Idee aber eine Heraus-
forderung. Zu dieser Zeit war die DNA-Sequenz nur fiir ein
kurzes Stiick des Hefegenoms bekannt, ndmlich fiir die
Region, die fiir den N-Terminus des Proteins Iso-1-Cyto-
chrom c kodiert, das Fred Sherman viele Jahre lang intensiv
studiert hatte. Seine Arbeitsgruppe hatte alle Register von
Genetik und Proteinchemie gezogen, um Mutanten mit
doppelter Leserasterverschiebung zu isolieren, in denen die
N-terminale Region des Proteins durch Codons auf3erhalb
des Leserasters translatiert wurde. Durch Ermittlung der
Proteinsequenz des Wildtyps und der Mutanten konnten sie
44 Nucleotide in der DNA-Sequenz ableiten. John und ich
dachten, dass wir mithilfe eines synthetischen Oligonucleo-
tids, das komplementédr zu der kodierenden Sequenz ist, die
mRNA und das Gen fiir Cytochrom c erkennen konnten.
Damals wurden so gut wie alle Experimente an mRNA mit
der gesamten Zell-mRNA ausgefiihrt, sodass es anndhernd
unmoglich war, die Exprimierung einzelner Gene zu verfol-
gen.

John und ich hatten genug Vertrauen in unsere Idee, dass
wir bei Laboratorien anfragten, in denen wir das Projekt
verfolgen konnten — ich den chemischen Aspekt und John den
biologischen Teil an Hefe. An der Cornell University bot sich
fiir ein solches Experiment die Arbeitsgruppe von Ray Wu im
Department of Biochemistry geradezu an. Ray war bekannt
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fiir die erste DNA-Sequenzierung iiberhaupt (an den ,,sticky
ends”“ des Phagen Lambda), und ein Schwerpunkt seiner
Gruppe lag auf der Untersuchung von Enzymen, mit deren
Hilfe DNA effizienter manipuliert und sequenziert werden
konnte. Wir wandten uns an Prof. Wu, der unsere Idee fiir
interessant und eines Versuchs wert erachtete. Er wollte aber
nicht den Anschein erwecken, einer anderen Gruppe die
Doktoranden auszuspannen; als weitere Bedingung kam
hinzu, dass die Arbeit eine Kollaboration mit Fred Shermans
Gruppe erforderlich machte. John bewarb sich bei Fred im
nahen Rochester, New York, als Postdoc und wurde einge-
stellt, wahrend ich Ray an der Cornell University davon
iiberzeugte, mich in seine Gruppe aufzunehmen. Das Projekt
konnte beginnen.

Zwischen dem Abschluss meiner Arbeiten am Depart-
ment of Plant Physiology und der Aufnahme meiner neuen
Tatigkeit am Department of Biochemistry blieb mir reichlich
Zeit, die ich fiir meine erste eigene Europareise nutzte. Meine
erste Station war die University of Cambridge, wo Prof. Poole,
fiir den ich an der McGill University gearbeitet hatte, gerade
ein Forschungssemester nahm. Ich war beeindruckt von der
Stadt, vor allem von der Kapelle des King’s College und den
atherischen Kldngen darin, noch mehr aber vom beriithmten
Laboratorium fiir Molekularbiologie an der MRC, wo ich in
Sydney Brenner eine der Ikonen der Molekularbiologie als
Gespriachspartner hatte. Als ich in seinem Biiro wartete, fiel
mir auf, dass zwei Schreibtische im Raum standen, beide
iiberhduft mit Papierstapeln. Sydney erzéahlte mir iiber ein
bemerkenswertes neues Projekt mit dem Nematoden Cae-
norhabdites elegans als entwicklungsbiologisches Modellsys-
tem. Ich horte zu und lernte, wie man ein solch ambitioniertes
Projekt richtig angeht. Auch die Ursache fiir den zweiten
Tisch kldrte sich in unserem Gesprédch: Sydney teilte das
kleine Biiro mit einem Kollegen namens Francis Crick!

Ich verbrachte noch einen Monat mit Kunst, Architektur
und Musik in Paris, bevor ich nach Ithaca zuriickkehrte und
mich in meinem neuen Labor an das neue Projekt begab. Das
Ziel war klar — die chemische Synthese des Oligonucleotids,
das wir fiir unser Gendetektionsverfahren benétigten —, doch
damals war dies fiir einen Studenten, der kaum Erfahrung in
chemischer Synthese hatte, eine ernstzunehmende Heraus-
forderung. Ray hatte ein gemeinsames Projekt mit Saran
Narang laufen, der einen Ansatz zur Oligonucleotidsynthese
in Losung mit Phosphotriestern entwickelte. Wir nutzten
diesen Ansatz, um gro3e Mengen von fiinf Trimerbausteinen
herzustellen, die wir dann zu Hexameren, einem Nonamer
und schlieBlich zu einem 15-mer zusammensetzen wollten.
Anfangs stand mit dabei Chander Bahl zu Seite, ein Postdoc,
der einige Erfahrung mit dieser Technik hatte. Unser Labor
war allerdings leider fiir Enzymologie besser ausgeriistet als
fiir Synthesen, und uns fehlten erfahrene Chemiker. Nach
einem Jahr war ich immer noch weit von meinem Ziel ent-
fernt und entsprechend frustriert. Ray Wu erkannte meine
Malaise und arrangierte einen Besuch in Saran Narangs Ar-
beitsgruppe in Ottawa, wo mich Keichi Itakura, der spater
durch die Synthese des Insulingens beriihmt wurde, unter-
wies. Nach zwei Wochen intensiven Trainings kehrte ich nach
Ithaca zuriick, um mich mit neuer Energie auf meine Syn-
these zu stiirzen, und wenige Monate spiter hatte ich einige
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Milligramm des gesuchten 15-mers isoliert. In Zusammenar-
beit mit John Stiles und Fred Sherman, die uns RNA- und
DNA-Proben geeigneter Hefestimme zusendeten, konnten
wir nachweisen, dass das markierte 15-mer als Sonde fiir die
cycl-mRNA und (spiter) auch fiir das Gen selbst wirkt. Der
Umstand, dass wir einen Bericht iiber diese aufregende Be-
obachtung in Nature® veroffentlichen konnten, stirkte mein
Selbstvertrauen nach so vielen Jahren ergebnisloser Arbeit.
AuBlerdem lernte ich eine wichtige Lektion iiber effiziente
Forschungsstrategie: Wenn Probleme auftreten, lohnt es sich,
Fachleute um Rat zu fragen. Und es gibt gliicklicherweise so
viele gutwillige Menschen, die einem Kollegen oder Studen-
ten gerne dadurch weiterhelfen, dass sie ihm eine Technik
beibringen oder mit ihm iiber ein Problem diskutieren.

Nach meiner Promotion im Jahr 1977 entschloss ich mich
entgegen aller Ratschliage, als Postdoc in Rays Gruppe zu
bleiben — allerdings fiir Arbeiten auf einem ganz anderen
Forschungsgebiet. Die Entscheidung wurde dadurch bedingt,
dass Rays Gruppe durch Rodney Rothstein aus Fred Sher-
mans Gruppe in Rochester verstirkt wurde. Rod kam als
Postdoc und war ein ausgebildeter Hefegenetiker, er hatte
aber nur wenig Erfahrung mit Molekularbiologie; bei mir
verhielt es sich genau umgekehrt. Wir arbeiteten an einem
Hefetransformationsprojekt zusammen und brachten uns
dabei gegenseitig die jeweils fehlenden Kenntnisse bei. Dabei
diskutierten wir hdufig — und oft auch laut —, was wiederholt
zu Ermahnungen von Rays Seite fiihrte, weil er sich in seinem
Biiro nicht konzentrieren konnte. Dank der Molekularbio-
logie, die ich in Rays Gruppe lernte, und der Genetik, die mir
Rod beibrachte, war ich fiir die ndchsten zehn Jahre geriistet,
in denen mich meine Arbeiten iiber Hefe zunéchst zu Re-
kombinationsstudien und spéter dann zu den Telomeren und
anderen biologischen Aspekten der Hefen fiihrten. Ray war
ein vorbildlicher Chef von dem ich nicht nur in wissen-
schaftlicher Hinsicht etwas gelernt habe, sondern auch in
Hinblick darauf, wie man eine Arbeitsgruppe fiihrt: Da sein,
wenn Rat gefragt ist, ansonsten aber kreative Studenten und
Postdocs ihre eigenen Ideen verfolgen lassen.

Die Rekombinationsstudien in Hefe aus meiner Postdoc-
Zeit wurden dadurch ermdglicht, dass Gerry Finks Gruppe an
der Cornell University einen Weg entdeckt hatte, fremde
DNA in Hefe einzubringen.' Diese bahnbrechenden Studien
zeigten, dass zirkuldre Plasmid-DNA durch homologe Re-
kombination gelegentlich in die chromosomale DNA der
Hefe eingebaut werden kann. Rod und ich suchten nach
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Moglichkeiten, die Entstehung solcher Transformanten zu
begiinstigen. Eine Vergroferung des Zielgebiets fiir die Re-
kombination erschien uns als eine gute Idee. Als ich Hefe mit
Plasmiden transformierte, die Fragmente von rDNA ent-
hielten, erhielt ich tatsichlich mehr Transformanten, und in
diesen war die Plasmid-DNA an der Stelle der rDNA einge-
baut. Diese Stimme ermoglichten es mir, die Chromatid-
austausch-Studien an der Stelle der rDNA auszufiihren, die
meiner ersten Veroffentlichung auf dem Gebiet der Rekom-
bination zugrundelagen.”! Gegen Ende meiner Zeit in Ray
Wus Gruppe stiefen Rod und ich auf Hinweise fiir eine Re-
kombination in Hefe als Folge eines Doppelstrangbruchs.
Unsere ersten Experimente deuteten an, dass ein Schnitt der
Plasmid-DNA in der Homologieregion fiir die chromosomale
DNA der Hefe zu mehr Transformanten fiihrt, was vermut-
lich auf eine verstirkte Rekombination der eingefiihrten
DNA mit den homologen Chromosomenstellen hinwies. Die
Vorstellung, das Auftreten einer Transformation konne durch
einen Schnitt in der eingefiithrten DNA begiinstigt werden,
entzog sich einer intuitiven Erkldrung und weckte daher
unser Interesse.

Meine erste eigenstdndige Forscherstelle, am Sidney
Farber Cancer Institute (heute Dana-Farber Cancer Institu-
te), hatte ich zu einem groBen Teil Prof. Ruth Sager zu ver-
danken, die sich sehr fiir meine FEinstellung stark machte. Sie
versammelte eine Gruppe aufstrebender Forscher um sich,
unter anderem auch Richard Kolodner und Gerry Rubin.
Viele Jahre spiter erfuhr ich, dass sich Ruth bei meiner
Einstellung iiber einige Kollegen aus dem klinischen Bereich
hinwegsetzen musste, die ironischerweise keinen Bezug zwi-
schen meinen Studien an Hefe und ihrem Krebsforschungs-
zentrum sahen. Heute genieBen Modellsysteme ein deutlich
hoheres Ansehen als zu dieser Zeit. Dank der tatkréftigen
Hilfe meiner Doktoranden von der Harvard Medical School,
an deren Department of Biological Chemistry ich einen
Lehrauftrag hatte, war schnell ein produktives Hefegenetik-
Labor auf die Beine gestellt.

Zunichst befassten wir uns vorrangig mit Doppelstrang-
briichen in DNA und ihrer Reparatur durch Rekombination.
Diese Arbeiten begann meine erste Doktorandin, Terry Orr-
Weaver, die heute Professorin am Whitehead Institute und
am MIT ist. Terrys Studien und die fortgesetzte Zusammen-
arbeit mit Rod Rothstein fiihrten dazu, dass wir uns intensiv
damit beschéftigten, welche Reaktionen an DNA-Enden
ablaufen konnten.® Unterschiedliche Modelle zur Rekom-
bination und DNA-Reparatur wurden kontrovers diskutiert,
wobei Seminaren und Konferenzen besondere Bedeutung
beim Austausch der aktuellsten Informationen zukam. Lange
Jahre fand die wichtigste internationale Rekombinations-
konferenz im schottischen Aviemore statt, wo man auflerdem
die Gelegenheit hatte, die Diskussionen iiber Feinheiten des
Genaustauschs angenehm mit der Verkostung erlesener
Whiskeys zu verkniipfen. Nach einem besonders gelungenen
Abend hatte ich morgens einige Probleme, meinen Vortrag
iiber die Biithne zu bringen.

Ich genoss auch die kleineren, intensiveren Gordon- und
Cold-Spring-Harbor-Konferenzen, bei denen Nachwuchs-
wissenschaftler ihre Arbeiten priasentieren und mit den
GroBen des Fachgebiets diskutieren konnten. Im Sommer
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1980 nahm ich an einer Gordon-Konferenz iiber Nuclein-
sduren teil, um mich iiber aktuelle Fortschritte bei der Syn-
these, Sequenzierung und Reparatur von DNA zu informie-
ren. Der Hohepunkt dieser Tagung bestand fiir mich aber im
Vortrag von Liz Blackburn iiber ihre Arbeiten zu den Telo-
meren in Tetrahymena. Aus unserer Diskussion nach dem
Vortrag entstand ein gemeinsames Projekt; wir wollten
priifen, ob Tetrahymena-Telomere auch in Hefe ihre Aufgabe
erfilllen. Diese Experimente sind ausfithrlich in meinem
Vortrag beschrieben; hier mochte ich nicht mehr sagen, als
dass es eine sehr aufregende Zeit fiir mich war. Weil ich die
Experimente selber ausfiihrte, wusste ich auch als erster, dass
unsere Idee tatsdchlich funktioniert hatte. In diesem Moment
war mir klar, dass wir durch weitere Studien an Hefe vieles
mehr iiber die Telomerfunktion wiirden lernen konnen. Bald
konnte ich Hefetelomere angemessen klonieren, und in Zu-
sammenarbeit mit Liz Blackburns Gruppe erhielten wir die
Sequenzinformationen, auf deren Grundlage wir die Existenz
des Schliisselenzyms Telomerase postulierten.

Nach den erfolgreichen Rekombinations- und Telomer-
projekten wuchs meine Arbeitsgruppe. Mein zweiter Dokto-
rand Andrew Murray, jetzt Professor in Harvard, begann mit
der Entwicklung kiinstlicher Chromosome. Andrew war ein
brillanter Student mit viel Tatendrang, mit dem man jedes
erdenkliche Experiment diskutieren konnte, und eine schil-
lernde Personlichkeit, was sich auch in seinen Kleidungsge-
wohnheiten auszudriicken pflegte. Der Kollaboration mit
Rod und Terry schloss sich auch Frank Stahl an, der fithrende
Experte fiir die Genetik der meiotischen Rekombination, mit
dem wir die genetischen Implikationen physikalischer Mo-
delle bis ins Detail diskutierten. Ich erinnere mich da be-
sonders an einen Nachmittag als Gast bei Frank und Mary
Stahl in Eugene, Oregon, an dem Frank und ich verschiedene
Versionen der Doppelstrangbruch-Reparaturmodells fiir ein
Manuskript”! durchexerzierten.

Nach fiinf hoch produktiven Jahren am Farber Institute
bekam ich die Gelegenheit, an das noch junge Department of
Molecular Biology des Massachusetts General Hospital
(MGH) zu wechseln. Howard Goodman, der Griinder des
Department und ein Vorreiter der Biotechnologie, hatte dort
eine innovative Kollaboration zwischen Hochschule und In-
dustrie arrangiert. Der Pharmariese Hoechst AG hatte zu-
gestimmt, fiir alle Forschungsaktivititen im Department of
Molecular Biology des MGH iiber zehn Jahre aufzukommen
und sicherte sich dafiir eingeschriankte Rechte am intellek-
tuellen Eigentum. Mir gefiel diese Absprache im Besonderen,
weil ich in jede erdenkliche Richtung forschen konnte, ohne
auf die Anwerbung herkommlicher Fordermittel fiir neue,
unversuchte Ideen angewiesen zu sein. Im Sommer 1984
verlegte ich mein Labor also vom Farber Institute an das
MGH (das die Kollegen vom Whitehead Institute des MIT
gerne als ,eines der besten Forschungsinstitute in Bostons
Stadtzentrum* verniedlichten).

Zu dieser Zeit erwog ich es ernsthaft, auf anderen For-
schungsgebieten aktiv zu werden. 1984 hatte ich den Eindruck
gewonnen, dass die experimentelle Arbeit zu Hefen, die wir
zu dieser Zeit ausfiihrten, unweigerlich binnen Monaten oder
Jahren auch anderen gelingen wiirde. Um mich auf anderen
Gebieten weiterzubilden und ein neues Aufgabenfeld auszu-
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wihlen, besuchte ich einige Lehrveranstaltungen an der
Harvard University. Besonders interessant war ein Kurs zu
kognitiver Psychologie, in dem Steve Kosslyn die faszinie-
renden Zusammenhénge zwischen lokalen Hirnverletzungen
und geistigen Behinderungen herausstellte und neue Bildge-
bungstechniken vorstellte, die das Studium der Gehirnfunk-
tionen weit voranbringen konnten. Den Kurs in angewandter
Mathematik nahm ich, um mir die erforderlichen Grund-
kenntnisse anzueignen, sollte ich mich wirklich mit Struk-
turbiologie befassen wollen. Und ein hervorragender Kurs
tiber Enzymologie und Katalysemechanismen von Jeremy
Knowles weckte mein Interesse an der Katalyse. Als Jeremy
spater Dekan der Fakultdt fiir Naturwissenschaften und
Kunst an der Harvard University wurde, ,,vermachte® er mir
einen seiner Doktoranden, Jon Lorsch, der dann in meiner
Arbeitsgruppe herausragende Arbeiten iiber Ribozymselek-
tion und mechanistische Enzymologie ausfiihrte.

Die Kombination aus Jeremys Enzymologiekurs und der
Entdeckung der Ribozyme durch Tom Cech und Sid Altman
(die sich dafiir 1989 den Nobel-Preis fiir Chemie teilten)
fiihrte mich schlieBlich auf dieses Fachgebiet. Dies erschien
mir als kein allzu gewagter Schritt, weil auch Ribozyme
hauptsdchlich mit molekularbiologischen und chemischen
Methoden untersucht werden. Was mich iiberraschte war die
geringe Zahl an Forschern, die das neue Gebiet betraten,
zumal ich davon ausging, dass hier die Antworten auf wich-
tige Fragen zum Ursprung der biologischen Katalyse in einer
hypothetischen RNA-Welt vor der Evolution der Protein-
synthese lagen.

Ich begann selbst mit der Arbeit an RNA, spielte ein
wenig mit Cechs Tetrahymena-Ribozym herum, das ich aus
dem gleichen DNA-Stiick erhielt wie die Tetrahymena-Telo-
mere, mit denen ich mich nur wenige Jahre zuvor befasst
hatte. Meine erste Studentin auf diesem neuen Gebiet war
Jennifer Doudna. Sie hatte eigentlich vorgehabt, Hefegenetik
zu betreiben, liel sich aber davon iiberzeugen, dass RNA-
Studien aussichtsreicher waren. Jennifer trieb unsere Versu-
che, selbstspleilende Introne in eine RNA-Replikase einzu-
fiigen, energisch voran. Bald bekamen wir Verstarkung durch
Rachel Green und weitere Studenten, Laboranten und Post-
doktoranden sowie durch Francois Michel, der uns fiir ein
Forschungssemester besuchte und alle mit seiner Arbeits-
moral, seiner erstaunlichen Féhigkeit, Strukturen aus der
Phylogenese abzuleiten, und seiner gleichzeitigen Forschung
iiber die Evolution von Schmetterlingen beeindruckte.

Auch als wir unseren Schwerpunkt auf RNA verlegten,
blieben wir auf dem Gebiet der Hefegenetik noch fiir bis ans
Ende der 80er Jahre aktiv. Mein Interesse an Rekombination
und Telomeren war noch nicht erloschen, und ich wollte
unsere fritheren Arbeiten zu einem wiirdigen Abschluss
bringen. Rekombinationsstudien wurden von Doug Treco,
Alain Nicolas, Neil Schultes und Hong Sun verfolgt, die sich
auch weiterhin auf die Rolle von Doppelstrangbriichen bei
der meiotischen Rekombination konzentrierten. Am wich-
tigsten auf dem Gebiet der Telomere waren Vicki Lundblads
bahnbrechende Ergebnisse zur Telomergenetik in Hefen, die
einen Zusammenhang zwischen Telomererhaltung und Alte-
rungsprozessen offenbarten.’! Barbara Dunn verkniipfte die
beiden Gebiete mit ihrer Studie zur Ubertragung von Telo-
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mer-Wiederholungseinheiten zwischen Chromosomen durch
Rekombination.

Am Ende der 80er Jahre stellten wir unsere Arbeiten tiber
Hefen praktisch ein und konzentrierten uns auf RNA. Auf
diesem Gebiet gelang uns der Durchbruch mit Andy Elling-
tons Studien zur In-vitro-Selektion,”! die eine neues Kapitel
der gerichteten In-vitro-Evolution funktioneller Molekiile
einleiteten. Uns wurde mit der Zeit klar, dass wir mit jed-
weder Nucleinsdure Bindungsstellen fiir so gut wie jedes
Zielmolekiil durch Evolution erhalten konnten. Zuversicht-
lich versuchten wir also, neue Katalysatoren zu entwickeln.
Mit der Vorstellung einer RNA-Welt im Hinterkopf gingen
wir aulerdem die chemischen Aspekte der Nucleinsdurepo-
lymerisation an.!”! Dabei legten wir den Grundstein fiir Dave
Bartels erfolgreiche Versuche zur Selektion von Ribozymli-
gasen, auf die er anschlieBend (in seiner eigenen Gruppe am
Whitehead Institute und MIT) die Entwicklung eines RNA-
Molekiils mit echter RNA-Polymeraseaktivitit aufbaute.
Durch unsere Fortschritte interessierte ich mich zunehmend
fiir die Rolle von RNA in den frithen Stadien der Evolution;
es schien, als sei die Erschaffung einer RNA-Welt fast in
Reichweite. Unsere Erfolge bei der Evolution neuer Apta-
mere und Ribozyme fiihrten dazu, dass meine Arbeitsgruppe
fast die gesamten 90er Jahre damit verbrachte, die Grenzen
des mit RNA Machbaren auszuloten. Diese Erfolge blieben
nicht unbemerkt: Sie brachten mir einen Platz in der National
Academy of Sciences und eine Ernennung zum Howard
Hughes Investigator im Jahr 1998 ein. Gleichzeitig lief die
Forderung meines Instituts durch Hoechst aus, doch dank
meiner Berufung an das HHMI war der dulere Rahmen fiir
meinen Drang in neue Forschungsgebiete einmal mehr ab-
gesichert.

Nachdem auch andere Arbeitsgruppen erfolgreich neue,
interessante Ribozyme entwickelt hatten, erschien die De-
novo-Evolution von Proteinen und Peptiden als die grolere
Herausforderung. Unsere ersten Schritte auf diesem Gebiet
machte mein Postdoc Richard W. Roberts, der den Transla-
tionsapparat dazu bringen konnte, ein neu translatiertes
Protein unter Einwirkung des Antibiotikums Puromycin ko-
valent an seine eigene mRNA zu kniipfen."!! Nach diesem
Erfolg ermutigte ich einige neue Mitarbeiter, mithilfe dieser
mRNA-Display-Technik grundlegende Fragen zum Ursprung
der Proteinstruktur anzugehen. Tony Keefe nutzte das Ver-
fahren, um ein neuartiges ATP-bindendes Protein in einer
grof3en Zufallsbibliothek von Polypeptidsequenzen zu iden-
tifizieren.!'”! Dieses Protein nichtbiologischen Ursprungs lisst
sich erstaunlicherweise nicht von kleinen normalen, biologi-
schen Proteindominen unterscheiden. Die Postdocs John
Chaput und Sheref Mansy entwickelten dieses Protein in den
folgenden Jahren weiter und untersuchten seine Struktur.

Nach der Entdeckung dieser Proteinevolutionstechnik
griindete ich zusammen mit Rich und meinem Kollegen Brian
Seed ein Biotechnologie-Unternehmen, was zwar nicht zu
wirtschaftlichem Erfolg aber zu einem Zuwachs an Erfahrung
filhrte. Die Zusammenarbeit unter Wissenschaftlern, von
Protein-Biophysikern bis hin zu Fachleuten der klinischen
Wirkstoffentwicklung, resultierte in der Entwicklung einer
kleinen Proteindoméne mit Therapiepotenzial; dieses kiinst-
liche Protein befindet sich zurzeit in der klinischen Testphase.
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Wihrend die Ausrichtung meiner Arbeitsgruppe stets auf der
Grundlagenforschung blieb, bin ich der Meinung, dass solche
kleinen Firmen sich bestens dafiir eignen, Forschungsergeb-
nisse zu therapeutischen Anwendungen weiterzuentwickeln.

Seit 2000 habe ich mich zunehmend mit grundlegenden
Fragen zum Ursprung des Lebens beschiftigt. Mein Interesse
an der Rolle von Kompartimentierung und Zellstrukturen in
diesem Zusammenhang wurde durch Diskussionen mit Pier
Luigi Luisi und David Bartel angestoen. Nach einem Jahr
voller Debattieren hatten wir unsere Ansichten zum Beitrag
von Genetik, Kompartmentierung und Evolution soweit ab-
gestimmt, dass wir im Jahr 2001 in Nature unter dem Titel
,Synthesizing Life“ dariiber berichten konnten.’™ Diese
Veroffentlichung fiithrte mich ins Feld der Membranbiophy-
sik, denn nachdem ich ein Modell fiir frithe Zellen vorge-
schlagen hatte, in dem Doppelschichtmembranen von ent-
scheidender Bedeutung waren, fiihlte ich mich verpflichtet
nachzuweisen, dass dieses Modell auch physikalisch plausibel
war. Irgendwie war ich selbst davon tiberrascht, mich auf dem
Gebiet der Lipide und Membranen wiederzufinden, die viel
verschwommener und schlechter definiert sind als Nuclein-
sdauren. Doch zumindest in einer Hinsicht passte diese Un-
tersuchung von Membranen aus prébiotischen Bestandteilen
wie Fettsduren perfekt zu mir, weil auf diesem Gebiet zahl-
reiche wichtige Fragen warteten, deren Beantwortung aus
technischer Sicht moglich erschien. Mit der Unterstiitzung
des Postdocs Marty Hanczyc und der Doktorandin Shelly
Fujikawa wurden rasch Fortschritte erzielt, und binnen we-
niger Jahre konnten wir Beweise fiir ein Wachstum und Teilen
von Vesikeln vorlegen, das rein auf physikalischen Prozessen
beruht. Ich wurde optimistisch, dass es moglich sein sollte, fiir
wenigstens einige der noch rétselhaften Schritte bei der
Entstehung des Lebens plausible Erklarungen anbieten zu
konnen. Darin bestdrkten mich Erfolge meiner brillanten
Biophysik-Doktorandin Irene Chen, die einen Weg fiir die
Konkurrenz zwischen Protozellen erkannte. Wir waren nicht
sicher, ob unsere Modellprotozellen Niahrstoffe wie Nucleo-
tide (fir die Replikation des Genmaterials) aufnehmen
konnten, doch Sheref Mansy zeigte, dass dies kein Problem
ist. Spiter stellte dann Ting Zhu, ein weiterer Doktorand,
einen plausiblen Weg fiir das spontane gekoppelte Wachstum
und Teilen vor, sodass der Aufbau und die Replikation von
Protozellmembranen nicht so schwer erschienen, wie wir
anfangs dachten.

Die groflen Fortschritte bei der Identifizierung von Wegen
der Selbstreplikation von Protozellmembranen ermutigten
uns, das schwierigste verbleibende Problem, die Replikation
des Genmaterials, in Angriff zu nehmen. Hier stellt sich die
entscheidende Frage, ob RNA wirklich das erste genetische
Polymer war oder ob sie einen einfacheren, leichter zuging-
lichen oder robusteren Vorlaufer hatte. Um diese Frage be-
antworten zu konnen, liel ich mein Laboratorium aufs Neue
umriisten, diesmal mit organischer Synthese im Blick. Wir
synthetisieren jetzt Aminonucleotide, weil diese als Bausteine
fir Phosphoramidat-Polymere reaktiver sind als normale
Nucleotide. Der Postdoc Alonso Ricardo und der Doktorand
Jason Schrum haben kiirzlich signifikante Fortschritte bei der
templatgesteuerten Synthese 2',5'-verkniipfter Phosphorami-
dat-DNA erzielt,' und wir erforschen zurzeit eine Reihe
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Meine Arbeitsgruppe nach Bekanntgabe des Nobel-Preises.

verwandter Polymere auf der Suche nach noch besseren
selbstreplizierenden Genmaterialien. Wegen ihrer Komple-
xitdt und mangelnden Stabilitit galt RNA als erstes Genma-
terial lange als unwahrscheinlich, aber brillante Arbeiten von
John Sutherlands Gruppe in Manchester brachten sie wieder
ins Gesprach.™! Mit der Hilfe von Johns fritherem Dokto-
randen Matt Powner, der jetzt als Postdoc in meiner Gruppe
arbeitet, untersuchen wir nun neue Wege der chemischen
RNA-Replikation. Ich verfolge stets interessiert, wie meine
Mitarbeiter neue Syntheseansitze fiir modifizierte Nuclein-
sdaure entwickeln, aber momentan ist die Spannung geradezu
unertraglich, da wir auf die Ergebnisse der Experimente zur
templatgesteuerten Polymerisation warten.

Aus jetziger Sicht ist nicht klar, ob es zu dem Problem
einer chemischen Replikation von genetischen Polymeren
viele Losungen geben wird — oder nur eine oder auch gar
keine —, in jedem Fall ist es ein aufregendes Forschungsgebiet.
Unsere kleinen Fortschritte leiten uns aber auf dem Weg hin
zum angestrebten Ziel: dem Aufbau replizierender und evo-
lutionierender chemischer Systeme.

2. Nobel-Vortrag

Die Beitridge meiner Arbeitsgruppe zum Verstdndnis der
Telomerfunktion und -erhaltung durch die Telomerase ent-
standen in einer Phase zwischen 1980 bis 1989 zu Beginn
dieser Entwicklung. Hier mochte ich iiber einige der Pro-
bleme berichten, die wir iiberwinden mussten, vor allem
dariiber, wie schwer es war, uns von unseren urspriinglichen
Modellen zur Telomerfunktion zu 16sen. Zum Gliick waren
die Indizien, die wir fanden, tiberzeugend genug, um uns zu
den richtigen Schlussfolgerungen zu fithren! Weil ich mich
aber schon ziemlich bald wieder von der Telomerforschung
abwandte, mochte ich die Gelegenheit auch nutzen, kurz
einige der Arbeiten zusammenzufassen, die wir seitdem ge-
macht haben, vor allem, um Studenten zu verdeutlichen, dass
es nicht nur moglich ist, sondern auch Spafl macht, sich
wihrend seiner wissenschaftlichen Laufbahn mit sehr unter-
schiedlichen Fragen auf verschiedenen Feldern zu befassen.

Mit der Natur der Chromosomenenden bei Eukaryoten,
der Telomere, waren lange Zeit zwei ungeloste Ritsel ver-
kniipft: das Problem der Stabilitdt der Chromosomenenden
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und das Problem der vollstdndigen Replikation. Ich kam mit
diesen Fragen zum ersten Mal in den ersten Semestern
meines Studiums an der McGill University in Montreal in
Beriihrung. Das erste Problem, die Reaktivitdt der Chromo-
somenenden, gab schon viele Jahrzehnte lang Rétsel auf,
namlich seit den bahnbrechenden Arbeiten von Hermann
Muller!" und Barbara McClintock” in den 1930er Jahren.
Muller erzeugte mit Rontgenstrahlen Strangbriiche in der
DNA, wihrend McClintock dazu cytogenetische Tricks an-
wendete. Beide kamen allerdings zu der gleichen Schlussfol-
gerung, dass die Enden gebrochener Chromosomen sehr re-
aktiv sind und Dinge tun, die normale Chromosomenenden
niemals tun. Dies wird eindriicklich durch den beriihmten
Zyklus aus Strangbruch, Fusion und Briickenbildung ver-
deutlicht, der von McClintock erforscht wurde (Abbildung 1).

= B i Broken end
C B
B ") Prophase
Cc B
/C- B A A B N Anaphase

t

Abbildung 1. Der Zyklus aus Bruch, Fusion und Briickenbildung bei
Chromosomen nach Barbara McClintock. Links: Nach der Replikation
des gebrochenen Chromosoms binden die beiden Bruchstellen anein-
ander und bilden ein dizentrisches Chromosom. Wenn die beiden Cen-
tromere zu entgegengesetzten Polen der sich teilenden Zelle gezogen
werden, bricht das Chromosom erneut, und die neuen Bruchstiicke
setzen den Zyklus fort (Genetics, 1941, 26, 234-282). Rechts: Mikro-
skopaufnahme eines dizentrischen Chromosoms, das die beiden Pole
der Kernspindel tiberbriickt (Genetics, 1938, 23, 315-376).

Die grundlegende Beobachtung war, dass bei der Replikation
eines Chromosoms mit einer Bruchstelle zwei Enden entste-
hen, die sich vereinigen konnen und so ein Chromosom mit
zwei Centromeren bilden. Wenn diese Centromere wihrend
der Zellteilung zu gegeniiberliegenden Polen der Kernspindel
gezogen werden, bricht das Chromosom erneut und bildet
wiederum Chromosomen mit Bruchstellen. Das fiihrt zu an-
dauernden Zyklen von Fusion und Bruch. Als Folge verlieren
die Zellen wichtige Teile der Chromosomen, und es ver-
wundert nicht, dass dadurch viele nicht lebensfihige Zellen
entstehen. Es war klar, dass dieser Prozess an den Enden
normaler Chromosomen nicht ablaufen kann; die Verkniip-
fung ihrer Enden musste in irgendeiner Weise verhindert sein.
Zu dieser Zeit war allerdings nicht einmal bekannt, dass DNA
das Genmaterial war, und man konnte iiber diese Vorginge
noch nicht in molekularen Begriffen nachdenken.

Erst lange nachdem DNA als genetisches Material in den
Chromosomen erkannt worden war, fanden Watson!® und
Olovnikov,'” dass die Replikation der Enden von DNA-
Molekiilen ein besonderes Problem darstellt (Abbildung 2).
Wenn die Replikationsgabel am Ende des Chromosoms an-
kommt, kann der Leitstrang die Reaktion bis zum Ende der
Matrize fortsetzen. Nicht so der Folgestrang, da dieser durch
die Verlidngerung eines RNA-Primers durch die DNA-Poly-
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5 unvollstindiger
Folgestrang

Abbildung 2. Das Problem der Replikation der Chromosomenenden
aus der Sicht von Watson!"® und Olovnikov.' Wenn eine Replikations-
gabel das Ende eines Chromosoms erreicht, bleibt der Folgestrang
notwendigerweise unvollstindig, weil der letzte Primer von der Prima-
se entfernt wird und méglicherweise nicht bis zum Strangende reicht.

merase erzeugt wird. Wird dieser RNA-Primer an einer Stelle
im Inneren des Matrizenstrangs erzeugt, bleibt die distal lie-
gende DNA unrepliziert. Und auch wenn der RNA-Primer
am #duBersten Ende des DNA-Strangs bindet, bleibt nach
Abbau dieses Primers ein kurzes DNA-Stiick unrepliziert.
Ohne einen Ausgleichsmechanismus wiirden die Enden
immer kiirzer werden. Da dies aber nicht passiert, muss ein
Prozess die notwendigerweise unvollstindige Replikation
kompensieren Dieser Prozess war aber damals noch unbe-
kannt.

Als Student beeindruckte mich das alles nicht sonderlich,
das dnderte sich aber, als ich mich Jahre spéter mit den mo-
lekularen Reaktionen an DNA-Bruchstellen zu beschiftigen
begann. Ich war damals als Postdoc in Cornell bei Ray Wu
zusammen mit meinem Freund und Kollegen Rodney Roth-
stein. Ebenfalls in Cornell, im Labor von Gerry Fink, waren
kurz zuvor Methoden entdeckt worden, um DNA-Molekiile
in Hefezellen einzufiihren (spiter als Hefetransformation
bezeichnet),” die sehr viele interessante Experimente er-
moglichten. Rod und ich untersuchten zunéchst einige Va-
riationen des urspriinglichen Verfahrens, z.B. indem wir
ringformige DNA-Molekiile aufschnitten, bevor wir sie in
Hefe einbrachten. Nachdem ich am Sidney Farber Cancer
Institute in Boston meine eigene Arbeitsgruppe eingerichtet
hatte, setzten wir diese Zusammenarbeit unter Beteiligung
meiner ersten Diplomandin, Terry Orr-Weaver, fort.*"?

Wihrend unserer Experimente iiber Transformation und
Rekombination beobachteten wir einen Vorgang, der analog
zu den Fusionsereignissen war, die McClintock Jahrzehnte
zuvor in Mais untersucht hatte (Abbildung 3). Wir gingen von
einem ringformigen DNA-Molekiil aus, das sich als zirkuldres
DNA-Plasmid in Hefe replizieren konnte, weil es einen Re-
plikationsursprung fiir Hefe-DNA trug.”*> Mit dem intakten
ringformigen DNA-Plasmid entstanden zahlreiche Hefe-
transformanten, da fiir die Weitergabe des Plasmids keine
Integration ins Chromosom erforderlich war. Wenn wir mit
einem Restriktionsenzym in einer DNA-Region, die in
keinem Hefechromosom gefunden worden war, einen Schnitt
setzten, erhielten wir viel weniger Transformanten. Als wir
diese wenigen Transformanten analysierten, fanden wir, dass
sich die Schnittstellen, vermutlich unter Einwirkung einer
DNA-Ligase, wieder verbunden hatten.”” In vielen Fillen
war ein Teil der DNA verlorengegangen, weil die Enden
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Abbildung 3. Nichthomologe Verbindung von Strangenden in Hefe.
Ein ringférmiges Plasmid wurde mit einem Restriktionsenzym in einer
DNA-Region geschnitten, die mit keiner Region der chromosomalen
Hefe-DNA homolog ist. Es kann in Hefe nur tiberleben und sich repli-
zieren, wenn die geschnittenen Enden durch eine Ligase wieder ver-
bunden werden. Stiicke der dem Schnitt benachbarten DNA kénnen
vor der Ligation der Enden abgebaut werden.

durch Exonucleasen angedaut worden waren, bevor durch die
Ligase wieder ein Ringschluss erfolgte. Wie in McClintocks
Experimenten unterschieden sich auch diese DNA-Reaktio-
nen grundsétzlich von allem, was man an den Enden natiir-
licher Chromosomen beobachten konnte.

Terry, Rod und ich verbrachten die meiste Zeit damit, zu
untersuchen was geschieht, wenn wir die Plasmid-DNA in
Regionen schnitten, die homolog zu einem Abschnitt des
Hefe-Chromosoms waren (Abbildung 4). Wenn man Hefe
mit einem kreisférmigen DNA-Molekiil mit einer solchen
homologen Region transformierte, kam es gelegentlich zu
einer Rekombination und somit zum Einbau des Plasmids in
das Hefe-Chromosom. Diesen Weg hatten Fink und Mitar-
beiter in ihren Transformationsstudien zuvor entdeckt. Wir
fanden heraus, dass ein Schnitt in der homologen DNA-
Region zu einem deutlich verstarkten Auftreten solcher Re-
kombinationsereignisse fiihrt.?!! Wir betrachteten daraufhin
die Reaktionen an DNA-Bruchstellen (Abbildung 5). In der
Zelle konnen die Enden eines DNA-Molekiils nach einem
Schnitt durch ein Restriktionsenzym durch Nucleasen abge-
baut werden, und Exonucleasen konnen iiberhdngende Ein-

O

b Schaitt

o _©
!

X

!

sehr wenige Rekombinanten

zahlreiche Rekombinanten

Abbildung 4. Doppelstrangbriiche in der DNA regen Rekombinationen
an. Mit intakter ringférmiger DNA ohne Replikationsursprung erhilt
man nur wenige Transformanten, weil Rekombinationsereignisse, die
zu einer Integration ins Chromosom fiihren, selten sind. Wird das glei-
che Plasmid innerhalb einer Region, die mit dem Hefechromosom ho-
molog ist, geschnitten, erhilt man viel mehr Transformanten mit inte-
griertem Plasmid.
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Doppelstrang-
bruch

Riickschnitt

Stranginvasion
Reparatursynthese

Reparatursynthese,
Verschiebung

Aufldsung der
Holliday-Struktur

Abbildung 5. Das Rekombinationsmodell der Reparatur von Doppel-
strangbriichen. Zwei homologe Chromosomen (rot und blau) rekombi-
nieren, wenn eines gebrochen ist. Der anfingliche Bruch wird von
Nucleasen angegriffen, wodurch einstringige DNA exponiert wird, die
in die homologe Duplex eindringt. Durch Reparatursynthese und Wan-
derung der Verzweigung entstehen Holliday-Strukturen, deren Aufls-
sung rekombinante DNA-Produkte ergibt.

zelstringe erzeugen, die homologe Sequenzen verdrdngen
konnen. Diese Stranginvasion ermdglicht die Reparatursyn-
these durch DNA-Polymerasen, sodass Holliday-Strukturen
entstehen, in denen die Uberschneidungsstellen wandern
konnen. Nach der Reparatursynthese konnen die Holliday-
Strukturen durch bestimmte Enzyme, die Resolvasen, auf-
gelost werden, sodass gekreuzte oder nichtgekreuzte Konfi-
gurationen erhalten werden konnen. Nach dieser Arbeit
postulierten wir, zusammen mit Frank Stahl, dass es in Zellen
bei Eintritt in die Meiose zu einem programmierten Bruch
der Chromosomen-DNA kommt, um die meiotische Re-
kombination durch einen Doppelstrangbruch mit anschlie-
Bender Reparatur auszulosen.” An DNA-Bruchstellen
laufen also eine Menge Prozesse ab, aber alle diese Prozesse
sind an gewohnlichen Chromosomenenden normalerweie
nicht zu beobachten. Ich erwihne dies, weil ich solche Re-
aktionen im Hinterkopf hatte, als ich begann, mich mit
Telomeren zu befassen.

Auf der Gordon-Konferenz iiber Nucleinsduren im
Sommer 1980 horte ich zum ersten Mal von Elizabeth
Blackburns erstaunlichen Arbeiten iiber die stabilen DNA-
Enden von Tetrahymena thermophila”® Dieser Einzeller
unterscheidet sich stark von Metazoen, denn er hat einen
Mikronucleus mit normalen Chromosomen und eines Ma-
kronucleus, in dem die chromosomale DNA in Tausende
kleiner Fragmente geteilt ist, von denen viele hoch amplifi-
ziert sind. Liz erklirte, sie habe an den Enden dieser sehr
héufigen kurzen DNA-Molekiile im grolen Makronucleus
von Tetrahymena ganz einfache GGGGTT-Wiederholungs-
sequenzen gefunden (Abbildung 6). Es war unglaublich, dass
diese kleinen Stiicke stabile DNA-Enden darstellten und dass
sie vollstdndig repliziert wurden. Sie verhielten sich offenbar
wie ganz normale chromosomale Telomere und ganz anders
als die DNA-Enden in Hefezellen, die wir in meinem Labor
untersuchten. Ich sprach Liz nach ihrem Vortrag darauf an,
und wir erkannten, dass wir durch ein sehr einfaches Expe-
riment herauszufinden konnten, ob die telomeridhnlichen
Enden aus Tetrahymena als stabile Telomere in Hefe wirken.
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GGGGTT

Abbildung 6. Telomere von Tetrahymena. Links: DNA von den Frag-
menten des Makronucleus enden in einer Reihe von Wiederholungen
des Hexanucleotids GGGGTT. Solche DNA-Enden sind stabil und
werden vollstindig repliziert. Rechts: Bild von Tetrahymena mit dem
grofRen Makronucleus (blau).

Keiner von uns rechnete damit, dass das Experiment gelingen
wiirde, weil Tetrahymena und Hefe nur sehr weitldufig mit-
einander verwandt sind. Da wir aber iiber alles Notwendige
verfiigten und das Experiment technisch ziemlich einfach
war, beschlossen wir, es auszuprobieren. Liz schickte mir eine
DNA-Probe, die sie in miithevoller Arbeit gereinigt hatte, und
ich fiihrte dieses kleine Restriktionsfragment vom Ende der
ribosomalen DNA von Tetrahymena in Hefezellen ein.
Bevor ich das Hefeexperiment beschreibe (Abbildung 7),
mochte ich noch einen bemerkenswerten Aspekt zu diesem
Stiickchen DNA aus Tetrahymena erwdhnen: Nur wenige

rDNA: symmetrisches Dimer

l primares 35S-rRNA-Transkript l
5' 3
l Spleiken

(GGGGTT)s0-70

Abbildung 7. Ein ganz besonderes Stiick DNA: Das ribosomale Tetra-
hymena-DNA-Fragment aus dem Makronucleus ist ein symmetrisches
Dimer. Die Enden sind Telomere und bestehen aus GGGGTT-Wieder-
holungen. Nahe bei den Enden liegt eine Region der rRNA-Gene, die

fiir ein selbstspleiRendes Intron kodiert.

Kilobasen von der Telomersequenz entfernt liegt das primére
ribosomale RNA-Transkript von Tetrahymena. Dieses Tran-
skript enthélt ein kleines, gut 400 Basen langes Intron — das
erste selbstspleiBende Intron, das je entdeckt wurde.*! Fiir
diese Arbeit wurde Tom Cech 1989 mit dem Chemie-Nobel-
preis geehrt. Wahrhaftig ein sehr hiibsches DNA-Stiick!
Zuriick zu unserem experimentellen Test der Funktion
des Tetrahymena-Telomers in Hefe. Wir wollten damit die
Hypothese tiberpriifen, dass die biochemische Maschinerie,
auf der die Telomerfunktion beruht, hoch konserviert ist.
Wenn sich dies bestitigte, wiren die Mechanismen, die wir in
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Tetrahymena aufklarten, vielleicht breit auf eukaryotische
Organismen {iibertragbar, was den ganzen Prozess viel be-
deutender machen wiirde. Dies war die Motivation fiir das
Experiment, bei dem Liz Blackburn und ich zusammenar-
beiteten. In meinem Labor standen uns ringférmige DNA-
Plasmide mit Hefegenen zur Verfiigung,?®? sodass wir He-
fetransformanten — also Zellen, die die DNA aufgenommen
hatten - selektieren konnten. Die Plasmide enthielten auch
einen Replikationsursprung (damals autonome Replika-
tionssequenzen oder ARS-Elemente genannt™2"), sodass sie
unabhéngig von einer Integration ins Chromosom repliziert
werden konnten. Wenn diese intakte ringformige Plasmid-
DNA eingesetzt wird, um Hefezellen zu transformieren,
findet man viele Transformanten, und fast alle enthalten re-
plizierende ringformige DNA-Molekiile. Wird aber die Plas-
mid-DNA mit einem Restriktionsenzym in einer Region ge-
schnitten, die zu Hefe-DNA nicht homolog ist, und damit
quasi-lineare DNA mit Bruchstellen erzeugt wird, fungieren
diese nicht als stabile Telomerenden; daher erhilt man nur
wenige Transformanten. Das entscheidende Experiment war,
die kleinen Stiicke Tetrahymena-Telomer-DNA mit G,T,-
Wiederholungseinheiten an jedes Ende von aufgeschnittener,
linearer Plasmid-DNA zu ligieren (Abbildung 8). Ich reinigte

Oy

Plasmid

l Schnitt

ori

E2 ori &l

Abbildung 8. Die Ubertragung von Tetrahymena-Telomeren in Hefe.
Ein Hefeplasmid als Vektor mit Selektionsmarker (gen) und einem
Replikationsursprung (ori) wurde durch Schnitt mit einem Restriktions-
enzym linearisiert. An beide Enden wurden Tetrahymena-Telomere li-
giert, und die ligierte DNA wurde gereinigt und in Hefe transformiert.
So entstanden Transformanten mit replizierenden linearen Plasmiden.

die ligierte DNA sorgfiltig, transformierte sie in Hefe und
erhielt Transformanten. Jetzt konnte ich der Frage nachge-
hen, ob die Plasmid-DNA als lineares Molekiil replizierte,
was das Funktionieren der Telomere bestitigen wiirde, oder
ob ich nur normale replizierende ringférmige Plasmide er-
halten hatte. Ich unterschied zwischen linearer und zirkuldrer
DNA, indem ich DNA-Isolate aus etwa einem Dutzend
Transformanten gelelektrophoretisch analysierte. Wenn
DNA-Molekiile gelelektrophoretisch getrennt werden, er-
zeugen Ringe eine ganze Schar von Banden fiir Monomere
und Multimere, entspannte und iiberspiralisierte Formen;
insgesamt erhdlt man ein kompliziertes Muster. Lineare
DNA-Molekiile nehmen keine dieser verschiedenen Formen
ein, sondern sie wandern einheitlich und erzeugen eine ein-
zelne Bande. Die beiden mdoglichen Ergebnisse der DNA-
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Analyse unterschieden sich daher deutlich voneinander. Als
ich die DNA aus den Transformanten, die ich isoliert hatte,
analysierte, fand ich bei etwa der Hilfte Plasmid-DNA, die
als Einzelbande im Gel wanderte. Dies war wohl das ein-
deutigste Experiment, das ich je durchgefiihrt habe, und of-
fensichtlich war es gelungen: Die Tetrahymena-DNA-Enden
erfiillten in Hefe die Funktion der Telomere.” Wir wussten
daher sofort, dass die zugrundeliegende biochemische Ma-
schinerie weit konserviert sein muss, weil diese beiden Or-
ganismen nur so entfernt miteinander verwandt sind. Folglich
konnten wir nun alle Methoden von Hefegenetik und Mole-
kularbiologie einsetzen, um die Telomere in Hefe zu unter-
suchen.

In einem der ersten Experimente wollte ich das neue li-
neare Plasmid mit den beiden Tetrahymena-Enden als Vektor
verwenden, um natiirliche Telomere von den Enden von
Hefechromosomen zu klonieren. Das Konzept dieses Expe-
riments war denkbar einfach (Abbildung 9): Ich ging von

chromosomale DNA -

ori -

l Schnitt

ori

l Ligation

= ori i

Abbildung 9. Klonierung der Hefe-Telomere. Chromosomale Hefe-
DNA wurde mit einem Restriktionsenzym geschnitten, ebenso das li-
neare Plasmid mit den beiden Tetrahymena-Telomeren. Das gereinigte
Vektorfragment wurde mit den Hefe-DNA-Fragmenten ligiert, und die
Mischung wurde anschlieRend in Hefe transformiert. Einige lineare
Plasmide wurden gewonnen, in denen ein Ende des linearen Vektors
durch ein Hefe-Telomer ersetzt war.

chromosomaler Hefe-DNA aus, die ich mit Restriktionsen-
zymen in viele Stiicke zerlegte. Die meisten stammten aus
dem Inneren der Chromosomen, doch die wenigen Frag-
mente vom Ende eines Chromosoms sollten ein Ende als
Ergebnis des enzymatischen Schnitts und ein Ende mit einem
Telomer tragen. Dann nahm ich unsere Vektor-DNA, also das
lineare Plasmid mit den beiden Tetrahymena-Enden, schnitt
ein Ende ab und reinigte die so erhaltene DNA sorgfiltig.
Dieses DNA-Molekiil mit einem funktionalen Telomerende
und einer nichtfunktionalen Bruchstelle als Ende konnte sich
in Hefezellen nicht dauerhaft etablieren. Zur Klonierung der
Hefe-Telomere wurden dann einfach die Hefe-DNA-Frag-
mente unter Einwirkung einer DNA-Ligase mit gereinigter
Vektor-DNA verbunden, wobei einige wenige Molekiile mit
einem 7Tetrahymena-Telomer an einem und einem normalen
Hefe-Telomer am anderen Ende entstanden. Diese seltenen
Molekiile sollten in der Lage sein, sich als lineare Molekiile in
Hefezellen zu replizieren. Ich gewann einige Transformanten
mit der erwarteten linearen Struktur,” und ich konnte mit
einer Reihe von Tests bestdtigen, dass ein Ende tatsdchlich
ein Telomerfragment aus Hefe-DNA war. Dies ermoglichte
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uns, die DNA-Sequenzen von normalen Hefe-Telomeren zu
charakterisieren. Wir hatten nicht erwartet, dass die Wie-
derholungssequenzen die gleichen seien, denn die 7Zetrahy-
mena-Sequenzen zeigten keine Kreuzhybridisierung mit
Hefe-DNA. Weitere Hybridisierungsversuche in Zusam-
menarbeit mit Tom Petes®! ergaben, dass Hefe-Telomere
langere Sequenzen aus GT-Wiederholungen enthalten. Als
Janis Shampay, eine Doktorandin aus Liz’ Gruppe allerdings
die Hefe-Telomere sequenzierte, die ich kloniert hatte, fand
sie iiberraschenderweise eine unregelmifige Sequenz aus
G,_sT-Wiederholungen.” Dies wurde in den Labors von Tye
und Petes unabhingig voneinander bestitigt, indem die Te-
lomerenden durch Hybridisierung mit (GT),-Sonden kloniert
wurden.® Wihrend Hefe in das allgemeine Bild von einem
GT-reichen 3’-terminalen Stang passte, schien sich das Fehlen
einfacher Wiederholungen nicht in die vorherrschenden
Modelle der Telomer-Replikation auf der Basis von Rekom-
binationsereignissen einzufiigen.* Die Losung dieses Riitsels
sollte uns schlieBlich zur Telomerase fithren.

An dieser Stelle mochte ich in einem kleinen Diskurs
beschreiben, wie wir diese neuen Telomer-DNA-Fragmente
als Werkzeuge einsetzten, um die Voraussetzungen fiir eine
korrekte Chromosomenfunktion in Hefe zu untersuchen.
Dies war die Arbeit von Andrew Murray, meinem zweiten
Diplomanden. Mit einem gentechnischen Ansatz wollten wir
sehen, ob wir die Elemente der Chromosomenstruktur
wirklich verstehen. Nach der Entdeckung der Telomere
glaubten wir, alle Teile verfiigbar zu haben, um ein vollstin-
diges funktionierendes Chromosom zusammenzusetzen: Wir
hatten Centromer-DNA, die erstmals bei John Carbon klo-
niert worden war,* wir hatten verschiedene Gene wie LEU2
und HIS3,”?! und wir hatten Replikationsurspriinge, die
zuerst von Kevin Struhl und Dan Stinchcomb bei Ron Davis
kloniert worden waren.?*?!! Das waren alle Elemente, von
denen damals bekannt war, dass sie fiir die Chromosomen-
funktion wichtig waren. Wir wollten sie nun zusammenfiigen
und sehen, ob wir etwas aufbauen konnten, das sich wie ein
natiirliches Chromosom verhilt. Dazu konstruierten wir ein
ringformiges Plasmid, das alle bekannten Chromosomenele-
mente enthielt (Abbildung 10), schnitten es, sodass es zwei
Telomerenden hatte, und transformierten es in Hefe. Doch
obwohl dieses DNA-Molekiil einen Replikationsursprung,
ein Centromer, Gene und Telomere enthielt, verhielt es sich
nach der Transformation in Hefe nicht wie ein richtiges
Chromosom. Wihrend der Mitose kam es zu zahlreichen
Fehlern bei der Trennung, sodass unser Konstrukt nicht tiber
viele Zellzyklen hinweg erhalten blieb, sondern hiufig ver-
lorenging.*®! Offensichtlich lief hier etwas ab, das wir nicht
verstanden. Was konnte fehlen? Welche Probleme konnten
die korrekte Vererbung dieses Minichromosoms verhindern?
Wir testeten viele mogliche Erkldrungen, bis schlieflich
Andrew herausfand, dass nichts weiter fehlte als mehr
DNA.P%¥ Indem er genug DNA des Phagen Lambda (also
keine Hefe-DNA) in unser kleines kiinstliches Chromosom
einfiigte, erzeugte er viel groBere DNA-Molekiile, die nun
stabil vererbt wurden und sich viel eher wie natiirliche He-
fechromosomen verhielten (Abbildung 11). Wir stellten
mehrere Modelle dafiir auf, und ausgehend von der Beob-
achtung, dass das lineare centromerhaltige Plasmid in der
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in Hefe nicht stabil!

Abbildung 10. Unser erster Versuch, ein kiinstliches Chromosom her-
zustellen. Wir konstruierten ein ringférmiges Plasmid aus Hefegenen,
einem Replikationsursprung, einem Centromer und Telomer-DNA.
Dieses Konstrukt wurde durch einen Schnitt zwischen den Telomerse-
quenzen linearisiert und dann in Hefe transformiert, wo die DNA als
lineares Plasmid erhalten wurde. Entgegen den Erwartungen verhielt
sich das DNA-Molekiil nicht wie ein normales Chromosom — bedingt
durch eine grole Zahl an Trennungsfehlern war es bei der Mitose in-
stabil.

Tr CENORI Tr

— —— in Hefe nicht stabil

l Einbau zusitzlicher DNA

Tr A CENORI A Tr

|

in Hefe stabil

Abbildung 1. Erfolgreiche Konstruktion eines kiinstlichen Hefechro-
mosoms. Der Einbau von 50 bis 150 kb einer DNA, die nicht aus Hefe,
sondern vom Phagen Lambda stammte, verbesserte die Stabilitat des
DNA-Molekiils bei der Zellteilung erheblich und verlieh ihm chromoso-
menihnliches Verhalten.

Mitose viel weniger stabil war als ein dhnliches ringférmiges
Plasmid mit einem Centromer, schlugen wir vor, dass die
Verflechtung der DNA nach Vervollstindigung der Replika-
tion®™ eine Rolle dabei spielte, die Schwesterchromatide
zusammenzuhalten. Dies war lange bevor man etwas von
Cohisin und Separase® und der komplexen Biochemie der
Adhérenz und Trennung der Schwesterchromatide nach der
Replikation wusste. Unsere kiinstlichen Chromosomen waren
auch technisch hilfreich, wenigstens fiir eine kurze Zeit, denn
in der Anfangszeit der Genomsequenzierung waren sie sehr
praktische Vektoren, um extrem gro3e DNA-Stiicke von 1-2
Megabasen Linge zu klonieren. "

Doch zuriick zu den Telomeren und wie sie vollstindig
repliziert werden. All unsere frithen Modelle gingen von
einem Rekombinationsmechanismus aus und beruhten auf
den verschiedenen Reaktionen, die an DNA-Enden nach
damaliger Kenntnis ablaufen konnten. Nachdem Liz Black-
burn die kurzen Wiederholungssequenzen der Tetrahymena-
Telomere entdeckt hatte, erschien ein sehr einfaches Modell
naheliegend: Die Rekombination zwischen verschiedenen
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Enden, vielleicht auf irgendeine Art gelenkt, konnte Enden
erzeugen, die linger wiren als jedes der urspriinglichen
DNA-Enden (Abbildung 12).#1  Alternativ konnte die
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unvollstindige Replikation
erzeugt einen 3'-Uberhang

Verlingerung des 3'-Uber-
hangs nach Stranginvasion

Abbildung 12. A) Telomerverlangerung durch Rekombination. B) Telo-
merverldngerung durch Reparatursynthese.

Stranginvasion durch das 3'-Ende des einen Telomers in die
Wiederholungssequenzen eines anderen Telomers eine Re-
paratursynthese einleiten, die die Verldngerung dieses Endes
nach sich ziehen wiirde (Abbildung 12). Ein anderes Modell,
das wir diskutierten, ging von der Auflosung der Holliday-
Struktur aus. Dieses Modell beruhte auf der Vorstellung, dass
das duBerste Ende der Telomer-DNA eine Haarnadelschleife
sei, dass der Strang sich am Ende also umbiegt. Diese Er-
klarung war verlockend, weil es dann kein wirkliches DNA-
Ende gibe, sondern eine Haarnadelschleife als relativ inertes
DNA-Ende wirken wiirde. Durch Replikation wiirde eine
Palindromstruktur entstehen, die in eine zentrale Holliday-
Struktur isomerisieren konnte. Bei deren Auflosung durch
das entsprechende Rekombinationsenzym wiirden sich zwei
neue Telomere in Form von Haarnadelschleifen bilden (Ab-
bildung 13). Eine kompliziertere Variante dieses Modells
wurde in Piet Borsts Gruppe ausgearbeitet:*” An Einzel-
strangbriichen innerhalb der Wiederholungssequenzen sollte
die Basenpaarung aufgeldst werden, und durch anschlieBende
Synthese iiber diese Liicke hinweg sollten neue Wiederho-
lungseinheiten entstehen. Das war die Art von Modellen auf
Basis der Rekombination, die wir in den ersten Jahren als
Mechanismen fiir die Telomer-Replikation diskutierten. Wie
aber kamen wir letztlich davon los und zur richtigen Erkla-
rung? Dieser Schritt gelang uns, als wir die Sequenzen der
Tetrahymena-Telomere nach ihrer Replikation in Hefe ana-
lysierten.

Um zu verstehen, warum die Replikation der Tetrahy-
mena-Telomere in Hefe so wichtig war, betrachten wir
nochmals das lineare Plasmid mit den Zetrahymena-Enden.
Diese Telomerenden begannen als Restriktionsfragmente
einer bestimmten GroBe, aber wir beobachteten, dass sie nach
ihrer Uberfithrung in Hefe verlingert worden waren — und
zwar um einige hundert Basenpaare. Aulerdem unterschie-
den sie sich in ihrer GroB3e. Wir wussten nicht, woher diese
zusitzliche DNA stammte, aber es gab mehrere mogliche
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Abbildung 13. Replikation der Telomere durch Auflésen von Holliday-
Strukturen. Frithe Modelle der Telomer-DNA gingen von einer termina-
len Haarnadelschleife aus. Die Replikation wiirde ein Palindrom erzeu-
gen, das zu einer Holliday-Struktur isomerisieren kann, die sich unter
Riickbildung der Ausgangsstruktur auflésen lieRe.

Erklarungen. Sie konnte beispielsweise das Ergebnis einer
Rekombination zwischen den Tetrahymena-Enden aus ver-
schiedenen Molekiilen sein oder die Folge einer Stranginva-
sion und Reparatursynthese. SchlieBlich klonierten wir einige
dieser verldngerten Tetrahymena-Enden und schickten die
DNA-Proben zu Liz, die sie in ihrem Labor von Janice
Shampay sequenzieren lieB. Zu unserer Uberraschung stell-
ten wir fest, dass die Sequenz aus den G,T,-Wiederholungs-
einheiten aus Tetrahymena bestand, an die direkt die unre-
gelméBigen G_;T-Wiederholungen angrenzten, die fiir die
Hefetelomere charakteristisch waren (Abbildung 14).5% Der

- m ori -

(e or

GGGTGTGGTGTGG
Abbildung 14. Hefe fuigt neue DNA zu den Tetrahymena-Telomeren
hinzu. Klonierung und Sequenzanalyse der Tetrahymena-Telomere nach

Replikation in Hefe (als Telomere eines linearen Plasmids) machten
die zusitzlichen Hefe-Telomersequenzen sichtbar.

Grund fiir die DNA-Verlidngerung war also, dass hefespezi-
fische Sequenzen — quasi aus dem Nichts kommend — an die
Tetrahymena-Enden angehidngt worden waren. Die so unter-
schiedlichen und unregelmifligen Sequenzen konnten un-
moglich durch einen Rekombinationsvorgang entstanden
sein, sodass wir sofort wussten, dass all unsere fritheren Mo-
delle falsch waren. Die neuen Sequenzdaten fiihrten zu der
Vorstellung, dass es ein spezifisches Enzym geben miisse, das
zusitzliche DNA an die Chromosomenenden anfiigt. Kurz
nach diesen Ergebnissen und unserer Vorhersage dieses
neuen Enzyms machte sich Carol Greider daran, die En-
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zymaktivitit biochemisch nachzuweisen.*¥ Die Charakteri-
sierung des gereinigten Enzyms, das spiter Telomerase ge-
nannt wurde, identifizierte dieses als ein Ribonucleoprotein-
Enzym mit einer RNA-Matrize fiir die Telomer-Wiederho-
lungssequenzen, die von einer Doméne des Enzyms mit Re-
verse-Transkriptase-Aktivitiit synthetisiert wurden.*! Inzwi-
schen wissen wir, dass die unterschiedlichen Telomer-Wie-
derholungssequenzen, die in verschiedenen Organismen
vorkommen, durch die RNA-Matrizen der spezifischen Te-
lomerasen festgelegt werden. In umfangreichen Arbeiten von
Elizabeth Blackburn, Carol Greider, Tom Cech und anderen
wurden die Telomerasen von vielen Organismen, darunter
Tetrahymena, Hefe und Mensch, charakterisiert.

Es ist interessant, das Problem der Replikation der
Chromosomenenden im Licht der Telomeraseaktivitét erneut
zu betrachten. Wie erwéhnt ging eines unserer frithen Mo-
delle, das sich als falsch erwies, von einer Haarnadelstruktur
am Ende der Chromosomen aus. Die korrekte Struktur, ein
3-Uberhang aus GT-reichen Wiederholungssequenzen (Ab-
bildung 15), wurde erstmals an einem anderen Ciliaten, dem

G-reicher Uberhang

5 3
P e e ;
3 5
« Leitstrang ist unvollstindig,
3 aber Telomerase regeneriert
den Uberhang
3 5

Abbildung 15. Ein neues Modell fiir die Verkiirzung der Telomere und
die Rolle der Telomerase bei der Bewahrung der Telomere. Wenn eine
Replikationsgabel das Ende einer DNA-Duplex erreicht, kann der Leit-
strang den 3’-Uberhang nicht wiederherstellen. Dies iibernimmt die Te-
lomerase.

Protozoen Oxytricha, im Labor von David Prescott heraus-
gefunden.®! Spiter stellte sich diese Struktur als allgemein
konservierte Eigenschaft der Telomere heraus. Betrachten
wir nun die Replikation des Strangendes mit einem 3'-Uber-
hang, so sieht das Problem etwas anders aus, als es Watson!'®!
und Olovnikov!" beschrieben haben. Eine Replikationsga-
bel, die auf ein solches Ende zulduft, hat nicht nur das zuvor
beschriebene Problem der unvollstindigen Replikation des
3’-Stranges, sondern ein viel schlimmeres Problem, weil der
Leitstrang zwar das Ende erreicht, nicht aber den 3"-Uber-
hang aufbauen kann. Dieser wiirde daher in jedem Replika-
tionszyklus verlorengehen, gibe es keinen Ausgleichsme-
chanismus. Ein solcher Mechanismus wird nun durch die
Telomerase sichergestellt, die zusdtzliche Wiederholungsse-
quenzen an die Telomerenden anfiigt und daher im Durch-
schnitt die erforderliche Linge und Struktur des Telomers
sicherstellt. Die Regulierung der Telomerlédnge und -struktur
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hat sich als ausgefeilter Mechanismus erwiesen, und die
Biochemie der entsprechenden Protein-DNA-Wechselwir-
kungen ist bemerkenswert. !

Die Aktivitit der Telomerase und des zugehorigen Ap-
parats zur Regulierung der Telomerldnge hat wichtige biolo-
gische Konsequenzen. Zellen mit hoher Telomeraseaktivitét
konnen sich ohne Einschridnkungen teilen, weil sie sich
funktionale Telomere erhalten. Dagegen konnen Zellen mit
unzureichender Telomeraseaktivitit die Telomerldnge nicht
aufrechterhalten und haben daher nur ein begrenztes Tei-
lungspotenzial. Diese Vorhersage wurde erstmals von Vicki
Lundblad bestitigt, die als Postdoc in mein Labor kam, um
dieser Frage in Hefe genetisch nachzugehen.’”! Dazu eta-
blierte sie ein umfangreiches und ziemlich schwieriges Such-
verfahren nach Mutanten, die die erforderliche Durch-
schnittsldnge der Telomere nicht aufrechterhalten konnten.
Sie fand die gesuchten Mutanten, in denen die Telomere iiber
mehrere Teilungszyklen immer kiirzer wurden (Abbil-
dung 16 A). Die erste Mutation mit dieser Eigenschaft wurde
est-1 (,,ever shorter telomeres®) genannt. Am Interessantes-

A
123456738

Abbildung 16. Seneszenz von EST-1-Hefezellen. A) Fragmente von
Hefe-Telomer-DNA aus dem Mutantenstamm EST-1 lassen sich durch
einen Southern-Blot sichtbar machen. Die Spuren 1 bis 8 zeigen
Proben aus Zellen nach einer zunehmenden Zahl von Zellteilungen.
B) Der Mutantenstamm EST-1, auf einer Agarplatte ausgestrichen
nach 25, 46, 67 und 87 Generationen.

ten an dieser Mutation (und dhnlichen spiter entdeckten
Mutationen) ist, dass sie, wie erwartet, zu einem Phénotyp mit
verzogerter Seneszenz fiihrt (Abbildung 16B). Dieser Phi-
notyp wird in Kolonien des mutierten Hefestamms nach un-
terschiedlichen Generationszahlen sichtbar. Nach 25 Gene-
rationen sehen die Mutantenkolonien etwa so aus wie Wild-
typkolonien. Nach 46 Generationen sind sie ein wenig unre-
gelmiBiger, und es gibt einige kleine Kolonien, nach 60 bis 70
Generationen sind sie ganz klein und unregelmaBig, und nach
80 bis 90 Generationen wachsen die Mutanten fast nicht
mehr. Es gibt viele tote Zellen in den kleinen Kolonien und
viele Chromosomenverluste. Weil die Telomere kiirzer und
kiirzer werden, bleibt die korrekte Telomerstruktur nicht
bestehen. Als Folge binden die Enden aneinander, was zu
Chromosomenbriichen und -verlusten fiihrt, sodass Zellen
entstehen, denen groSe DNA-Stiicke fehlen.

Dies war der erste experimentelle Nachweis, dass die
Unféhigkeit, eine normale Telomerenldnge sicherzustellen,
zu einem Seneszenz-Phinotyp fiihrt und dass diese Eigen-
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schaft eine wichtige Rolle bei der Zellalterung in hoheren
Organismen spielen kann. Ganz dhnliche Versuche mit 7e-
trahymena im Labor von Liz fithrten etwa zur gleichen Zeit
zum gleichen Schluss.*® Wir hielten dies fiir eine mogliche
Erklédrung fiir die Seneszenz, die wir wiederholt an Primér-
zellen in Zellkulturen beobachtet hatten, und — ausgeweitet
auf Probleme des Alterns — fiir ein allméhliches Nachlassen
der Gewebeerneuerung infolge einer begrenzten Zelltei-
lungsfahigkeit. Die Verkiirzung der Telomere wurde fiir Fi-
broblasten wenig spiter von Carol Greider gezeigt,! und die
ursiachliche Rolle dieser Verkiirzung bei der Zellalterung
wurde spiter bewiesen.”” Natiirlich war dies ein wichtiger
Fortschritt fiir unser Verstédndnis von Alterungsprozessen und
altersbedingten Erkrankungen.’!! Der umgekehrte Fall
erwies sich als sehr wichtig fiir unser Verstdandnis von Krebs.
In der tiberwiegenden Zahl der Krebszellen, die ein unbe-
grenztes Teilungspotenzial haben, ist das Telomerase-Gen
hochreguliert, und die funktionalen Telomere werden unbe-
grenzt erhalten P

An diesem Punkt wurde mir klar, dass bald viele Leute die
Rolle von Telomeren und Telomerase bei Krebs und Altern
untersuchen wiirden. Ich glaubte, dass die wichtigsten Fragen
klar gestellt waren und dass sie bearbeitet werden wiirden,
gleich, ob ich auf dem Feld der Telomerbiologie aktiv bleiben
wiirde oder nicht. Ich begann daher nach anderen interes-
santen Themen zu suchen, die experimentell bearbeitet
werden konnten, aber noch nicht so ein breites Interesse ge-
funden hatten.

Schon als Vicki ihre genetischen Studien iiber die Telo-
mererhaltung in Hefe durchfiihrte, erwachte mein Interesse
an Ribozymen, denn die Entdeckung der selbstspleifenden
Introns durch Tom Cech war neu und aufregend.? Ich er-
wartete dort viele interessante Fragen und wunderte mich,
dass nicht mehr Leute sich damit befassten. Ich selbst war
fasziniert von der Hypothese der RNA-Welt und von der
Idee, dass RNA die eigene Replikation ohne Protein-Enzyme
katalysieren konnte.”® Da die Experimente hauptsichlich
molekularbiologischer Natur waren, dachte ich, wir kénnten
einige Beitrdge zu diesem aufstrebenden Feld leisten. Meh-
rere Jahre lang untersuchten wir die Introns der Gruppe I und
versuchten, sie mit verschiedenen molekularen Techniken zu
zwingen, RNA-Replikationsreaktionen zu katalysieren.
Mehrere meiner Studenten, darunter Jennifer DoudnaP®* und
Rachel Green™! arbeiteten mit einigem Erfolg an diesem
Problem. Doch schlieflich kamen wir zu dem Schluss, dass die
natiirlichen Ribozyme nicht gut genug waren. Diese Ribo-
zyme erfiillten Aufgaben, fiir die sie sich in modernen Orga-
nismen entwickelt hatten. Wir waren aber in erster Linie
daran interessiert, was RNA viel frither getan haben konnte.

In den spéten 1980ern begannen wir, neue RNA-Mole-
kiile zu entwickeln, die bestimmte Reaktionen katalysieren.
Die Idee war einfach: Man synthetisiere riesige Sammlungen
von Zufallssequenzen und isoliere dann die wenigen Mole-
kiile mit der gewiinschten Aktivitit. Die technischen Aspekte
dieser In-vitro-Selektion oder gerichteten Evolution wurden
von meinem Postdoc Andy Ellington® und unabhiingig von
Craig Tuerk in Larry Golds Labor ausgearbeitet.””! Wir ver-
brachten den groBten Teil der 90er Jahre damit, diese Selek-
tionstechnik auf die RNA- und DNA-Evolution im Labor
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anzuwenden, um Molekiile mit allerlei interessanten Funk-
tionen zu finden. So isolierte Mandana Sassanfar in ihrer
Postdoc-Zeit ein RNA-Molekiil, das sich zu einer dreidi-
mensionalen Konformation faltet, die eine Bindestelle fiir
ATP enthilt (Abbildung 17).¥ Danach konnten wir und

Abbildung 17. Ein ATP-bindendes RNA-Molekiil. Diese RNA wurde aus-
gehend von einer zufilligen Sammlung von Sequenzen entwickelt.
Dunkelblau: doppelhelicale Bereiche; hellblau: gefaltete Erkennungs-
schleife; Stabmodell: gebundenes AMP.

andere zeigen, dass man im Labor RNA- und DNA-Se-
quenzen entwickeln kann, die sich in definierte Formen falten
und fast jedes interessierende Molekiil binden konnen. Ver-
schiedene Arbeitsgruppen und Unternehmen loten nun den
moglichen therapeutischen Nutzen spezifisch bindender
RNA-Molekiile aus. Vielleicht konnen diese, inzwischen
Aptamere genannten, Molekiile einige der Funktionen
iibernehmen, fiir die heute Antikorper verwendet werden.
Nachdem wir Aptamere routinemifig entwickeln konn-
ten, begannen wir, RNA-Molekiile zu formen, die interes-
sante Reaktionen katalysieren konnten. Als Doktorand in
meiner Arbeitsgruppe isolierte Dave Bartel ein tiberraschend
komplexes RNA-Molekiil, das zwei benachbarte RNAs auf
einer Matrize verkniipfen kann (Abbildung 18).) Es kata-
lysiert die Reaktion nach dem gleichen Mechanismus wie
RNA- und DNA-Polymerasen: Die 3'-Hydroxygruppe des
einen RNA-Substrats greift das a-Phosphat des Triphosphat-
endes des anderen RNA-Substrats an und kniipft eine neue
Phosphodiesterbindung. Das Ribozym hat eine komplizierte
gefaltete Sekundir-® und Tertidrstruktur.®' Nach dem
Nachweis, dass RNA die chemischen Prozesse der RNA-
Replikation katalysieren kann, entwickelte Dave Bartel das
Ribozym in seinem eigenen Labor im Whitehead Institute am
MIT zu einer echten RNA-Polymerase weiter, die RNA-
Matrizen mit Nucleosidtriphosphaten als Substraten kopieren
kann.[”) Damit wurde glinzend gezeigt, dass die Hypothese
einer RNA-Welt plausibel ist. Die aktuellen Versionen dieser
RNA-Polymerase sind noch nicht gut genug, um sich selbst zu
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Abbildung 18. Sekundirstruktur von Klasse-I-Ribozymligasen. Das
Ribozym katalysiert die matrizengerichtete RNA-RNA-Ligation. Es
wurde ausgehend von einer zufilligen Sammlung von RNA-Sequenzen
gewonnen.

kopieren und ganze Replikationszyklen zu vollenden, sodass
es reichlich Raum fiir weitere evolutiondre Optimierungen
gibt.

Angewandte

In neuerer Zeit haben wir die In-vitro-RNA-Selektion auf
die Analyse von Humangenom-Sequenzen angewendet.
Diese Arbeiten stammen aus der Postdoc-Zeit vom Kourosh
Salehi-Ashtiani und Andrej Luptak (Abbildung 19).*! Kou-
rosh begann mit der Erzeugung einer groen Bibliothek aus
Stiicken menschlicher DNA. Er transkribierte sie in RNA und
suchte nach Molekiilen, die sich selbst ortsspezifisch schnei-
den konnten, wobei er vier verschiedene selbstspaltende
RNAs oder Ribozyme isolierte. Eine dieser RNAs findet sich
im CPEB3-Gen wieder, das mit dem Gedéichtnis in Verbin-
dung gebracht wird® und moglicherweise die lokalisierte
Proteintranslation an den Synapsen kontrolliert. Es gibt zwei
interessante Dinge an diesen selbstspaltenden Ribozymen
aus Humangenom-DNA. Zum einen hat das Ribozym exakt
dieselbe Struktur wie ein gut bekanntes virales Ribozym, das
HDV-Ribozym des Hepatitis-delta-Virus. Die Tatsache, dass
es eine Version dieses Ribozyms im Humangenom gibt, l4sst
vermuten, dass sich das virale Ribozym von dieser Kopie
ableiten konnte. Zum anderen ist es moglicherweise sehr in-
teressant, dass es in der Bevolkerung einen Polymorphismus
an einer Stelle innerhalb des Ribozyms gibt, der die Aktivitét
beeinflusst. Eine aktuelle genetische Untersuchung einer
schweizerischen Gruppe!®! ergab eine Assoziation zwischen
diesem Polymorphismus und dem Erfolg der Testpersonen
bei einem Gedichtnistest, bei dem Worter behalten werden
sollten. Es gibt auf diesem Gebiet noch viel zu tun, doch die

CPEB3-Ribozym
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Abbildung 19. Ein HDV-Ribozym im menschlichen Genom. Oben: Das selbstspaltende Ribozym liegt im zweiten Intron des CREB3-Gens. Die
Ribozymsequenz ist im Vergleich zu den flankierenden Intronsequenzen hoch konserviert. Unten links: Die Sekundirstrukturen des Ribozyms aus
dem Humangenom und des HDV-Ribozyms sind weitgehend identisch. Unten rechts: Ein Polymorphismus in der Ribozymsequenz beeintrichtigt
die Ribozymaktivitdt und kénnte das menschliche Gedachtnis beeinflussen.
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Aussicht, dass eine selbstspaltende katalytische RNA eine
Rolle im menschlichen Gedichtnis spielen konnte, ist faszi-
nierend.

In den 1990ern erweiterten wir unsere Versuche zur ge-
richteten Evolution von RNA und DNA um Methoden zur
Evolution von Proteinen. Rich Roberts entwickelte ein ge-
schicktes Verfahren, um das Ribosom dazu zu bringen, die
wachsende Peptid- oder Proteinkette chemisch mit der eige-
nen mRNA zur verkniipfen,® sodass die Selektion auf ein
funktionales Protein gleichzeitig die entsprechende mRNA
mit anreichern wiirde. Mit dem gleichen Ansatz isolierte Tony
Keefe spidter ein kleines ATP-bindendes Protein aus einer
Bibliothek von Protein-Zufallssequenzen.’””! Diese kleine
Proteindoméne war von den natiirlichen biologischen Prote-
indoménen nicht zu unterscheiden. Derartige Evolutions-
versuche im Labor zeigten, dass es relativ einfach ist, funk-
tionale RNAs, DNAs und sogar Proteine ausgehend von
Sammlungen von Zufallssequenzen zu entwickeln.

Mit den zuvor geschilderten Experimenten wurde iiber-
zeugend nachgewiesen, dass die Darwinsche Evolution, an-
gewendet auf eine Population von Molekiilen, ein leistungs-
fahiges Instrument zur Erzeugung funktionaler Sequenzen
ist. Das fiihrte uns zu tiefergehenden Fragen: Wie begann die
Evolution? Wie verlief der Ubergang von der Chemie zur
Darwinschen Evolution in der Erdfriihzeit? Diese zentralen
Fragen zum Ursprung des Lebens wurden zum Forschungs-
gebiet meiner Arbeitsgruppe. Dabei folgen wir notwendi-
gerweise einem synthetischen oder technischen Ansatz. Wir
haben eine einfache Modellvorstellung fiir frithe Zellen
(Abbildung 20),1*! die zwar nicht in allen Aspekten allgemein
anerkannt ist, doch gibt sie unsere Auffassung davon wieder,
wie eine sehr primitive Zelle ausgesehen haben konnte. Wir
versuchen, solche Systeme zu konstruieren, um mogliche
Wege von der Chemie zur Biologie zu definieren. Wir glau-
ben, dass eine primitive Zelle zwei entscheidende Bestand-
teile haben muss. Einer davon ist die Zellmembran. In un-
seren Experimenten stellen wir diese Membranen aus einfa-
chen Molekiilen her, die auf der frithen Erde vorhanden ge-
wesen sein sollten, z.B. aus Fettsduren. Die Zellmembran
muss spontan wachsen und sich teilen kénnen, um Tochter-
zellen zu bilden. Der andere wichtige Bestandteil einer pri-

J. W. Szostak

mitiven Zelle ist ein Polymer, das die Vererbung der geneti-
schen Information vermittelt. Hier ist die Frage, ob dies von
Anfang an RNA war, oder ob ein einfacheres Vorlduferma-
terial erst spiater durch RNA ersetzt wurde. In jedem Fall
muss dieses Material sich spontan replizieren konnen, ohne
auf eine hoch komplizierte Maschinerie angewiesen zu sein
wie moderne Organismen. Die Schliisselfrage ist daher: Wie
konnten sich Zellmembranen und frithe genetische Materia-
lien replizieren, bevor sich der komplizierte biologische Tei-
lungsapparat entwickelte ? Unser Ansatz war es, das Problem
moglichst in einfachere Teile zu zerlegen und diese getrennt
anzugehen. Ich mochte kurz einige der Experimente be-
schreiben, die wir in den letzten sechs oder sieben Jahren
durchgefiihrt haben.

Vor etwa sechs Jahren befassten sich der Postdoc Marty
Hancyzc und die Doktorandin Shelly Fujikawa mit der Frage,
wie Protozellen-dhnliche Komplexe gebildet werden konn-
ten. Sie fanden heraus, dass ein verbreitetes Tonmineral, das
aus Vulkanasche in Seewasser entsteht, diesen Prozess iiber-
raschend gut unterstiitzt.[”) Dieses Tonmineral ist auf dem
Forschungsgebiet der pribiotischen Chemie gut bekannt,
denn einige Jahre zuvor hatten Jim Ferris und Leslie Orgel
nachgewiesen, dass es den Aufbau von RNA aus aktivierten
Nucleotiden katalysiert.”” Marty und Shelly zeigten nun, dass
das gleiche Mineral auch die Bildung von Membranen kata-
lysiert. AuBBerdem kann es genetische Polymere wie RNA in
die Vesikel einschlielen, deren Zusammenlagerung es un-
terstiitzt (Abbildung 21). So kann ein gewohnliches Mineral
dabei helfen, genetisches Material aufzubauen, Membranen
zu organisieren und die Komponenten zusammenzubrin-
gen,® also alles Eigenschaften die mit Blick auf die Bildung
frither zelluldrer Strukturen von Bedeutung sein konnten.

Die Replikation der Protozellen-ghnlichen Strukturen ist
viel schwieriger als ihr Zusammenbau. Wachstum und Teilung
der Protozellmembran, die noch vor wenigen Jahren wie ein
fast unlosbares Problem ausgesehen haben, haben sich in-
zwischen als relativ einfach herausgestellt. Unser gegenwér-
tiges Modell fiir einen frithen Zellzyklus mit Blick auf die
Zellmembran beruht auf der Arbeit meines Doktoranden
Ting Zhu." Wir stellen groBe multilamellare Vesikel her und
fiittern sie mit neuen Fettsduren. Diese wachsen dann zu
langen, zerbrechlichen
Fasern, die bei Ileichtem
Schiitteln, wie es durch

Wellen in einem Gewdsser
passieren konnte, zu Tochter-
zellen  auseinanderbrechen
(Abbildung 22). So entwickelt
sich ein robuster Kreislauf,
der endlos fortgefiihrt werden
kann. Insofern  scheinen
spontanes Wachstum und
Teilung von Membrankom-
ponenten relativ geradlinige

Abbildung 20. Schema einer Protozelle. Eine einfache Zelle kénnte aus einem replizierenden Vesikel fur die
Kompartimentierung und einem replizierenden Genom, um Erbinformationen zu kodieren, aufgebaut sein.
Eine komplexe Umgebung liefert Nucleotide, Lipide und verschiedene Arten von Energie: Mechanische
Energie (fiir die Teilung), chemische Energie (fiir die Nucleotidaktivierung) sowie Energie aus Phasentrans-
fer und osmotischen Gradienten (fiir das Wachstum) kénnen von dem System genutzt werden.
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Und wie ist der Stand bei
der Replikation der geneti-
schen Information? Im Au-
genblick gibt es hier noch
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Schwierigkeiten, weil wir nicht wissen, wie  2'-NP-DNA

wir diesen Schritt umsetzen sollen. Die N

Hypothese der RNA-Welt beruht auf der |
Idee, dass RNA die eigene Replikation ka-
talysiert,™ doch das hat sich als schwieriger

herausgestellt, als wir zunichst dachten. “IJH
P

Konnte die genetische Replikation als ein
chemischer, nichtenzymatischer Prozess o
begonnen haben? Vor etwa zwanzig Jahren
prophezeite Leslie Orgel, einer der
,Pépste” der priabiotischen Chemie, dass
chemische Verfahren zur Replikation ge-
netischer Polymere ziemlich einfach gefun-
den werden konnten, womit man bei der
Aufklarung der Entstehung des Lebens
vorankime.”” Das hat sich nicht bewahr-
heitet, vielleicht, weil das Problem schwie-
riger ist als alle glaubten, vielleicht aber
auch, weil sich nicht so viele Leute mit
dieser Aufgabe auseinandergesetzt haben.
Ich halte es fiir ein perfektes Arbeitsthema,
denn es ist wichtig, interessant, und es gibt
viele erfolgversprechende experimentelle
Ansitze. Wir stellen synthetische Nucleoti-
de her, die modifiziert sind, um sie reaktiver
zu machen (Abbildung 23). Ersetzt man

Abbildung 21. Montmorillonit kann RNA in Vesikel einschlieflen. Fluo-

reszenzmarkierte RNA (orange) an der Oberfliche eines Tonpartikels

ist im Inneren eines grolen Vesikels (griin) zusammen mit vielen klei-

nen Vesikeln eingefangen. Alles wurde durch die katalytische Aktivitit
des Tonpartikels zusammengefiigt.
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Abbildung 22. Wachstums- und Teilungszyklen einer Protozell-Modell-
membran. Grofle multilamellare Vesikel wachsen zu langen hohlen
Vesikeln, indem sie im Uberschuss vorliegende Fettsduren einbauen.
Die langgestreckten Vesikel brechen unter milder Scherspannung. Die

kleineren Tochtervesikel kénnen wachsen und den Zyklus wiederholen.
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Abbildung 23. Typische Monomere fiir die spontane Synthese von Nucleinsiuren und das
entsprechende Polymer. Links: 2'-5’-gebundene Phosphoramidat-DNA. Rechts: das aktivier-
te 2’-Amino-Monomer. Man beachte das 2’-Amino-Nucleophil (blau) und die Imidazol-Ab-
gangsgruppe (griin) am 5’-Phosphat. Die Kombination eines guten Nucleophils mit einer
guten Abgangsgruppe erméglicht eine schnelle nichtenzymatische Polymerisation derartiger
Monomere, wenn diese auf einer geeigneten Matrize aufgereiht sind.

zum Beispiel die nucleophile Hydroxygruppe durch eine
Aminogruppe, so erhélt man Nucleotide, die spontan und
ohne Enzymbeteiligung einen Primer an einer Matrize ent-
lang verlingern.”! Wir haben noch kein robustes und allge-
meines Replikationssystem, doch das ist unser Ziel.

Mit einem interessanten Aspekt der chemischen Repli-
kation beschiftigen wir uns erst seit kurzem, namlich, wie die
duBersten Enden unserer Sequenzen ohne Telomerase ko-
piert werden konnen. Dies verspricht sehr spannend zu
werden. Die chemische Replikation geschieht durch spontane
Verldngerung von Primern an einer Matrize; wenn das Ende
der Matrize erreicht ist, verlangsamt sich die Reaktion, aber
in vielen Féllen kommt sie nicht vollstindig zum Erliegen.
Abhingig von den Bedingungen sehen wir manchmal sogar
eine chemische Verldngerung iiber das Ende der Matrize
hinaus, sodass ein 3-Uberhang erzeugt wird (Abbil-
dung 24).”! Die vollstindige Replikation einer Matrize

5 Sanes bR A » 3
¥ 5

I aktivierte Nucleotide
LT ——— » 3
3 5

\ aktivierte Nucleotide
T p— >3
3 3

Abbildung 24. Liegt der Ursprung der Telomerase in einer spontanen
chemischen Kopierreaktion? Unter bestimmten Bedingungen findet
Uber das Ende der Matrize hinaus eine nichtenzymatische Primerver-
langerung statt, die einen 3'-Uberhang erzeugt. Die enzymatische Kon-
trolle und Ausarbeitung dieses chemischen Vorgangs sollte einen Ent-
wicklungspfad hin zur Telomerase vorzeichnen.
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scheint also kein Problem zu sein, und tatsdchlich entstehen
bei diesem Prozess neue Sequenzen. Diese spontane chemi-
sche Reaktion konnte etwas zu tun haben mit der Entstehung
genetisch kodierter Katalysatoren, die diesen Vorgang kon-
trollieren und nutzen. Solche Katalysatoren konnten sich
schlussendlich zu dem Telomerase-Enzym weiterentwickelt
haben, das der Hauptgegenstand meines Vortrags war.

Ich mochte all den brillanten Studenten, Postdocs, Freunden
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