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Autobiographie
Kindheit und Schule

Ich wurde 1948 in der kleinen Stadt Hobart in Tasmanien
in Australien geboren. Meine Eltern waren Hausérzte. Mein
Grof3vater und mein UrgroBvater miitterlicherseits waren
Geologen. Mein UrgroBvater viterlicherseits hatte, bevor er
als anglikanischer Seelsorger nach Australien kam, einige
Zeit in Hawaii gelebt, wo er Coleoptera (Kifer) gesammelt
hatte. Er vervollstdndigte seine Sammlung in Australien und
verkaufte sie irgendwann an das British Museum of Natural
History. Mein Onkel und meine Tante (die Schwester meines
Vaters und der Bruder meiner Mutter) waren ebenfalls
Hausérzte, die nach England zogen, dort heirateten und sich
niederlieBen, um als Arzte zu arbeiten und die Familie
grof3zuziehen.

Ich war das zweitélteste von sieben Geschwistern. Ich
verbrachte meine ersten vier Lebensjahre in der winzigen
Stadt Snug am Meer bei Hobart. Weil mich Tiere interes-
sierten, sammelte ich Ameisen in unserem Hinterhof und
Quallen am Strand. Dann zog meine Familie nach Launceston
im Norden von Tasmanien um. Unser erstes Haus in der
Abbott Street 120 war einstockig mit Veranda, eine typische
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australische Vorstadtarchitektur. Ich ging in eine Madchen-
schule, die Broadland House Girls Grammar School in
Launceston.

Ich hielt Kaulquappen in einem Hinterzimmer unseres
Hauses, die Glasgefiaf3e fingen aber schnell an riechen. Bevor
ich zwolf Jahre war, zogen wir in ein grofieres Haus um, das
Elphin House, hinter dem ein groer Garten lag. Im Lauf der
Jahre hatten wir viele Haustiere. Bei einer Gelegenheit um-
fasste die hédusliche Menagerie Wellensittiche und Kanari-
envogel in einer Voliere in einer Gartenecke, Goldfische in
einem Teich, Hithner und Kiiken (wegen der Eier und gele-
gentlich gebratenem Gefliigel) in einem Hiihnerstall, Kanin-
chen und Meerschweinchen in Kéfigen, und Katzen und einen
Hund, die sich tiberall in Haus und Garten herumtrieben. Ich
mochte all diese Haustiere und auch Tiere und die Natur im
Allgemeinen.

%

Die Geschwister Blackburn im Garten ihres Hauses Olive Street 3,
Launceston, Tasmanien, um 1965. Von links nach rechts: hintere Reihe:
Andrew, Elizabeth, Katherine, John, Barbara; vordere Reihe: Caroline,
Margaret. Um 1965.

Vielleicht ausgelost durch die Faszination, die von den
Tieren ausging, erschien mir Biologie in meiner Kindheit als
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die interessanteste Wissenschaft. Ich war fasziniert vom Bild
der Wissenschaften in Sachbiichern fiir Jugendliche und vom
romantischen Ideal des wissenschaftlichen Strebens. Letzte-
res wurde vor allem durch die Biographie von Marie Curie
(geschrieben von ihrer Tochter) angeregt, die ich als Kind
immer wieder las. Als Teenager fasste ich den Entschluss, dass
ich Wissenschaftlerin werden wollte. Ich wurde an der
Broadland House Girls Grammar School unterrichtet und
erhielt eine insgesamt ausgezeichnete Erziehung. Nur Physik
wurde nicht angeboten, und so besuchte ich abends die Phy-
sikkurse an der ortlichen Volkshochschule. Latein und Grie-
chisch wurden an meiner Madchenschule ebenfalls nicht ge-
lehrt, was ich in meinem spéteren Leben ziemlich bedauert
habe. An der Schule gab es aber eine hervorragende Kla-
vierlehrerin, Helen Roxburgh, von der ich wiahrend meiner
gesamten Schulzeit in Launceston unterrichtet wurde. Ich
liebte das Klavierspiel und malte mir zeitweise sogar aus,
Musikerin werden zu konnen. Zum Gliick war ich realistisch
genug um zu sehen, dass ich beim Klavierspiel zwar geschickt,
aber nicht aulergewohnlich begabt war und so wandte ich
mich der Wissenschaft zu.

Nach einigen familidren Turbulenzen zogen wir nach
Melbourne in Australien um, gerade rechtzeitig, dass ich mein
letztes Jahr auf der High School an der University High
School abschlieBen konnte. Ich beschloss, mich anschlieBend
an der University of Melbourne fiir ein Bachelor-Studium zu
bewerben.

Studium

Ich wihlte Biochemie als Hauptfach und schloss nach vier
Jahren mit Auszeichnung ab. Wihrend dieser Zeit hatte ich
die biochemische Forschung lieben gelernt, auch wenn ich
mich an die Laborarbeit noch gewohnen musste.

Der Leiter des Biochemistry Department, Frank Hird, bot
mir eine Stelle als Master-Studentin in seinem Forschungsla-
bor an, wo die Biochemie des Aminosdurestoffwechsels un-
tersucht wurde. Die Betreuer meiner Bachelor-Arbeit, Theo
Dopheide und spéiter Barrie Davidson, hatten mich ermutigt,
fiir die Doktorarbeit ins Ausland zu gehen. Barrie legte mir
das MRC Laboratory of Molecular Biology (LMB) in Cam-
bridge in England ans Herz, an dem er als Postdoc gearbeitet
hatte. Um allerdings als Biologie-Doktorand in Cambridge
angenommen zu werden, mussten Bewerber von auf3erhalb
GroBbritanniens ein Jahr Forschungserfahrung nachweisen.
Eine Master-Arbeit bei Frank Hird tiber den Glutaminstoff-
wechsel in der Rattenleber erschien zu diesem Zweck dazu
geeignet.

Frank Hird hatte eine starke Personlichkeit und brachte
seinen Mitarbeitern in der Arbeitsgruppe die Freude und
Asthetik der Forschung nahe. Nach seiner Auffassung sollte
jedes Experiment so schon und zugleich einfach sein wie eine
Mozart-Sonate. Manchmal fuhren wir gemeinsam fiir ein
Picknick im Griinen in die Hiigel au3erhalb von Melbourne —
die ganze Arbeitsgruppe war in sein Auto gequetscht, und
Mozart erklang laut aus dem Autoradio.

Ich war noch in Frank Hirds Labor, als Fred Sanger
Melbourne besuchte. Frank Hird hatte in England kurz nach
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dem Zweiten Weltkrieg zusammen mit Fred Sanger an
Aminosduren gearbeitet; er stellte mich Fred vor und er-
munterte mich, ihm von meinem Wunsch nach einer Dokto-
randenstelle in Cambridge am LMB zu erzéhlen. Und so
konnte ich nach meiner Zulassung am LMB als Doktorandin
in Freds Arbeitsgruppe anfangen.

Das Abenteuer, mich nach England aufzumachen, weg
von Heimat und Familie, war ein grof3er Schritt, aber ich war
bereit dazu. Meine Tante und mein Onkel und ihre Familie in
Cambridge, die in der Nédhe des LMB wohnten, waren meine
Verbindung zu einer Familie, weg von zu Hause. Ich liebte das
LMB, die Wissenschaft, die dort betrieben wurde, die At-
mosphére, im Epizentrum der Biologie zu sein, die Konzen-
tration der Wissenschaftler und die stindigen Diskussionen
iiber Wissenschaft. Es war wie eine abgeschlossene Welt. Fiir
meine Doktorarbeit sequenzierte ich Teile des Bakteriopha-
gen ®X174, eines kleinen Einzelstrang-DNA-Bakteriopha-
gen. Ich transkribierte Fragmente der Phagen-DNA in RNA
und wandte dann die Methoden an, die Fred entwickelt hatte,
um RNA-Sequenzen zusammenzufiigen. Wir kombinierten
die Sequenzen, die wir mit dieser Methode aufgeklirt hatten,
mit den DNA-Sequenzen, die John Sedat, Ed Ziff und Francis
Galibert in Freds Labor entdeckt hatten. Alle Sequenzen
passten. Die erste Sequenz eines 48 Nucleotide langen Frag-
ments dieses winzigen Bakteriophagen-DNA-Genoms war
ungeheuer spannend. Ich zeigte sie meinem mathematisch
begabten Cousin aus Cambridge, der damals 12 Jahre alt war,
um zu sehen, ob sein mathematisch geschultes Auge auf ir-
gendwelche Muster sto3en wiirde. Er wies auf die Sequenz-
wiederholungen hin, aber die Zeit war noch nicht reif, um
tiber die Analyse von DNA-Sequenzmustern nachzudenken!

In den Vereinigten Staaten

Der Horizont fiir die Entdeckung von DNA-Sequenzen
weitete sich, und ich war von den Moglichkeiten iiberwaltigt,
die sich eroffneten. Ich hatte vor, ab 1975 als Postdoc zu
Howard Goodman und seinem Kollegen Herb Boyer an die
University of California, San Francisco, zu gehen - eine
Entscheidung, die nach einem Gespréich mit Herb im Garten
eines belgischen Klosters gefillt wurde, wo wir beide einen
wissenschaftlichen Kongress besuchten, ich noch als Dokto-
randin. Aber dann kam die Liebe dazwischen: John Sedat und
ich beschlossen zu heiraten, und weil John nach Yale ging,
versuchte ich, anstelle der Postdoc-Stelle an der UCSF (fiir
die ich schon ein Anna Fuller-Stipendium hatte) etwas Ver-
gleichbares in Yale zu erhalten. Howard Goodman hatte
Verstidndnis, als ich ihm von den Griinden fiir meinen Sin-
neswandel berichtete, und ich begann eine Postdoc-Stelle in
Yale zu suchen.

So kam es, dass die Liebe eine hochst gliickliche und
folgenreichende Entscheidung fiir mich traf: Sie fithrte mich
in Joe Galls Labor in Yale. Nach einigen kleineren Pannen,
die durch fehlgeleitete internationale Post und andere Fak-
toren verursacht wurden, nahm Joe mich 1975 als Postdoc in
seinem Labor an, wohin ich auch mein Anna-Fuller-Stipen-
dium mitnehmen durfte. Ich begann sofort mit der Suche nach
Methoden, um die DNA zu sequenzieren, die sich in den
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terminalen Regionen der haufigen kurzen linearen ,,Mini-
chromosomen* befand, die das Ribosomen-Gen tragen. Joe
und seine Kollegen hatten diese Minichromosomen gleich-
zeitig mit Jan Engberg in Ddnemark im somatischen Kern des
Ciliaten Tetrahymena thermophila (der damals noch Tetra-
hymena pyriformis hief3) entdeckt.

An der University of California

Nach meiner Postdoc-Zeit bei Joe Gall zog ich mit John
Sedat, den ich 1975 geheiratet hatte, Ende 1977 nach San
Francisco. Dort trat John eine Position als Assistant Professor
an der University of California, San Francisco (UCSF) an. Ich
hatte mich auf mehrere Stellen als Assistant Professor bei
verschiedenen Universitidten beworben, war aber von vielen
abgelehnt worden, was eine entmutigende Erfahrung war. Ich
hatte mich auch fiir eine solche Position am Department of
Molecular Biology an der University of California in Berke-
ley beworben, hatte aber noch keine Nachricht, ob ich noch
im Rennen war. Wéhrenddessen bot mir UCSF eine For-
schungsstelle und einen Laborplatz im Department of Bio-
chemistry in der Genetik-Abteilung unter Herb Boyer an.
Aus meinem ersten NIH-Projekt wurden mein Gehalt und
meine Forschungsaufwendungen bezahlt. Ich hatte den
Antrag mit Unterstiitzung der UCSF geschrieben, um meine
Forschung iiber Tetrahymena-Telomere und ihre assoziierten
Proteine fortzusetzen. Diese Arbeit war aus dem erwachsen,
was ich bei Joe Gall in Yale gemacht hatte. Mein Projekt
wurde vom NIH General Medicine Institute gefordert. Da ich
mir meiner Aussicht auf Forderung nicht sicher war, hatte ich
den selben Antrag an die National Institutes of Health, die
National Science Foundation und die American Cancer So-
ciety geschickt, in der Hoffnung, zumindest von einem
Geldgeber gefordert zu werden. Die Gepflogenheiten unter
Grundlagenforschern waren damals noch weniger formell,
und so erzdhlte mir einer der Gutachter einige Zeit spéter,
dass er von meinem Autoradiogramm, auf dem zu sehen war,
dass die Telomer-DNA von Tetrahymena geheimnisvoll zu
etwas anderem als zu Nucleosomen verpackt war, so faszi-
niert war, dass er das Photo behalten habe.

Dann bot mir Berkeley eine Stelle als Assistant Professor
im Molecular Biology Department an, die ich sofort annahm.
Ein weiteres Mal transferierte ich meine Férderung von der
UCSEF, diesmal in mein eigenes Labor an der UC Berkeley.

Da die Forschung damals wie heute ein zentraler Be-
standteil meines Lebens war, wiare meine Autobiographie
unvollstdndig ohne eine Beschreibung meiner Erfahrungen
als Forscherin. Um sie in lebhafteren Farben schildern zu
konnen, beschreibe ich hier einige der Ereignisse meiner
frithen wissenschaftlichen Forschung iiber die molekularen
Eigenschaften der Chromosomenenden.

Friihe Arbeiten iiber die DNA an den Enden eukaryotischer
Chromosomen

Sehr bald, nachdem ich meine Arbeit bei Joe Gall in Yale
Anfang 1975 aufgenommen hatte, begann ich, Methoden zu
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entwickeln, um terminale DNA-Sequenzen von Tetrahyme-
na-rDNA-Molekiilen zu erhalten. Ich hatte eine ganze Reihe
von Methoden in Fred Sangers Labor in Cambridge gelernt,
wo ich gerade meine Doktorarbeit abgeschlossen hatte. Ich
brannte darauf, die Enden dieser Minichromosomen zu se-
quenzieren und begann 1975 sofort, ermuntert von Joe,
Endmarkierungsverfahren anzuwenden. Ich baute *P-mar-
kierte Desoxynucleosidreste in die Tetrahymena-rDNA ein
und verwendete dazu kéufliche DNA-Polymerasen fiir enzy-
matische In-vitro-DNA-Reparaturreaktionen. Die Ergebnis-
se waren sofort vielversprechend. Als erstes stellte sich
heraus, dass die Endregionen der rDNA durch gewisse
Kombinationen von *P-markierten Nucleosidsubstraten se-
lektiv markiert wurden. Und etwa im Juni 1975 wurde es fiir
mich ausgesprochen spannend: Ich hatte meine erste Auto-
radiographie der zweidimensionalen Trennung der *’P-mar-
kierten Depurinierungsprodukte erhalten. Ein starkes Signal
einer Folge von vier Cytosinresten (C) war sichtbar. AuBer-
dem war jede dieser C,-Sequenzen von einem Purinrest (also
einem Adenosinrest A oder einem Guanosinrest G, wobei in
diesen ersten Daten nicht zwischen beiden unterschieden
werden konnte) flankiert. Eine Depurinierungsreaktion lauft
folgendermafBlen ab: Der Neuseelinder Ken Burton hatte
eine chemische Reaktion entwickelt, mit der das DNA-
Riickgrat an beiden Seiten jedes Purinnucleotids gespalten
wird, die aber alle Sequenzabschnitte aus ununterbrochenen
Pyrimidinnucleotiden (wie Cytosinresten), intakt l4sst. Diese
Depurinierungsmethode wurde durch Vic Ling wéihrend
seiner Postdoc-Zeit bei Fred Sanger in Cambridge auf kom-
plexe DNA-Sequenzen wie ein ganzes Bakteriophagengenom
angewendet und weiter ausgearbeitet. Vic hatte gezeigt, dass
die entstehenden kurzen Pyrimidinstiicke (Mono-, Di-,
Trinucleotide etc.) ein Produktmuster wie ein Gitter ergeben,
wenn sie durch eine 2D-Fraktionierung aufgetrennt wurden
(siche Abschnitt Nobelvortrag). Die hiufigsten Produkte, die
zufillig entstehen wiirden, sind natiirlich Mono- und Dinuc-
leotide, wiahrend die ldngeren Tri- und Tetranucleotide sta-
tistisch immer weniger hédufig vorkommen. Daher war das
starke C,-Signal interessant und informativ.

Mir war auch klar, dass die rDNA-Molekiile nicht einfach
Lambda-Phagen-dhnliche DNA ist. Erstens sind die termi-
nalen Fragmente heterogen; dagegen sind fiir solche Phagen
die DNA-Molekiile in jedem Viruspartikel exakt gleich wie in
jedem anderen — eine perfekte Kopie. Zweitens wurde pro
DNA-Molekiil viel mehr markierte Nucleotid-Vorstufe ein-
gebaut als erwartet, wenn die rDNA-Molekiilenden wéren
wie die ,klebrigen“ DNA-Enden der Lambda-Phagen. Es
war auBlerdem ein Gliicksfall, dass die C,-Wiederholungs-
einheit so regelméfBig war und dass zufillig vier C-Gruppen
hintereinander lagen. Auch drei C-Gruppen wéren schon
auffallig gewesen, aber sie wiren schwieriger aufzutrennen.
So wirkte der C4-Fleck konsistent wie ein Leuchtsignal in
allen meinen wiederholten 2D-Fraktionierungen (,,Homo-
chromogramme* nannten wir sie bei Fred Sanger).

Als nichstes musste ich unabhingig bestitigen, dass das,
was ich in vitro markierte, tatsdchlich auch die rDNA-Se-
quenz widerspiegelte und auBerdem versuchen, eine ge-
nauere Abschétzung der Zahl von C,-Einheiten pro rDNA-
Molekiil zu erhalten. Ich beschloss daher, die rDNA in vivo
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mit P zu markieren. Der bei Weitem groBte Anteil der **P-
Isotope (chemisch in Form anorganischer Phosphationen
zugegeben), die die Zellen aufnehmen, wiirde in andere
Molekiile eingebaut werden, darunter die viel haufigere zel-
luldare RNA ; nur sehr wenig wiirde in die DNA gelangen und
sogar noch weniger in die rDNA (in Tetrahymena ist hochs-
tens ungefihr ein Prozent der DNA rDNA). Daher bat ich
Joe Gall um die Erlaubnis, geniigend *’P-Phosphat zu be-
stellen, um damit das Wachstumsmedium der Zellen zur
Markierung der rDNA versetzen. Dies bedeutete den Einsatz
von 2 mCi auf einmal, was in Joes Labor vorher noch nie
gemacht worden war. Mir war bei dem Gedanken nicht ganz
wohl, aber ich wusste, dass dies die gegenwirtig einzige
Moglichkeit war, geniigend *?P in die rDNA einzubauen, um
den C,-Fleck in einem Autoradiogramm vor dem Hinter-
grundrauschen nachzuweisen. Wahrscheinlich ebenfalls mit
einer gewissen Beklemmung stimmte Joe zu. Ich arbeitete in
einer ,heilen Zelle“, einem abgeschlossenen Raum fiir die
Handhabung radioaktiver Isotope. Am 9. Oktober 1975
wurde das 32P nach Yale abgeschickt. In meinem Laborbuch
aus dieser Zeit findet sich der Eintrag: ,, P im Kiihlschrank
bis zum Gebrauch — vorgesehen fiir den 14.10. 15.00 h, 14.10.
Start der Kultur mit 1% PPS-Medium. Zugabe von 2 mCi **P
als H;PO, in Wasser in 1 mL mit einer Spritze.“ Bei der
nédchsten Préparation steigerte ich die Zugabe auf 5 mCi.
Neugierig wegen dieser uniiblichen Laboraktivititen schau-
ten mir meine Laborkollegen regelméfBig durch das Fenster in
der Tiir der ,,heiBen Zelle“ bei der Arbeit zu.

Bis zum 22. Oktober 1975 hatte ich die **P-TDNA gerei-
nigt. An diesem Tag schrieb ich triumphierend in meinem
Laborbuch die Pléne fiir diese kostbare Probe nieder:

1) Depurinierung
2) denaturierendes Gel nach EcoRi-Behandlung
3) 1.4% Agarosegel

Ich behandelte die terminale Region der rDNA nach-
einander mit verschiedenen Nucleasen. Dabei fand ich
heraus, dass sie selektiv markiert werden konnte, wenn man
ein **P-markiertes Triphosphat in einem Ansatz verwendete.
Danach fiihrte ich sédmtliche Analysen durch, die damals
moglich waren und die es mir ermdglichen wiirden, die Nu-
cleotidsequenz zusammenzusetzen: Ich verdaute die radio-
aktiv markierten Endregionen mit Endonuclease IV oder
Mikrokokken-Nuclease, fithrte Depyrimidierungen und
Nachbarschaftsanalysen an den Nucleotiden durch und ver-
daute mit Milz-Phosphodiesterase.

Die Sequenz der rtDNA-Enden zusammenzusetzen war
wie das Losen eines Puzzles. Aus meinem Laborbuch aus
jener Zeit sieht man, dass ich an einem Punkt fiir die Wie-
derholungssequenzen zwei Moglichkeiten in Betracht ziehen
musste — CCCCAG und CCCCAA. Eindeutig dagegen war
die Tatsache, dass es eine grof3e Zahl von Kopien dieser Se-
quenz gab.

Bis zum 8. April 1976 war ich dann iiberzeugt, dass ich die
korrekte Sequenz abgeleitet hatte, wie dies aus dem Eintrag
dieses Tages in meinem Laborjournal zu entnehmen ist:
Sequenzdaten von:

1) Depurinierung
2) Endo IV
- deps [meine Abkiirzung fiir Depurinierungen]
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Labornotizen vom 02.12.1976.

Labornotizen.

- Nachbarschaftsanalyse

3) Teilverdau Mikrokokkus

- deps

- Nachbarschaftsanalyse

- Teilverdau spdes [meine Abkiirzung fiir Milz-Phosphodi-
esterase-Verdau]

4) Gelanalyse des Endo-IV-Verdaus von Restriktionsfrag-
menten t Enden der rDNA

— AACCCC wiederholt

— (AACCCCAACCCCAACCCC)etc.

Eine andere Seite in meinem Laborjournal, datiert vom
17. August 1976, zeigte, dass ich mich stets routinemaBig auf
die Sequenz (CCCCAA), bezog — von da an auch in Expe-
rimenten, mit denen ich untersuchen wollte, ob die gleiche
wiederholte Sequenz auch in der iibrigen (viel lingeren)
chromosomalen DNA von Tetrahymena vorkommt.

Ich entwarf ein Bild, in dem ich versuchte, alle meine
zahlreichen Beobachtungen unterzubringen. Die abgeleitete
Sequenz bestand aus einer Tandemanordnung von
CCCCAA-Wiederholungen. In einem Experiment, das ich
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1979 durchfiihrte, markierte ich die rDNA nur mit **P-mar-
kiertem dCTP zusammen mit unmarkiertem dATP. Nach
Auftrennung der Produkte durch denaturierende Gelelek-
trophorese wurde ein hiibsches Leitermuster iiber das Gel hin
sichtbar. Jede Bande in dieser regelméBigen Leiter stand fiir
ein um 6 Basen groferes Fragment als die unmittelbar dar-
unter liegende Bande! Dieses charakteristische Bandenmus-
ter war wie ein Vorbote des Musters, das spéter fiir unsere
Entdeckung der Telomerase-Aktivitdt so wichtig werden
wiirde, wie es im Vortrag meiner Mitpreistragerin Carol
Greider beschrieben wird.

In den Monaten nach dem April 1976 war ein grof3er Teil
meiner Bemiithungen darauf gerichtet, die Anordnung der
Diskontinuititen entlang des Strangs mit den CCCCAA-
DNA-Wiederholungen zu verstehen. Ich fiihrte zahlreiche
Versuche durch, in denen ich die Kinetik und die Spezifitit
der Markierung der RNA-Endregionen verfolgte, wobei ich
eine Reihe unterschiedlicher Enzyme, Vorschriften und
Analysen anwendete. Auch dies war eine Art von Puzzle —
und es gab keine Vorlage, nach der ich arbeiten konnte.

In den spéten 1970er und frithen 1980er Jahren machte ich
eine Reihe von Markierungsexperimenten, mit denen ich
versuchte, die Struktur unmittelbar an den Enden der Telo-
mere von begei3elten Protozoen und linearen Hefeplasmiden
vorauszusagen. Ich konnte ein Bild zusammensetzen, das
aber noch unvollstindig war. Einige der Eigenschaften
konnten riickblickend gesehen mit der terminalen G-Strang-
Sequenz an den Enden der Telomere zusammenhédngen, wenn
man dort G-G-Paarungen oder G-Quartett-Strukturen an-
nimmt. Andere Eigenschaften sind nicht so leicht erkldrbar.
Warum ich die Strdnge mit DNA-Polymerase oder einer
Kinase markieren konnte und so die Muster markierter
Stréange und Nucleotide erhielt, die ich fand, lief sich noch
immer nicht in ein schliissiges Bild der molekularen Struktur
der DNA-Enden eingefiigen. Verschiedene Arten von Ex-
perimenten mit radioaktiver Markierung deuteten darauf hin,
dass es sowohl bei 7Zetrahymena-rDNA als auch bei ma-
kronucledrer DNA hypotricher Ciliaten einen kurzen Uber-
hang des G-reichen Strangs aus einigen wenigen Wiederho-
lungen der Telomersequenz gibt. Gegenwartig geht man bei
Sauger-Telomeren von einem lang herausragenden G-reichen
Strang aus. Dies beriicksichtigt allerdings nicht die klaren
Hinweise darauf, dass sich die kurzen Oligonucleotid-Wie-
derholungssequenzen, die ich entdeckte, leicht vom Ende der
Telomer-DNA abspalten lassen. Dieser Befund ergab sich bei
den Tetrahymena-rDNA-Minichromosomen ebenso wie bei
den linearen Plasmiden aus Hefe. Diese winzigen Telomer-
sequenz-Oligonucleotide konnten radioaktiv markiert und
mit zweidimensionalen Fraktionierungen eindeutig identifi-
ziert werden. Thre Bedeutung ist allerdings noch immer un-
bekannt. Bis heute sind manche Aspekte der Struktur am
duBersten Ende der Telomer-DNA ritselhaft; die Enden der
Chromosomen bleiben eine Herausforderung.

Telomerproteine: erste Versuche und Fehlschlcige

In meinen frithen Arbeiten war mein ,,molekularbiologi-
scher® Blick auf die Telomere zunichst auf die DNA kon-
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zentriert, und zwar nicht nur, weil die DNA in meinen Ge-
danken ganz obenan stand, sondern auch, weil mehrere Jahre
lang die DNA der einzige nachgewiesene Bestandteil der
Telomere war. Dabei fehlte es nicht an weitergehenden Ver-
suchen. Ich war der Meinung, dass sich die Geschichte der
Chromosomenenden nicht in der DNA erschopfen wiirde und
in Fortsetzung der Arbeiten iiber Chromatin im Allgemeinen
aus den 1970ern war es wahrscheinlich, dass die DNA-Wie-
derholungen in den Telomerregionen mit Proteinen verpackt
wiren. In den 1970ern hatten das Chromatin und die Ent-
deckung der Nucleosomen als Grundverpackungseinheit eu-
karyotischer DNA grofles Interesse gefunden. Die Telomer-
sequenzen von Tetrahymena faszinierten mich auch unter
diesem Gesichtspunkt und sobald ich die Telomer-DNA
identifiziert hatte, wollte ich in die Hand bekommen, was
immer sie verpackte. Daher fiithrte ich noch wihrend meiner
Postdoc-Zeit bei Joe Gall Verdau-Experimente mit Mikro-
kokken-Nuclease an isolierten Tetrahymena-Zellkernen
durch. Ich fand heraus, dass die (CCCCAA),-Strecken der
Telomere in Chromatin als eine heterogene Klasse von DNA-
Fragmenten auf eine Art geschiitzt wurden, die sich stark von
dem unterschied, was bei einer nucleosomalen Verpackung zu
erwarten gewesen ware.

Bald nachdem ich Joe Galls Arbeitsgruppe in Yale ver-
lassen hatte, wihrend ich noch voriibergehend eine unab-
héangige Forscherstelle an der University of California, San
Francisco innehatte (bevor ich Assistant Professor an der
University of California, Berkeley wurde), schrieb ich am 1.
Marz 1978 an Joe Gall: ,,Ich bin sehr gespannt darauf, einen
(CCCCAA),-bindenden Proteinkomplex aus den Tetrahy-
mena-Makronuclei zu isolieren, und so habe ich eifrig rDNA,
die (CCCCAA),-Sonde und Mikrokokken-Nuclease-Verdaus
des Makronucleus hergestellt. Bislang habe ich herausge-
funden, dass sich mit einer einfachen Salzfraktionierung
(CCCCAA),-Sequenzen plus die gewiinschten Proteine an-
reichern lassen. Gegenwdrtig plane ich, sie etwas weiter zu
reinigen, um so einige Strukturmerkmale eines solchen
Komplexes herauszufinden, also den S-Wert und die Identi-
fizierung einiger Proteine aufgrund ihrer Eigenschaften bei
1D- und 2D-Gelelektrophoresen. [...] Der andere Aspekt ist
natiirlich, nach irgendetwas zu fischen, das an einer
(CCCCAA),-Siule hiangenbleibt.

Bis 1980 hatte ich in Experimenten gezeigt, dass die
Telomerregion der DNA in Tetrahymena in eine Schutzhiille
von Protein eingekapselt ist, die keine Nucleosomen enthilt.
Der weit iiberwiegende Teil der chromosomalen DNA ist als
Nucleosomen genannte DNA-Protein-Komplexe gepackt.
Jedes Nucleosom ist ein abgeflachter Ball aus Histonen, um
den die DNA zweimal herumgewickelt ist. Die sehr basischen
(und daher positiv geladenen) Histonproteine neutralisieren
die negative Ladung der Phosphatgruppen, die entlang dem
Phosphodiester-Riickgrat der DNA aufgereiht sind, und er-
moglichen so eine sehr dichte Packung und kompakte Faltung
der chromosomalen DNA im Zellkern. Nucleosomen in
kiinstlich gestreckten Chromosomen sehen aus wie Perlen an
einer Kette, obwohl sie im Kern meist dicht in kiirzere dickere
Fasern gepackt sind. Wenn man das Chromatin mit einem
Enzym wie der Mikrokokkus-Nuclease zerschneidet, die
beide Stridnge der verbindenden DNA zwischen benachbar-
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Eine Seite des Antrags von 1977.

ten Nucleosomen durchtrennt, und dann die Histone ab-
trennt, kann man die zuriickbleibenden nucleosomengrof3en
DNA-Fragmente nachweisen — ein Fragment von etwa 142
Basenpaaren wird vom Histonkern des Nucleosoms ge-
schiitzt, nachdem die DNA-Verbindungssequenzen abge-
spalten wurden. Dieses Verhalten gegeniiber Nucleasen ist
ein wichtiger Hinweis auf ein Nucleosom. Dagegen tragen
spezielle Regionen der DNA, zum Beispiel Promotoren, die
Transkriptions-Initiationsfaktoren binden miissen, die die
Transkription steuern, andere Proteine anstelle der Histone.
Die Region mit den Wiederholungssequenzen am Telomer
stellte sich als eine solche nichtnucleosomale Region heraus.
Wenn ich das Chromatin mit einem Enzym verdaute, das im
Verbindungsbereich zwischen benachbarten Nucleosomen
schneidet, wurde die Hauptmasse der DNA in nucleoso-
mengrof3e Stiicke geschnitten, wihrend die Telomer-DNA als
einzelner geschiitzter Bereich zuriickblieb. Der entstehende
Komplex der Telomer-DNA und ihrer gebundenen Ladung
aus schiitzendem Protein verhielt sich in verschiedenen Tests
vollig anders als nucleosomales Standardchromatin, und
deshalb schloss ich, dass es weder Histone hat noch Nucleo-
somen bildet.

Etwa 1977 war aus den Arbeiten von Rekosh et al. be-
kannt, dass adenovirale DNA ein kovalent gebundenes ter-
minales Protein tragt, vermutlich fiir die Replikation des vi-
ralen Genoms. Daher begann Marcia Budarf, eine Postdok-
torandin in meinem Labor an der UC Berkeley, im Jahr 1979
mit radioaktivem Jod (mit dem Bolton-Hunter-Reagens) zu
experimentieren, um zu sehen, ob wir vergleichbare Proteine
an den Enden der rDNA finden konnten. Obwohl Marcia ein
kovalent gebundenes Protein fand (das im Nachhinein be-
trachtet die Topoisomerase I gewesen sein konnte), das zum
Ende der transkribierten rRNA-Region hin angereichert war,
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war es nicht in den terminalen Teilen der rDNA-Molekiile
angereichert. Marcia konnte keine anderen kovalent gebun-
denen Proteine irgendwo auf der rDNA nachweisen. Jeder
Hinweis auf ein Protein, das sich auf dem GroBteil der rDNA -
Molekiilenden befand, so wie gelelektrophoretisches Lauf-
verhalten und das Auftauchen von rDNA-Molekiilen unter
dem Elektronenmikroskop, fehlte auffilligerweise. Dies be-
starkte mein Gefiihl, dass es keine kovalent gebundenen
Proteine am &duBersten Ende dieses Minichromosoms gebe.
Aber welche anderen Proteine befanden sich an den Telo-
meren ?

Meine Gruppe war die erste, die versuchte, diese schiit-
zenden Proteine zu identifizieren. Wir probierten es mit
biochemischen Fraktionierungen von Tetrahymena-Kernex-
trakten. Mein Laborjournal von 1979 verzeichnet, dass ich
zusammen mit meiner Assistentin San San Chiou im De-
partment of Molecular Biology der UC Berkeley wieder und
wieder versuchte, Telomerproteine aus den Nucleoli zu rei-
nigen. Nucleoli sind die winzigen Korperchen innerhalb des
Zellkerns von Tetrahymena, die die aktiv transkribierten
rDNA-Minichromosomen beherbergen. Geduldig fithrte San
San eine Fraktionierung nach der anderen aus, meist iiber
Saccharose-Gradienten. Dann vergroBerten wir unsere An-
sdtze — ich kaufte einen riesigen Waring-Mixer, der wie ein
Déamon auf der Laborbank aufragte. Die Tetrahymena-Zellen
sollten gerade soweit aufgebrochen werden, dass die Nucleoli
vom Rest des Zellkerns befreit wurden. An einer Stelle steht
nur lakonisch in meinem Notizbuch: ,,Habe nur ein Drittel
des Ganzen aufgearbeitet [...] der Waring-Mixer ging
kaputt.

All diese frithen Versuche fiihrten zu nichts. Riickbli-
ckend war der experimentelle Ansatz verniinftig — Reinigung
der Nucleoli als der am hochsten angereicherten bekannten
Form von Telomerchromatin, dann Verdau mit Mikrokok-
ken-Nuclease in Fragmente, von denen die endstdndigen die
terminalen DNA-Stiicke der Telomere und die daran ge-
bundenen Proteine enthalten. Diese wollte ich dann vom Rest
des Proteins durch selektive Fallung mit Kaliumchlorid-Lo-
sungen oder nach der Grofie iiber Saccharose-Gradienten
abtrennen. Ziel war zu sehen, welche Proteine gemeinsam mit
der Telomer-Wiederholungssequenz, die ich anhand des Hy-
bridisierungssignals verfolgen konnte, durch diese vielen
Fraktionierungsschritte geschleust wiirden. Aber wir erhiel-
ten nur geringe Mengen Chromatin und Bindefaktoren, und
wir versuchten erfolglos, genug Material in die Hand zu be-
kommen, um irgendwelche Faktoren zu identifizieren, die
spezifisch fiir die rDNA-Enden wiren. Heute weil} ich, dass
wir gegen die Mengenverhéltnisse kampfte — unsere Nach-
weismethoden waren zu unempfindlich und unser Praparati-
onsmaf3stab zu klein. Deshalb waren es die Hefegenetik und
Ansitze anderer, die fiir die ndchsten grofen Spriinge hin
zum Verstidndnis der Telomerproteine sorgten. Dass ich mit
meinen frithen Versuchen mit Tetrahymena scheiterte, ver-
starkte nur meine Entschlossenheit, wenn moglich mit ande-
ren Ansdtzen zu versuchen, die Natur und die biologische
Bedeutung dieser merkwiirdigen Wiederholungssequenzen
an den Enden der Chromosomen zu verstehen.

Ich mochte auch daran erinnern, dass unsere vergeblichen
Versuche, die Telomerproteine nachzuweisen, uns eine Lek-
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tion lehrten, von der wir profitierten, als wir unsere Arbeiten
iiber die 7Tetrahymena-Telomerase begannen. Wie Carol
Greider in ihrem Nobel-Vortrag beschreibt, wurde ihr an
einer Stelle klar, wie wichtig eine MaB3stabsvergrofSerung fiir
die Préparationen der Telomeraseaktivitdt war. Als Carol
vorschlug, eine sehr groBe Glassdule fiir praparative Gelfilt-
rationschromatographie zu kaufen, stimmte ich diesem
scheinbar teuren Kauf sehr bereitwillig zu, als ich mich reu-
miitig an die Geschichte meiner zu verzagten MaBstabsver-
groferung der Priparationen des Tetrahymena-Chromatins
erinnerte.

An der University of California in San Francisco

1986 wurde ich nach acht Jahren an der UC in Berkeley
zum Full Professor ernannt, und im Dezember 1986 kam
unser Sohn Benjamin David zur Welt. Weil die Pendlerei von
unserem Haus in San Francisco nach Berkeley es schwierig
machte, Wissenschaft und Familienleben optimal miteinander
zu verbinden, entschied ich um 1989, nach Alternativen
Ausschau zu halten. Ich wechselte auf eine Professorenstelle
an die UCSF und schloss den Umzug meines Labors zum
Department of Microbiology and Immunology der UCSF bis
Mitte des Jahres 1990 ab. Seitdem bin ich an der Fakultit der
UCSEF geblieben. Dort hatte ich das gro3e Gliick, mich wei-
terhin intensiv in die Natur und die Mechanismen von Telo-
meren und Telomerase vertiefen zu konnen. Zusammen mit
Kollegen in und auBlerhalb der UCSF und mit vielen talen-
tierten Studenten und Postdocs und Technikern in meiner
Gruppe konnte ich mich auf die wunderbaren biologischen
Systeme konzentrieren, die aus Telomeren und Telomerase
bestehen. Eine phantasievolle Darstellung, die die Telomer-
dynamik und die Telomerforscher heraufbeschwort, zeigt ein
Bild der Kiinstlerin Julie Newdoll aus dem Jahr 2008: Sie
stellt das Telomer als einen Bienenstock dar, der einem alt-
sumerischen Tempel dhnelt und von einem Schwarm altsu-
merischer Bienengottinnen behiitet wird. Die Tontdfelchen
im Hintergrund sind mit Banden beschriftet, wie man sie von
DNA-Sequenziergelen kennt.

Grillfest der Arbeitsgruppe, Mission Bay, August 2007.
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Julie Newdoll, Bee Goddesses.

Abseits des Labors

In den 1990er Jahren begann ich mich auch fiir die Kon-
sequenzen meiner Forschung fiir die Menschen zu interes-
sieren, aber neben wissenschaftlicher Forschung, Verpflich-
tungen in der Leitung von Fakultdt und Department, Familie
und vielen damit verbundenen Aufgaben hatte ich wenig Zeit,
mich in die philosophischen und politischen Fragen zu ver-
tiefen, die auftauchen kdnnen, wenn die Wissenschaft neue
Moglichkeiten eroffnet. 1998 war ich Présidentin der Ame-
rican Society for Cell Biology und wurde stdrker mit der na-
tionalen Wissenschaftspolitik konfrontiert. Und so hatte die
Anfrage, Mitglied der neu geschaffenen U.S. Federal Com-
mission, dem Bioethik-Beirat des Prisidenten, beizutreten,
einen gewissen Reiz. Ich spiirte, dass meine Kenntnisse auf
dem entsprechenden Wissenschaftsgebiet und lange For-
schungserfahrung niitzlich fiir den Beirat sein konnten. Au-
Berdem kam die Anfrage zu einer Zeit, als ich selbst zuneh-
mend tiber diese Dinge nachdachte. Ich ging davon aus, dass
ich als Mitglied des Beirats die Gelegenheit bekédme, liber
einige Auswirkungen der Forschung und iiber die moglichen
Riickwirkungen meines eigenen Forschungsgebiets nachzu-
denken.

Eine Zeit ruhiger Betrachtung dieser und &hnlicher
Fragen stand mir aber nicht bevor. Von Anfang an war mir
klar, dass der Bioethik-Beirat mit offentlich diskutierten
Fragen befasst sein wiirde, darunter somatischer Zellkern-
transfer beim Menschen und Forschung an embryonalen
Stammzellen sowie andere Themen, die zu Beginn der Be-
ratungen weniger klar abgegrenzt waren. Ich glaubte, ich
sollte der Berufung in den Beirat zustimmen, denn als er-
fahrene Zell- und Molekularbiologin konnte ich Perspektiven
anbieten, die in Hinblick auf die nationale Wissenschaftspo-
litik hilfreich sein konnten. Ich war mir bewusst, dass der
Beirat, der von George W. Bushs Regierung berufen worden
war, mit politisch brisanten Themen befasst sein wiirde. Aus
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diesem Grund hielt ich es fiir wichtig, ein starkes Fundament
wissenschaftlicher Tatsachen bereitzustellen, und niitzliche
Ratschlidge dieser Art konnte ich tatsichlich in diesem Gre-
mium beitragen.

Ich machte meine Ansichten iiber einige der Empfeh-
lungen des Beirats offentlich, die nicht unbedingt mit denen
des Weillen Hauses oder des Beiratsvorsitzenden iiberein-
stimmten. Nach zwei Jahren wurde ich vom Personnel Office
von George W. Bush informiert, dass ich dem Beirat nicht
langer angehore. Diese Entlassung fand damals einige Be-
achtung in der Offentlichkeit. Ich war iiberwiltigt von der
grof3en Zahl von Briefen und Nachrichten, die ich erhielt. Sie
waren fast ausnahmslos positiv und unterstiitzend und kamen
von iiberall her aus den Vereinigten Staaten und sogar von
einem Musiker aus London. Seine (fiir mich) unerwartete
Besorgnis um die Wissenschaftspolitik brachte mir zu Be-
wusstsein, wie verbreitet der Wunsch in der Offentlichkeit ist,
dass politische Entscheidungen durch gute wissenschaftliche
Evidenz gestiitzt werden. Diese Episode bestédrkte mich in der
Suche nach der Wahrheit, nach der so viele in Forschung und
Wissenschaft streben.

Menschen, die Einfluss auf mein Leben als Wissenschaftlerin
hatten

Ich bin so vielen Menschen zu Dank verpflichtet, dass ich
hier nur wenige erwidhnen kann. Als Kind wurde ich von
dreien meiner Lehrer besonders in meinem Interesse an
Biologie, Chemie und Mathematik bestdarkt — Nan Hughes,
Jenny Phipps und Len Stuttard. Sie zeigten mir, dass sie an
meine Fahigkeiten auf diesen Gebieten glaubten.

Als ich mit biologischer Forschung begann, teilten meine
Lehrer, Ratgeber und Mentoren — vor allem Frank Hird in
Australien, Fred Sanger in England und Joe Gall in den USA
— nicht nur ihr wissenschaftliches Konnen, ihre Visionen und
ihre Weisheit mit mir, sondern sie wirkten auch als Vorbilder.
Eine Photographie von Joe Gall aus dem Jahr 1999, schon
einige Jahre, nachdem ich in seiner Arbeitsgruppe war, fingt

Joseph G. Gall in Prag, 1999.
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auf priagnante Art etwas von Joes Charakter visuell ein, das
mich beeinflusste. Ich nahm das Photo wihrend einer Kon-
ferenz auf, die er im Sommer 1999 in Prag besuchte. Wahrend
der Konferenz gab es eine partielle Sonnenfinsternis, und alle
Konferenzteilnehmer rannten aus dem Horsaal, um das Er-
eignis zu beobachten. Auf dem Bild zeigt Joe, wie man dies
sehr einfach und sicher tun kann: Man braucht nur ein Blatt
Papier unter einen belaubten Busch zu halten, sodass das
Licht, gestreut durch die Blétter, auf das Papier fallt und dort
ein Bild des ,,Bisses* durch den vorbeiziehenden Mond in der
Sonnenscheibe erzeugt. Ich erinnere mich, dass die meisten
Teilnehmer nie eine solche Demonstration angewandter
Optik gesehen hatten. Dieses Photo vergegenwirtigt sofort
Joe Galls Wunsch und Fihigkeit zu lehren — indem er mit
einer iiberzeugenden Demonstration den Konferenzteilneh-
mern etwas Neues zeigte — und lésst nicht zuletzt einen Blick
erhaschen auf sein umfangreiches Wissen, das auch Optik und
Naturwissenschaften im Allgemeinen umfasst.

Wie so viele andere, die vom Verhalten der Chromoso-
men fasziniert sind, verdanke ich Barbara McClintock viel
wegen ihrer wissenschaftlichen Erkenntnisse. Dartiber hinaus
gab sie mir einen beherzigenswerten Ratschlag: Bei einer
Unterhaltung 1977, wihrend der ich ihr von meinen uner-
warteten Befunden mit den Endsequenzen der rDNA er-
zdhlte, bestédrkte sie mich darin, meiner Intuition iiber meine
Forschungsergebnisse zu trauen. Dieser Rat war fiir mich
damals iiberraschend, denn intuitives Denken war nichts, das
ich zu dieser Zeit als Tugend eines biologischen Forschers
betrachtete. Ich glaube, ihr Ratschlag erkennt einen wichtigen
und manchmal {ibersehenen Aspekt der intellektuellen Vor-
ginge, die zur Forschung dazugehoren. Fiir mich hatte es
etwas Befreiendes. Auch dafiir bin ich Barbara McClintock
sehr dankbar.

Mein Ehemann, John Sedat, selbst ein hervorragender
Wissenschaftler, hat mich immer ermutigt, tief in mich hin-
einzuhoren und die Kraftreserven zu finden, die ich vielleicht
noch nicht entdeckt hatte — seine Ermutigungen auf diese Art
haben mir iiber Jahre hin geholfen. Unser Sohn Ben inspi-
rierte mich bei der Suche nach Wegen, Familie und Wissen-

)

- LN
Elizabeth und ihr Sohn Ben am Klavier,
um 1989.
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schaft zu verbinden, etwas, das ich versucht habe, jungen
Wissenschaftlern zu vermitteln, die am Anfang ihrer Karriere
standen. SchlieBlich meine Eltern, die beide Hausirzte
waren: Von ihnen empfing ich ein Gefiihl fiir die Bedeutung,
den Menschen so freundlich und so gut man kann zu dienen.
Ich glaube noch immer, dass Bioethik, gut durchdacht und
gestiitzt auf die besten verfiigbaren wissenschaftlichen Er-
kenntnissen, dariiber mitbestimmen kann, welchen Einfluss
die biologische und medizinische Forschung auf die Men-
schen in unserer Gesellschaft haben.

Nobel-Vortrag
Einleitung

DNA trédgt codierende und nichtcodierende Sequenzen.
Nichtcodierende DNA reguliert und sichert die kontinuierli-
che Vererbung der codierten Information. In Eukaryoten ist
die Telomer-DNA eine Klasse nichtcodierender DNA, die die
stabile Vererbung des genetischen Materials sichert, indem
sie die Chromosomenenden und damit die Chromosomen
selbst schiitzt. Die Forschung begann in den 1930er Jahren mit
der Cytogenetik der Telomere; dem folgten seit den 1970er
Jahren molekularbiologische Forschungen tiber die Telomer-
DNA und ihre Erhaltung, die bis heute andauern. Dank
dieser Grundlagenforschung sind der Humanmedizin nun-
mehr neuartige Informationen tiber Gesundheit und Krank-
heit zuginglich.

Ein Anfang an den Enden
gy lhr Maiskorner, ...

sein.
Popul Vuh

méget ihr Erfolg haben, moget ihr genau

Verfolgt man die verwobenen Anfinge der Wissen-
schaftsgeschichte, kann dies fesselnd werden, denn die An-
fange liegen oft im Nebel der Vorzeit verborgen. Fiir mich
begann die Geschichte von Telomeren und Telomerase vor
Tausenden von Jahren in den Maisfeldern des Maya-Hoch-
landes in Mittelamerika. Heute bedecken unter dem strah-
lenden Sonnenlicht des mittelamerikanischen Hochlands
tippige Maispflanzen jeden Flecken des steilen Landes, wo
immer sie im Boden Halt finden. Dort brachten tiber tausend
Jahre Pflanzenziichtung Maissorten aus der Wildpflanze
Teocinte hervor. Man schitzt, dass der Maisanbau im mit-
telamerikanischen Hochland vor etwa 7000 Jahre begann;
wihrend die ersten Maiskolben aus dieser Zeit noch winzig
waren, wurden sie iiber ein Jahrtausend immer grofler und
groBer. Pflanzenzucht ist ein Prozess der bewussten Auswahl
der ,besten“ Pflanzen. Es war bekannt, dass ,,Ahnliches
Ahnliches hervorbringt“; nimmt man also die Koérner der
groften Korndhren (oder Maiskolben) fiir die Aussaat des
ndchsten Jahres, so wird die Ernte besser. Im mittelamerika-
nischen Regenwald wurden dicht bewachsene Flidchen gero-
det und fiir die Maisproduktion reserviert. Mais spielte eine
zentrale Rolle in Landwirtschaft und Kultur der alten Maya,
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Abbildung 1. Darstellung des Maisgottes der Maya.

und die Mayas verehrten eine Maisgéttin (Abbildung 1). Thr
altes heiliges Buch, das Popul Vuh (,,Ratsbuch*), enthilt viele
Beziige zu Mais. Das Popul Vuh erinnert sogar an genetische
Prinzipien: ,,Jhr Maiskorner, ... moget ihr Erfolg haben,
moget ihr genau sein.*

Als das Nahrungsmittel Mais weltweit an Bedeutung
gewann, setzte die moderne landwirtschaftliche Forschung
die Zuchtbemiihungen fort, die vor Tausenden von Jahren im
mittelamerikanischen Hochland begonnen hatte.

Das Telomer-Konzept

yy Das ist der Anfang vom Ende. “«
Charles Maurice de Talleyrand 1754—1838
(als er Napoleons Niederlage bei Borodino verkiindete)

Ein anderer, modernerer Anfang der Geschichte von der
Telomerforschung ist vielleicht die Entdeckung der Ront-
genstrahlen. Hermann Muller, der mit der Fruchtfliege
Drosophila arbeitete, zeigte, dass Rontgenstrahlen Mutatio-
nen und Chromosomenbriiche verursachen konnen. Am
Ende der 1920er Jahre hatte man erkannt, dass das Erbgut in
den Chromosomen lag. Mendels Arbeit iiber vererbbare
Merkmale war mit Befunden zusammengefiihrt worden, die
zeigten, dass der Erbgang der genetischen Merkmale (oder
Gene) den regelméBigen Verteilungen der Chromosomen in
Zellen bei Meiose und Mitose entspricht. In den 1930ern
wurden in den Vereinigten Staaten nach solchen genetischen
Prinzipien 6ffentlich geforderte Zuchtprogramme fiir Mais in
landwirtschaftlichen Versuchsstationen durchgefiihrt. Und in
einer solchen Station, der Missouri Agricultural Research
Station, arbeitete die Genetikerin und Zellbiologin Barbara
McClintock mit Mais. Dabei wendete sie Methoden an, die sie
fiir die Untersuchung einzelner Chromosomen entwickelt
hatte. Gene waren entlang der Chromosomen aufgereiht, wie
Mullers Arbeiten gezeigt hatten. In den 1930ern gab es kein
besonderes Interesse daran, was an den Enden dieser Gen-
anordnungen war, bis man bemerkte, dass die Enden einige
besondere Eigenschaften hatten (ein kurzer Uberblick findet
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sich in Lit. [1]). In den frithen 1930er Jahren zog McClintock
den Schluss, dass die ,,natiirlichen Enden der Chromosomen
(so McClintocks Ausdruck 1931%) sich funktionell von ex-
perimentell induzierten oder zufilligen Chromosomenbrii-
chen unterschieden. Die ,,Klebrigkeit* der Enden gebroche-
ner Chromosomen (die eine Ursache fiir Chromosomenfu-
sionen ist) war einer der entscheidenden Unterschiede zu
Telomeren, den natiirlichen Enden der Chromosomen, die
diese ,Klebrigkeit“ nicht aufwiesen. Dies ergab sich aus
McClintocks Forschung iiber Chromosomen-Bruchstellen
und ihr Verhalten.”! Aus seiner Arbeit mit Fruchtfliegen kam
Muller unabhingig davon zum selben Schluss. Er nannte

diese Enden 1938 , Telomere“.™ (zusammengefasst in
Lit. [1].)

Der Sprung ins kalte Wasser

yy Dies ist nicht das Ende. Es ist noch nicht einmal der Anfang
des Endes. Aber es ist vielleicht das Ende des Anfangs. “«
Sir Winston Churchill, Rede im November 1942

Beim Lesen der frithen zellbiologischen Arbeiten von
McClintock und Muller aus den 1930ern und 1940er Jahren
vergisst man leicht, dass ihre Ableitungen fundamentaler
cytogenetischer Eigenschaften der natiirlichen Enden der
Chromosomen jeglichem Wissen um die DNA als genetisches
Material vorausging. Der molekulare Mechanismus, der den
Telomer-Eigenschaften zugrundeliegt, war vollstindig unbe-
kannt, als ich Mitte der 1970er Jahre meine Forschungen an
DNA begann, die ich aus dem Ciliaten Tetrahymena isolierte
hatte. Aus diesen molekularen Analysen ergab sich die Natur
des spezialisierten DNA-Protein-Komplexes, aus dem das
Telomer besteht und der es von einem zufilligen DNA-Bruch
unterscheidet.

Zunéchst mussten die Sequenz und die strukturellen Ei-
genschaften der Telomer-DNA verstanden werden. Anfang
bis Mitte der 1970er Jahre hatte man virale und Bakterio-
phagen-DNA biochemisch und genetisch untersucht, in eini-
gen Fillen auch die Enden der DNA. Aber wie sah das Ende
der zellularen DNA in einem eukaryotischen Kern — das
Ende eines Chromosoms — aus? Was einen Molekularbiolo-
gen, der an dieser Frage interessiert war, in den 1970ern kurz
vor der FEinfiihrung der DNA-Klonierungsverfahren am
meisten abschreckte, war die schiere Lénge typischer chro-
mosomaler DNA.

Zu Beginn des Jahrzehnts hatten Kavanoff und Zimm
chromosomale DNA vorsichtig so intakt wie eben moglich
aus Fruchtfliegenzellen isoliert.”) Der Molekulargewichtsbe-
reich, den sie abgeleitet hatten, sprach fiir lange DNA-Mo-
lekiile, die von einem Ende des Chromosoms zum anderen
reichten. Die typischen langen chromosomalen DNAs aus
einem Zellkern waren also Tausende mal ldnger als Phagen-
DNA. Dies stellte eine enorme technische Hiirde beziiglich
der Untersuchung der Telomer-Region dar. Um eine Antwort
auf die Frage nach der molekularen Natur der Telomere zu
erhalten, musste man quasi ins kalte Teichwasser springen.

Der entscheidende Teichbewohner war der einzellige
Ciliate Tetrahymena thermophila. In den frithen 1970er
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Jahren hatte Joe Gall in Yale entdeckt, dass Tetrahymena eine
Klasse haufiger, homogener, kurzer und linearer Chromoso-
men (,,Minichromosomen*) enthilt. An diesen konnte ich die
Telomer-DNA direkt analysieren. Ich arbeitete zum ersten
Mal mit Tetrahymena, als ich Postdoc bei Joe Gall in Yale war.
Die zu den Protozoen gehdrenden Wimperntierchen (Cilia-
ten) wie Tetrahymena thermophila sind zwar einzellig, ent-
halten aber zwei verschiedene Arten von Zellkernen. Grell
beschreibt es so: | Die meisten Ciliaten [...] besitzen gene-
rative Zellkerne, die sich unbegrenzt teilen konnen, und so-
matische Zellkerne, die frither oder spéter verschwinden und
aus Nachkommlingen der generativen Kerne wieder gebildet
werden.* Auf diese Weise kombiniert 7etrahymena auf dko-
nomische Art ,,Soma“ und , Keimbahn“ in einer Zelle. Die
héufig vorkommenden ,,Minichromosomen®, die Joe Gall
entdeckte, befinden sich im somatischen Kern. Diese linearen
DNA-Molekiile tragen die Gene, die fiir ribosomale RNAs
codieren (rDNA), wobei ihre hohe Kopienzahl eine ausrei-
chende Expression fiir die groBe Tetrahymena-Zelle sicher-
stellt. Kathleen Karrer, zu jener Zeit Diplomandin bei Joe
Gall, hatte gerade herausgefunden, dass die rDNA-Molekiile
aus zwei gleichen, als Palindrom angeordneten Hilften be-
stehen. Dies machte sie um so attraktiver: Jede Telomer-
Endregion wire an jedem Ende die gleiche. Das haufige
Vorkommen und die relative Kiirze (nur 20000 Basenpaare)
dieser Molekiile wiirde es nach meiner Meinung moglich
machen, Methoden anzuwenden wie die, mit denen Ray Wu
und Mitarbeiter zum Beispiel die Nucleotidsequenzen an den
Enden von Bakteriophagen-DNA in den frithen 1970ern be-
stimmt hatten.

Schon kurz nachdem ich 1975 in Yale angefangen hatte,
begann ich an diesen rDNA-Molekiilen, die DNA-Sequenzen
an den rDNA-Enden zu bestimmen. Die Experimente, mit
denen ich die Sequenz der Telomere zusammensetzte, sind
genauer im autobiographischen Abschnitt beschrieben. Kurz
gesagt, sofort nach Fraktionierung der Depurinierungspro-
dukte radioaktiv markierter rDNA-Enden tauchte der be-
sonders informative CCCC-Fleck auf (Abbildung 2).

Bis August 1976 war ich ziemlich sicher, dass die 7et-
rahymena-rDNA-Molekiile mit der Sequenz (CCCCAA),
enden wiirden, und ich wollte wissen, ob dieselbe wiederholte
Sequenz auch bei den anderen (viel lingeren) chromosoma-
len DNAs von Tetrahymena vorkommen und wollte dazu die
molekularen Strukturen der DNA-Endregionen untersuchen.
Die Beschreibung tandemartig wiederholter CCCCAA-Se-
quenzen an den TDNA-Enden wurde 1978 publiziert.” Eines
der Experimente aus dem Jahr 1979, in dem wir die rDNA nur
mit **P-markiertem dCTP in Gegenwart von unmarkiertem
dATP radioaktiv markiert hatten und die Produkte dann mit
denaturierender Gelelektrophorese aufgetrennt hatten, ergab
ein wunderschones Leitermuster, das sich iiber das Gel er-
streckten. Jede Bande in dieser regelméfigen Leiter stand fiir
ein um 6 Basen grofleres Fragment als die Bande darunter —
eine iberwiltigende visuelle Bestitigung der hexameren
Wiederholungssequenzen, die ich abgeleitet hatte! Dieses
charakteristische Bandenmuster war das erste Beispiel fiir ein
Muster, das spéter fiir unsere Entdeckung der Telomerase-
aktivitidt wichtig werden wiirde, wie dies meine Mitpreistra-
gerin Carol Greider in ihrem Nobel-Vortrag beschreibt.
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Abbildung 2. Erstes Autoradiogramm, das eine auffillige CCCC-Se-
quenz zeigt.

In meinen frithen Arbeiten konzentrierte sich unser mo-
lekularbiologischer Blick auf die Telomere zunéchst auf die
DNA. Dies war nicht nur so, weil die DNA eine zentrale
Komponente beim Problem der unvollstindigen Replikation
linearer DNAs war, das bereits Anfang der 1970er Jahre er-
kannt worden war (zusammengefasst von Blackburn und
Szostak!®), sondern weil DNA iiber Jahre hin die einzige
identifizierte Telomerkomponente war. Bis 1980 waren
DNA-Sequenzen der Enden einiger weniger eukaryotischer
nucledrer DNAs bekannt. Wir hatten bis zu diesem Zeitpunkt
nachgewiesen, dass die DNA-Enden der makronucleédren
DNA aus Tetrahymena im Allgemeinen und nicht nur der
rDNA-Molekiile aus langen Anordnungen der gleichen ein-
fachen CCCCAA-(oder C,A,-)Wiederholungen aus 6 Nu-
cleotiden bestehen.”) Andere konnten nachweisen, dass der
Ciliat Oxytricha und seine Verwandten sehr kurze DNA-
Anordnungen mit Wiederholungen von 8 Nucleotiden (C,A,)
an den Enden der macronucledren DNA tragen und dass die
zahlreichen Kopien der linearen rDNA-Minichromosomen
von zwei verschiedenen Schleimpilzen Bereiche aus der ein-
fachen Wiederholungssequenzen CCCTAA bzw. C, 4T an
ihren Enden tragen (Ubersichten: Lit. [10-12]). Sie dhnelten
alle der Sequenz, die ich bei den rDNA-Molekiilen von Tet-
rahymena gefunden hatte. Das Vorliegen gemeinsamer An-
ordnungen von DNA-Sequenzen am Ende nucledrer DNA
sich immer klarer herauszuschilen, doch wie lieBen sich
daraus spezielle Eigenschaften der Telomere ableiten? Ein
Ansatz war, zu untersuchen, welche Proteine sich auf der
Telomer-DNA befinden. Ich habe meine ersten erfolglosen
Versuche, Telomer-Proteine zu identifizieren, bereits im au-
tobiographischen Abschnitt beschrieben.

Inzwischen wissen wir, dass die entscheidenden Telomer-
sequenzen sich auch bei phylogenetisch weit entfernten Eu-
karyoten iiberraschend dhnlich sehen. Jedes Chromosome-
nende besteht aus einem Block sehr einfacher Telomerse-
quenzen, die in Tandemanordnung bis zum Molekiilende der
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chromosomalen DNA wieder und wieder wiederholt werden.
Alle Chromosomen eines Organismus haben die gleiche
speziesspezifische Telomer-Wiederholungssequenz. Dieselbe
Sequenz taucht aber auch in sehr unterschiedlichen Euka-
ryoten auf. Beispielsweise bestehen Telomere beim Men-
schen aus AGGGTT-Einheiten, tandemartig wiederholt tiber
Tausende von Nucleotiden an den Enden all unserer Chro-
mosomen. Dieselbe wiederholte AGGGTT-Sequenz findet
sich in den Telomeren des Pilzes Neurospora, des Schleim-
pilzes Physarum und des parasitischen Protozoen Trypano-
soma. Somit sind Telomer-DNA-Sequenzen wahrscheinlich
unter allen DNA-Sequenzen am schlechtesten geeignet, um
phylogenetische Stammbidume abzuleiten. Telomer-DNA
weist im Allgemeinen eine Asymmetrie der Strangzusam-
mensetzung auf, ndmlich einen G-reichen und einen C-rei-
chen Strang. Der G-reiche Strang ist immer in 5'-3’-Richtung
zum Chromosomenende hin orientiert. Diese iibergreifende
Konservierung der Telomerstruktur ldsst erwarten, dass die
allgemeine Anordnung und die Zusammensetzung der DNA-
Stringe von zentraler Bedeutung fiir die Telomerfunktion
sind.

Indizienketten, die zum Konzept einer Telomeraseaktivitit
fiihrten

Hinweise darauf, dass Telomer-DNA gewisse molekulare
Eigenschaften hat, die auf dynamische Eigenschaften in vivo
hindeuten, kamen in den frithen 1980er Jahren auf. Vier
Hauptargumente spornten mich an, nach einer neuartigen
Enzymaktivitdt zu suchen, die Telomer-DNA synthetisiert
und Telomere verldngert. Diese Hinweise kamen in Form von
Beobachtungen an Telomer-DNA auf, die mit dem bisher
verfiigbaren Wissen iiber DNA-Replikation und -Rekombi-
nation nicht zwanglos erkldrbar waren.

Erstens sind die DNA-Stiicke mit den Telomer-Wieder-
holungssequenzen CCCCAA (die wir spdter nach der Se-
quenz auf dem komplementdren Strang mit GGGGTT be-
zeichneten) in den Ciliaten Tetrahymena und Glaucoma un-
terschiedlich lang. Somit tragen die DNA-Molekiile einer
Population eine unterschiedliche Zahl an Sequenzwiederho-
lungen.""*! Eine perfekte Replikation von DNA in zwei
Tochtermolekiile wiirde eine solche Heterogenitit nicht er-
zeugen.

Zweitens fand man heraus, dass sich wihrend der Ent-
wicklung des somatischen Makronucleus in verschiedenen
Tetrahymena-Stimmen DNA-Strecken mit GGGGTT-Telo-
mer-Wiederholungssequenzen auf rétselhafte Weise verei-
nigten und unterschiedliche Sequenzen in den rDNA-Mini-
chromosomen bildeten. An den makronucledren Chromoso-
men wurden also neue Telomere gebildet. Meng-Chao Yao,
der damit seine Arbeiten fortsetzte, die er als Doktorand bei
Martin Gorovsky und dann als Postdoc bei Joe Gall (zur
gleichen Zeit, als ich auch dort arbeitete) begonnen hatte,
hatte dies zuerst an Tetrahymena-rDNA-Telomeren beob-
achtet.™ Aber eine einzelne TTGGGGTT-Sequenz, die be-
reits in dieser Position in der Vorldufer-DNA-Sequenz
vorkam, machte es vorstellbar, dass diese Sequenz selbst ir-
gendwie als Startpunkt fiir wiederholte ungleiche Rekombi-
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nationen dienen konnte und so vielfache Wiederholungen
erzeugen konnte. Dann machten wir in meinem Labor in
Berkeley jedoch &dhnliche Beobachtungen bei anderen
rDNAs und Nicht-rDNA-Telomeren des somatischen Kerns
mit dem Unterschied, dass in diesen Fillen die Telomer-
DNA-Sequenzen an Sequenzen angrenzten, in denen es
iiberhaupt kein GGGGTT als Initiationseinheit gab.!™! 1982
notierte ich tiber diese Beobachtungen: ,,Die Sequenzen, die
mit den makronuclediren DNA-Termini {ibereinstimmen,
miissen durch diese subchromosomalen Segmente wéihrend
der Bildung erworben werden. Zwei Wege konnen dorthin
fithren: Telomersequenzen werden auf die sich entwickeln-
den makronucledren DNA-Termini transponiert oder re-
kombiniert oder — noch einfacher — die sich wiederholenden
Telomersequenzen werden de novo durch eine spezifische
Synthesemaschinerie an diesen Termini synthetisiert.“[™”)
Gleichzeitig hatten David Prescott und Mitarbeiter in Colo-
rado beobachtet, dass die T,G,-Einheiten offenbar dhnlich an
den Enden der kurzen Chromosomen des Makronucleus von
hypotrichen Ciliaten zusammengefiigt werden.!*!

Drittens hatten wir (wie im Nobel-Vortrag meines Mit-
preistragers Jack Szostak im Einzelnen beschrieben) ent-
deckt, dass die Telomersequenz der Hefe-DNA (unregelméi-
Bige TG,;-Wiederholungen, die Janice Shampay, eine Di-
plomandin in meinem Labor an der UC Berkeley, als erstes
als Teil unserer Zusammenarbeit mit Jack sequenziert hatte)
direkt an die Enden der Tetrahymena-GGGGTT-Telomere
angehingt wurden, die in Hefe erhalten wurden.[' ¥ In dieser
Zusammenarbeit zeigten wir, dass ein Telomer von dem
Protozoen Tetrahymena, bestehend aus GGGGTT-Einheiten,
auch in der Hefe S. cerevisiae in einem bestimmten Sinn als
Telomer fungierte: Namentlich konnten die Tetrahymena-
Telomersequenzen, wenn sie auf die Enden linearisierter
Plasmid-DNA transferiert wurden, dieses in Hefezellen so
stabilisieren, dass es nun unbegrenzt als extrachromosomales
lineares DNA-Molekiil iiber viele Replikationszyklen,
Mitose und sogar Meiose,
erhalten und weitergegeben
wurde. Daneben geschah
aber immer etwas sehr In-
teressantes mit den einge-
fiihrten fremden (7etrahy-
mena-)Telomeren in Hefe:
Wir fanden, dass hefespezi-
fische Telomersequenzen
mit der Wiederholungsse-
quenz TG,; die Janice
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P10, Box 100, s Spring o, Hew York 11724 (8161 843-8868

Dr, Elizabeth H. Blackburn
Department of Molecular Biology
Wendell M, Stanley Hall
University of California
Berkeley, California 94720

Dear Dr. Blackburn:

My apologies for this delay in responding to your letter of
February 18 requesting reprints or preprints of articles of mine
dealing with telomeres. My studies of them relate to the behavior
of newly broken ends of chromosomes. These studies commenced in the
early 1930s and continued into the 1940s. Reprints of reports of
these studies are long since exhausted. In those early days one did
a thorough job before publishing. Thus, my articles are long and
detailed--the type of article no one wants to read in this day of
avalanching mini-reports. Enclosed is a red-marked list of publications
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auch gefunden, dass nach Einfiihrung eines linearen ,,High-
copy-number“-Plasmids in Hefe (und damit von etwa 100
zusitzlichen Telomeren in diesen Zellen) die Telomere der
Chromosomen selbst, deren Durchschnittslinge vorher iiber
300 Generationen mit mitotischer Teilung konstant geblieben
war, nun eine langsame Verkiirzung im Verlauf der folgenden
Zellteilungen durchmachten (Elizabeth H. Blackburn und
Janice Shampay, unveréffentlichte Ergebnisse).

Viertens berichteten Piet Borst und Mitarbeiter 1983 iiber
eine faszinierende Beobachtung. Sie verfolgten die Verer-
bung eines Trypanosomen-Gens (Trypanosomen verursachen
Schlafkrankheit), das fiir eine Variante des Oberfldchenanti-
gens kodiert. Dieses Antigen spielt eine wichtige Rolle fiir die
Fahigkeit des Parasiten, der Immunantwort des Wirts zu
entgehen. Das Gen, das sie gefunden hatten, lag auf einem
Restriktionsfragment aus dem Telomer. Wihrend der Passa-
ge der Trypanosomenzellen wurde das Restriktionsfragments
des Gens kontinuierlich langer, was darauf hindeutete, dass
die Sequenz mit der Telomer-DNA kontinuierlich wuchs."!

SchlieBlich kam noch von einer anderen unabhéngigen
Seite eine cytogenetische Beobachtung von Barbara Mc-
Clintock, die meinen wachsenden Verdacht bestidrkte, dass
eine noch unentdeckte Art entwicklungskontrollierter zellu-
larer Enzymaktivitdt auf die Telomere einwirkt. Zunéchst in
einer Unterhaltung, dann in einem Brief 1983 beschrieb
McClintock, wie sie vor langer Zeit eine Maismutante iden-
tifiziert hatte, die die normale Féhigkeit von Mais verloren
hatte, gebrochene Chromosomenenden zu heilen, die spezi-
fisch sehr frith in der Pflanzenentwicklung bestehen — un-
mittelbar nach der Befruchtung (Abbildung 3):

Das Auffinden einer Mutante impliziert, dass es ein Gen
gibt, das mit der Fihigkeit zur Heilung assoziiert ist — ein Gen,
das zum Funktionsverlust mutiert werden kann. Ich war von
der Folgerung aufgeschreckt, dass in Zygoten ein voll funk-
tionales Telomer (‘geheilte Enden’ in McClintocks Termino-
logie) auch an einem gebrochenen Chromosom nicht durch

March 11, 1983

Dr. Eligzabeth H, Blackburn =2 -

replication eyele \hal occur ab Wic pooition of broal during the
previous anaphase. These anaphase bridges and breaks, with subsequent
dicentric chromatid in the ic and
endosperm mitoses. In the embryo, howsver, the broken end "heals".
Because an anaphase bridge may be ruptured at many or any position
botween the two diverging centromeres, the capacity for "healing"

mnst apply to many or any broken end, I have observed many chromosomes
with a healed end. Healings took place all along the arm of a
chromosome. Chromosomes having such a healed end have been propagated
over many plant generations. Thus, the healing process provides a

new telomere, as stable as any other,

Shampay sequenziert hatte,
am distalen Ende der
fremden GGGGTT-Ein-
heiten angefiigt worden
waren, nachdem sich die
Hefezellen geteilt hatten.
Weitere  Beobachtungen
warfen spiter zusitzlich
Licht auf die Dynamik der
Telomer-DNA in Zellen. So
hatte  Janice = Shampay
Anfang der 1980er Jahre
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relating to fusion of broken ends of chromatids (the chromatid type
of breakage-fusion-bridge cycle) and of chromosomes (the chromosome
type of breakage-fusion-bridge cycle). At least you will have
received references to my studies of the behavior of borken ends of
chromosomes, even though you may have no desire to examina these
reports.

In brief the results are as follows., Ring chromosomes in maize
underge chromatid exchange. The rate of such exchange is proportional
to the length of the DNA in the ring chromosome., This exchange results
in a double-size, dicentric ring chromosome. Seperation of the
centromeres at anaphase produces two bridges, side-by-side. Each bridge
is ruptured, A broken end from each bridge enters a telophase nucleus,.
The two newly broken ends then fuse, reestablishing a ring chromosome
whose size and content depend on the position of rupture that had
occurred in each strand, These fusions are ghromosomal.

In my maize stocks chromatid fusions occur in gametophytic and
endosperm tissues but mot in sporophytic tissues. A chromosome
ruptured at a meiotic anaphase will appear as a dicentric chromoscme
in the following gametophytic anaphase because of "fusions" during the

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

During these atudies I found a mutant whose effect was to
eliminate the capacity of cells of the sporophyte to produce a telomere

at a newly broken end, When a newly broken end was introduced into a
zygote this end continued to undergo the chromatid type of breakage-fusion
‘bridge cycle, and in all mitoses throughout plant development. It

would appear that this mutant affects the production or the action of an
enzyme required for formation of new telomeres, I have no published
report of this observation. The evidence was obtained ineidentally in

the course of another study., For purposes of publication, the study
would nesd to be expanded and this T did not do. It is evident, however,
that in my basic gemetic stocks telomere-forming repair enzymes are

not produced or made available to cells of the gametophyte and endosperm
but are produced in embryohic cells.

Thank you for including the topics to be discussed in your
chapter on Centromeres and Telomeres. I look forward to reading it
when 1t appears.

noersly, St

Barbara McClintock

Abbildung 3. McClintocks Brief an Elizabeth H. Blackburn, 1983.
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Zufall erzeugt wurde, sondern durch einen aktiven entwick-
lungskontrollierten Prozess; einen Prozess aullerdem, der
unmittelbar nach der Befruchtung ablduft — dem Entwick-
lungsstadium, das zu dem Stadium bei Ciliaten dquivalent ist,
in dem Ciliatenchromosomen gebrochen werden (wenn in
ihrem Fall auch freiwillig) und Telomer-DNA effizient an die
neu entstandenen Enden ansynthetisiert wird.

Diese bemerkenswerte Information war ein weiterer
Grund dafiir, dass ich mich entschloss, nach der Telomerase
zu suchen. Die Fahigkeit der Ciliaten, de novo Telomere
unmittelbar nach der Befruchtung (was der Zygote dquiva-
lent ist) zu bilden, war eine zu auffillige Parallele, um igno-
riert zu werden.

Tetrahymena-Zellen in einem biochemischen Ansatz

99 Wenn Deine Knie nicht am Ende des Tages griin sind, solltest
du ernstlich dein Leben iiberpriifen.

Bill Watterson

amerikanischer Autor des Comics ,,Calvin & Hobbes*, geboren 1958

Tetrahymena-Zellen waren ein attraktives System, um die
vermutete Enzymaktivitit zu finden, die Telomer-DNA an
Chromosomenenden anfiigt. Ich begann damit, Extrakte aus
Tetrahymena-Zellen herzustellen. Als ich vorgeschlagen
hatte, die DNA-Endregionen zu sequenzieren, hatte Joe Gall
darauf hingewiesen, dass sich die Ciliaten preisgiinstig in
grolen Mengen ziichten lassen. Auflerdem ldsst sich ihr
Entwicklungszyklus dank der Bemiihungen verschiedener
Arbeitsgruppen (vor allem David Nanney, Peter Bruns, Ed
Orias, Sally Allen und Kollegen) zeitlich synchronisieren.
Daher kann man Zellextrakte von einer groflen Zahl von
Zellen herstellen, die gerade alle den Makronucleus entwi-
ckeln und in denen gleichzeitig — so meine Vermutung — die
Reaktionen zur Telomeranfiigung ablaufen. Dies schien mir
daher wahrscheinlich ein Entwicklungsstadium, in dem fiir
eine solche Aktivitit ein groler Bedarf in der Zelle besteht
und die daher dann am einfachsten nachzuweisen sein sollte.
Die groB3e Frage war, welches Substrat geeignet sei. Welche
DNA wire der beste Primer fiir das Anfiigen von Telomer-
DNA, und welche Vorstufen fiir die Nucleotidbausteine
wiren erforderlich? Wiirden beide Stridnge der Telomer-
DNA zusammen in einer gekoppelten Reaktion synthetisiert
oder sogar in einer Reaktion, die mit der Produktion frisch
geschnittener DNA-Enden einhergeht? Wiirde man besser
DNA aus den frisch geschnittenen Enden des sich entwi-
ckelnden Makronucleus vorlegen, oder bereits fertige Telo-
merfragmente, die weiter verlangert werden konnten: Beide
Reaktionen sollten in Tetrahymena-Zellen wihrend dieses
Entwicklungsschritts ablaufen. Um sicherzugehen, dass ich
keine Moglichkeit iibersehen hitte, gab ich eine Mischung aus
allen vier Desoxynucleotid-Triphosphaten und allen vier
Ribonucleosid-Triphosphaten, einem energieerzeugenden
(ATP-erzeugenden) Enzymsystem und eine Mischung aus
klonierten DNA-Fragmenten, gereinigt aus bakteriellen
Zellen, die jedem Enzym aus den Tetrahymena-Extrakten
Telomere- und Nicht-Telomer-DNA-Termini présentieren
wiirden, hinzu. Ich stellte Extrakte aus Zellen dieses Ent-
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wicklungsstadiums her und passte dazu eine Methode an, die
mein Diplomand Peter Challoner seinerseits aus Untersu-
chungen zur rDNA-Genexpression durch Tom Cech und
Mitarbeitern iibernommen hatte (und mit der Tom Cech die
Entdeckung selbstspleiBender RNA gelang). Peter hatte
herausgefunden, dass die Inkubation solcher Extrakte ihm
ermoglichte, Anderungen bei DNA-Restriktionsfragmenten
nachzuweisen, die er zu den Extrakten zugegeben hatte. Die
Verdnderungen hatten sogar auf eine Art von Umwandlun-
gen hingewiesen, die fiir die DNA der Telomerenden spezi-
fisch war. Wie an anderer Stelle beschrieben,'”) beobachtete
ich Anfang 1984 zunehmende Mengen der hybridisierenden
Telomer-Wiederholungssequenzen GGGGTT, die irgendwo
im Verlauf der Reaktionen gebildet wurden. Die Jagd hatte
begonnen!

Die Entdeckung der Telomerase

yy-- etwas beenden heifdt, etwas beginnen. “«
T. S. Eliot, 1888-1965
Vier Quartette: , Little Gidding“

Die néchste unmittelbare Aufgabe war, die Reaktions-
bedingungen stark zu vereinfachen und zu verfeinern, um
aufzukldren, was tatsdchlich wéhrend der Reaktionen ge-
schah, die durch die in den Tetrahymena-Zellextrakten of-
fenbar vorhandenen Enzyme katalysiert werden. Im Jahr
1984 kam Carol Greider als Doktorandin in meine Arbeits-
gruppe in Berkeley und interessierte sich sofort dafiir. Diese
Arbeit, bei der wir die Telomeraseaktivitit entdeckten, ist im
Einzelnen in Carol Greiders Nobel-Vortrag beschrieben,
daher fasse ich hier nur einige Punkte kurz zusammen.

Wir fanden heraus, das kurze DNA-Fragmente, die che-
misch als DNA-Oligonucleotide synthetisiert und daher in
hoher Konzentration verfiigbar waren, an ihren 3'-Enden um
die Telomereinheiten GGGGTT verldngert wurden, wenn sie
mit Tetrahymena-Extrakten inkubiert wurden (Abbildung 4
und 5). Diese Enzymreaktion war effektiver, wenn die Ex-
trakte aus Zellen gewonnen wurden, die gerade neue Telo-
mere bei der Entwicklung der Makronuclei bildeten. Zum
Glick war die Reaktion wenigstens im Reagensglas nicht
zwingend oder mechanistisch an die Synthese des komple-
mentdren DNA-Strangs oder an eine DNA-Spaltung gekop-
pelt.?

Fine Behandlung mit Ribonuclease unterband die Fa-
higkeit des Extrakts, die Telomer-DNA-Einheiten anzuhin-
gen. Die Enzymaktivitdt benotigte also RNA. Auch Pro-
teasebehandlung unterband die Enzymreaktion, was darauf
hindeutete, dass neben der RNA auch eine oder mehrere
Proteinkomponenten erforderlich sind.”"

Die erforderliche RNA-Komponente der Telomerase
wurde identifiziert; sie enthielt die Sequenz 5'-CA-
ACCCCAA-3 (Abbildung 6). Diese Sequenz ist komple-
mentér zu eineinhalb Einheiten der Wiederholungssequenz
aus 6 Nucleotiden, die in vitro synthetisiert wurde. Ausge-
hend von diesem Hinweis fanden wir, dass alle Eigenschaften
der Synthesereaktion in vitro, darunter auch die besonderen
Erfordernisse beziiglich der DNA und der Nucleosidtriphos-
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telonere temminal transferase activity in Tetrahymena
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wiv, 80w think it should be of goneral interest to Onll readers.
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Sincerely yours,
Flizareth Rlackburn

Carol Groider

Abbildung 4. Brief an den Herausgeber von Cell, 1985.

Eingabe-Oligomer
1 5-100 aus Tetrahymena-Zellen

Mg>*
dGTP + TTP

..... bis zu
30 G4T2-Wiederholungen

Abbildung 5. Der Original-Telomerasetest.”*?"
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—______H_
5" ﬂGGgGTTQGGGTTGGGGTTGl l 1 1 l l
3~ Jccccaacce
Chromosomenende

AACCCCAAC
T
TER-
RNA

TERT-
Protein

Abbildung 6. Ein Modell fiir die Reaktionsweise der Tetrahymena-Telo-
merase.*?

phate, sich zu einem kohirenten Modell zusammenfiigten,
nach dem die Telomersynthese durch die Telomerase (wie wir
die Enzymaktivitdt spiater nannten) durch wiederholte Ko-
pierzyklen dieser kurzen Matrizensequenz in der Telomerase-
RNA gesteuert wird. Die Synthese wird durch die Ausrich-
tung des 3’-Endes des DNA-Primers auf der Matritze unter-
stiitzt, wodurch der Primer fiir das Ansynthetisieren der
niichsten Einheit positioniert wird.”?
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Wir hatten also entdeckt, dass die Tetrahymena-Telome-
rase hintereinander angeordnete Einheiten der Telomer-
DNA-Sequenz, TTGGGG an das 3'-Ende einer Reihe von G-
reichen Telomer-DNA-Sequenzen, die dabei als Oligonucle-
otid-Primer wirken, ansynthetisiert, unabhéngig von exoge-
nen Nucleinsduren als Matritze. Die zelluldre Aktivitit, die
diese Reaktion katalysiert, ist RNAse- und proteaseemp-
findlich. Ahnliche Experimente wurden zur Telomeraseakti-
vitdt bei den Ciliaten Euplotes und Oxytricha durchgefiihrt —
von Dorothy Shippen-Lenz in meinem Labor und von Alan
Zahler bei David Prescott, auerdem von Gregg Morin an
humanen Zellen bei Joan Steitz in Yale. Jede Telomerase
synthetisiert ihre eigene speziesspezifische Sequenz -
GGGGTTTT-Wiederholungen bei hypotrichen Ciliaten oder
AGGGTT-Wiederholungen bei Humanzellen. Diese anderen
Telomeraseaktivitdten dhnelten der Tetrahymena-Telomerase
in der Primer-Erkennung und anderen Charakteristika, dar-
unter die Ribonuclease-Empfindlichkeit, was fiir die allge-
meine Verbreitung dieser Enzymaktivitdt unter den Euka-
ryoten spricht. Als Dorothy Shippen den RNA-Rest in der
Telomerase des Ciliaten Euplotes identifizierte und sequen-
zierte, fand sie erfreulicherweise die Sequenz 5-CA-
AAACCCCAAAA-3. Die Experimente deuteten darauf
hin, dass diese Sequenz tatséchlich als Matrize fiir die Syn-
these der GGGGTTTT-Einheiten dient, der Telomersequenz
von Euplotes. Zusammengenommen bestitigten diese Be-
funde, dass die Telomerase eine verbreitete spezialisierte re-
verse Transkriptase ist; ungewohnlich ist, dass sie zelluldren
Ursprungs ist und eine eigene interne RNA-Matritze fiir die
Synthese der repetitiven DNA trégt.

Nachweis der Reverse-Transkriptase-Aktivitdt der Telomerase in
vivo

yy Sie brauchten nicht umherzuwandern um zu sehen, was unter
dem Himmel war; sie blieben einfach wo sie waren. [Und] als sie
schauten, wurde ihre Erkenntnis tief.

Popul Vuh, S. 165

Wir hatten nun gute Hinweise darauf, dass die Telomerase
den G-reichen Strang der Telomer-DNA in vitro synthetisie-
ren kann. Um zu beweisen, dass die 5-CAACCCCAA-3-
RNA-Sequenz in der Tetrahymena-Telomerase die Matrize
fiir die Telomersynthese in vivo ist, war eine ortsspezifische
Mutagenese dieser Sequenz im Telomerase-RNA-Gen (das
wir TER-Gen nannten) erforderlich. Erneut erwies sich 7et-
rahymena als erster Schliissel fiir diese Experimente. Sein
Telomerase-RNA-Gen war gerade von Carol Greider klo-
niert worden, und wir hatten in meinem Labor ein System
ausgearbeitet, um solche mutierten Gene in Tetrahymena-
Zellen iiberzuexprimieren. Wir inserierten die verdnderten
Telomerase-RNA-Gene in einen selbstreplizierenden Vektor,
den mein Doktorand Guo-Liang Yu entwickelt hatte. Guo-
Liang transferierte den Vektor dann durch Mikroinjektion
der DNA-Molekiile in Tetrahymena-Zellen. Er analysierte
und sequenzierte die Telomere aus Zellen, die die mutierten
Telomerase-RNAs exprimierten. Diese Experimente, bei
denen Guo Liang von seinen Kollegen Laura Attardi und
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John Bradley unterstiitzt wurde, sicherten die In-vivo-Rolle
der Telomerase auf drei Arten. Wie aus der Sequenz der
Telomerase-RNA und den in vitro-Experimenten, die Carol
Greider in ihrem Nobel-Vortrag beschreibt, vorhergesagt,
tauchten verdnderte Telomer-Wiederholungssequenzen in
den Telomeren auf, die er aus den transformierten Zellen
klonierte. Dies bewies, dass die Telomerase die zellulidre re-
verse Transkriptase ist, die die Telomere in den Zellen syn-
thetisiert, indem sie ihre eigene interne RNA-Matrize inner-
halb des TER-Rests des Enzymkomplexes kopiert. Die
Zellen entwickelten schnell anormale Kerne als Zeichen fiir
das Versagen einer korrekten DNA-Trennung (Abbildung 7).
Dies weist darauf hin, dass die korrekte DNA-Sequenz fiir ein
regulires Verhalten des Kerns notwendig ist.”!

Abbildung 7. Eine Tetrahymena-Zelle, die eine Telomerase-RNA mit
mutierter Matrize exprimiert, versucht sich zu teilen.

Die Bedeutung der Telomerase fiir das Zellwachstum

yy Like as the waves make towards the pebbled shore, so do our
minutes hasten to their end.
William Shakespeare, 1564-1616, Sonett Nr. 60

Wir konnten die Rolle der Telomerase-RNA als Matrize
in Tetrahymena nachweisen. Daneben erhielten wir ein drit-
tes, unerwartetes Ergebnis aus diesen Experimenten: Tet-
rahymena-Zellen sind normalerweise potenziell unsterblich.
Bei einer bestimmten Mutation der Matritze fand Gua-Liang
aber keine der vorhergesagten DNA-Sequenzen an den Te-
lomerenden. Stattdessen wuchsen die Zellen noch fiir unge-
fahr 20-25 weitere Zellzyklen. Wéhrend dieser Zeit ver-
kiirzten sich die Telomere laufend. Dann horten die Zellen
auf sich zu teilen. Dies war die erste Demonstration, dass ein
Eingriff in die normale Telomerasefunktion die Lebenszeit
einer Zelle begrenzen kann. Sie bestétigte, dass die kontinu-
ierliche Wirkung der Telomerase selbst fiir die endlose Re-
plikation der Zellen notwendig ist (Abbildung 8)./*!

Die Aktivitat der Telomerase konnte so erklidren, wie die
Replikation am 5-Ende der chromosomalen DNA abge-
schlossen werden kann, ohne die terminalen Sequenzen zu
verlieren, wie dies bei dem normalen halbkonservativen
DNA-Replikationsmechanismus geschehen wiirde: das kon-
tinuierliche Hinzufiigen von Telomer-DNA an den Chromo-
somenenden koénnte den vorhergesagten DNA-Verlust an
den Enden kompensieren.
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Abbildung 8. Abhingigkeit der Tetrahymena-Zellen von der Telomera-
se?

Telomere als Protein-DNA-Komplexe

yy Having well polished the whole bow, he added a golden tip. “«
Homer, Die Ilias (Buch IV, III)

Wie ich in der Autobiographie erzéhlt habe, fand ich kurz
nach der Identifizierung der Telomersequenz, dass im 7et-
rahymena-Chromatin die Telomer-DNA von gebundenen
Proteinen geschiitzt ist, die keine Nucleosomen sind. Ich
versuchte ohne Erfolg, diese Proteine an den Zetrahymena-
Telomeren zu identifizieren. Andere offneten mithilfe der
Hefe-Molekulargenetik das Tor zu den Telomerproteinen.
Inzwischen ist eine lange Liste von Proteinen, die mit Telo-
meren assoziiert sind, aus verschiedenen Eukaryoten be-
kannt. Viele von ihnen wurden unterschiedlich gut charak-
terisiert in Bezug auf Biochemie, Struktur, Bindungsumfang
an den Telomeren und die Umstidnde, die zu messbaren
Verianderungen des Bindungsumfangs fithren. Viele Funk-
tionen sind abgeleitet, oft, indem man nach den Konsequen-
zen einer Mutation oder Deletion des Proteins fiir die Zelle
suchte. Doch trotz der umfangreichen Arbeiten, die das ge-
genwirtige Wissen um den molekularen Telomer-DNA-Pro-
tein-Komplex zusammengetragen haben, ist das momentane
Bild von einem Telomer noch spukhaft und unvollstindig.
Dies liegt sicher auch daran, dass Telomere hoch dynamisch
sind.

Telomere als dynamisch-homéostatisches System

yy Stabilitit bedeutet nicht Unbeweglichkeit. “«
Klemens von Metternich, dsterreichischer Politiker, 1773—1859

Wihrend der 1990er erschienen die Telomere als selbst-
regulierende Einheiten, die gegeniiber Verdnderungen nor-
malerweise durch eine Reihe molekularer Mechanismen ab-
gepuffert sind. Mike McEachern, der zu dieser Zeit Postdoc
in meinem Labor war, schlug ein Modell fiir die Telomerdy-
namik vor, das auf seinen Experimenten mit Telomeren aus
Kluyveromyces lactis, einer Sprosshefe, beruhte. Kernpunkt
dieses Modells ist erstens, dass die Geschwindigkeit, mit der
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sich ein Telomer in Abwesenheit der Telomerase verkiirzt,
konstant bleibt. Die Wahrscheinlichkeit, mit der es durch die
Telomerase verldngert wird, hdngt von der momentanen
Lénge des Telomers ab — je kiirzer das Telomer, desto wahr-
scheinlicher die Verldngerung durch die Telomerase. Mike
leitete dies hauptsdchlich aus einer Reihe von Experimenten
ab, in denen er die RNA-Matrizensequenz der Telomerase
verdnderte, um die Synthese verschiedener Wiederholungs-
sequenzen auszulosen. Anat Krauskopf, die gleichzeitig mit
Mike bei mir arbeitete, weitete diese Befunde aus: Die Lin-
genregulation der Telomere wurde auf eine Art veridndert, die
mit der verdnderten Bindung eines Hefe-Telomerproteins an
die mutierte Telomersequenz einherging. Zusammengefasst
zeigten Mikes und Anats Experimente, dass die Struktur des
Telomer-Protein-DNA-Komplexes selbst einen gro3en Ein-
fluss auf diese negative Regulation der Telomerase-Aktivitat
auf die Telomere hat. Das Telomer selbst wirkt also wie ein
Tiirsteher, der den Zugang der Telomerase zum Telomer
regelt, sogar in Gegenwart eines Uberschusses an Telomerase
in den Zellen. In den darauffolgenden Jahren kamen viele
weitere Details iiber die beteiligten Proteine zum Vorschein,
aber dieses allgemeine Modell hat noch immer seine Giiltig-
keit behalten.

Eine allgemeine und wichtige zusétzliche Vorstellung ist,
dass Telomere in zwei Zustdnden vorkommen koénnen: blo-
ckiert und nicht blockiert. Blockierte Telomere signalisieren
der Zelle, sich weiter zu teilen, alles ist in Ordnung. Nicht
blockierte Telomere signalisieren der Zelle, wenn die feh-
lende Blockierung lidnger besteht, die Teilungen einzustellen.
Mike McEachern und Anat Krauskopf zeigten, dass eine der
auffilligsten Eigenschaften eines Telomers ist, wie flexibel es
gegeniiber verschiedenartige Verletzungen auf molekularer
Ebene reagieren kann; irgendwann allerdings bringt eine
weitere Veridnderung als letzter Tropfen das Fass zum Uber-
laufen, und das Telomer bricht zusammen. So wurde auch
offensichtlich, dass Zellen ausgekliigelte und iiberlappende,
redundante oder sich gegenseitig verstarkende Mechanismen
entwickelt haben, um sicherzustellen, dass ihre Telomere
funktionsfihig bleiben.?*!

Das gegenwirtige Bild, zusammengesetzt aus den Er-
gebnissen vieler Forscher, zeigt das Telomer in der Zelle als
eine hoch dynamische Struktur. Es ist kein starrer stabiler
Komplex, sondern es erinnert eher an einen Bienenschwarm:
GroBe und Form des Schwarm scheinen insgesamt gleich zu
bleiben, aber in Wirklichkeit dndert sich die Zusammenset-
zung laufend, weil einzelne Bienen (bildlich fiir die Telo-
merproteine) den Schwarm laufend verlassen und durch
andere Bienen ersetzt werden.

Ahnliche molekulare Maschinerie, unterschiedliche
Lebensgeschichte

yy Bedenke das Ende. “
[lat.: ,finem respice* (oder ,respice finem*“).]
Chilon von Sparta

Struktur und Funktion der Telomere sind unter den Eu-
karyoten tiber die Evolution hoch konserviert geblieben. Dies
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erklidrt, warum Jack Szostak und ich in den frithen 1980ern
erfolgreich Tetrahymena-Telomere in dem sehr entfernt ver-
wandten Organismus der Backerhefe vermehren konnten.
Wie hier und im Einzelnen in Jack Szostaks Nobel-Vortrag
beschrieben, fanden wird heraus, dass die Hefe-Telomerse-
quenzen an Tetrahymena-Telomerenden angefiigt wurden,
die wir an den Enden eines linearisierten Plasmids eingefiihrt
hatten. Dadurch wurde das Plasmid stabilisiert und konnte
sich in der linearen Form extrachromosomal unbegrenzt
weiter replizieren. Ein dhnlicher Mechanismus der Telome-
rase sichert die Integritédt der Telomere: Allgemein wird bei
den eukaryotischen Telomerasen (mit relativ wenigen Aus-
nahmen) ein spezialisiertes Ribonucleoprotein, eine reverse
Transkriptase eingesetzt, um die Enden der eukaryotischen
Chromosomen zu erhalten. Telomerase-RNA und das Pro-
teinzentrum der Telomerase enthalten beide gut erkennbare
konservierte Eigenschaften auch bei den am fernsten ver-
wandten Eukaryoten.

Angesichts dieser verbreiteten Konservierung von Telo-
meren und Telomerase, die tief in der Evolution der Euka-
ryoten verwurzelt ist, ist es faszinierend, an wievielen ver-
schiedenen Stellen im Leben der unterschiedlichen Euka-
ryoten die Erhaltung der Telomere eine Rolle spielt. Allein
unter den Sdugern und sogar unter giinstigen Lebensbedin-
gungen unterscheiden sich die Arten deutlich in ihrer Le-
benserwartung, was darauf hindeutet, dass die maximale Le-
bensdauer in betriachtlichem Umfang genetisch bestimmt ist.
Menschen haben eine Lebenserwartung von etwa achzig
Jahren, Laborméuse von etwa zwei Jahren. Daher zieht man
verniinftigerweise die Moglichkeit in Betracht, dass die limi-
tierenden Schritte, die Altern und Tod verursachen, sich
zwischen diesen beiden Arten unterscheiden kénnen, obwohl
ihnen gemeinsame zelluldre und molekulare Mechanismen
zugrundeliegen. Sogar innerhalb der Siuger scheinen sich die
qualitativen und quantitativen Beitrdge der Telomererhal-
tung zur zelluldren proliferativen Lebensdauer deutlich zu
unterscheiden.™ Greift man noch weiter aus von Siugern zu
Wirbellosen, kann es sein, dass trotz vieler Konservierungen
grundlegender molekularer und zellulirer Mechanismen
diejenigen, die bei Wirbellosen zu Altern und Tod (aus Al-
tersschwiche) beitragen, andere sind, als die, die quantitativ
bedeutsam oder limitierend fiir Altern und Tod von Men-
schen sind. All diese Betrachtungen haben die Frage aufge-
worfen, ob die Telomererhaltung tatsichlich eine quantitativ
bedeutsame Determinante fiir normales Altern und normale
Lebenserwartung beim Menschen sind.

Telomerase und Krankheiten beim Menschen
Telomerase in Tumorzellen

g9 Wir sollten das Ende bei Allem betrachten. u
[fr.: ,,En toute chose il faut considerer la fin.“|
Jean de la Fontaine, Fables (llI, 5)

In einem wichtigen Zusammenhang spielt die Telomerase
beim Menschen eine herausragende Rolle, ndmlich in Tu-
morzellen. Eine iiberaktive Telomerase in den Krebszellen ist
eine hervorstechende Eigenschaft der meisten bosartigen

www.angewandte.de

Chemie

7579


http://www.angewandte.de

Nobelaufsitze

7580

humanen Tumore. Vor dem physiologischen Hintergrund der
Tumorzelle — diese hat bei der Entwicklung der Malignitat
bereits viele andere genetische und epigenetische Veridnde-
rungen durchlaufen — spielt die Telomerase eine krebsfor-
dernde Rolle. Klar ist, dass sie den Zellen Unsterblichkeit
verleiht, indem sie Krebstelomere erzeugt, die die Voraus-
setzung fiir kontinuierliches Wachstum sind. Die hohe Telo-
meraseaktivitit, die menschliche Krebszellen auszeichnet, ist
daher ein logischer Angriffspunkt fiir Tumortherapien.

Telomererhaltung im Lauf eines Menschenlebens

9y The end crowns all, and that old common arbitrator, Time,
, P (

will one day end it.

William Shakespeare 1564-1616, Troilus und Cressida (Hektor, Akt

1V, v)

Wie oben beschrieben fiihrt die Ausschaltung der Telo-
merase in ansonsten potenziell ,unsterblichen* Einzellern
zur fortschreitenden Verkiirzung der Telomere iiber mehrere
Zellgenerationen bis zum Einstellen der Zellteilung (,,Se-
neszenz“). Daraus folgt die logische Frage, ob der gleiche
fortschreitende Prozess auch beim Menschen das Altern
verursacht und die Lebenserwartung begrenzt. Seltene Mu-
tationen in Genen fiir Bestandteile der Telomerase, die zu
verringerter Telomeraseaktivitdt und zur Telomerverkiirzung
beim Menschen fiihren, haben eindeutig ungiinstige und
krankheitsverursachende Auswirkungen und konnen verhin-
dern, dass der Betroffene ein hohes Alter erreicht. Dennoch
war bis vor Kurzem fiir den grofiten Teil der Menschen, die
definitionsgemdf3 keine ,,Mutanten“ sind, die Rolle einer
unzureichenden Erhaltung der Telomere fiir Altern und Le-
benserwartung weniger klar. Was beobachtet man in der
Bevolkerung im Allgemeinen?

Inzwischen wurden umfangreiche epidemiologische
Daten iiber die Telomererhaltung in lebenden Menschen
gesammelt. Von unserer gegenwértigen Kenntnis tiber Telo-
mere haben wir den Schluss abgeleitet, dass die Telomerer-
haltung mit Alterungsprozessen und Alterserkrankungen
verbunden ist. Erstens ist die Verkiirzung der Telomere in
weillen Blutzellen mit einer eindrucksvollen Liste schwerer
Alterserkrankungen verkniipft: In vielen Gruppen aus Hun-
derten bis Tausenden von Probanden wiesen verkiirzte
Telomere auf ein erhohtes Risiko des Auftretens von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Schlaganfall, Gef4Bverdnderungen,
Osteoporose, Fettleibigkeit sowie von Diabetes und gewissen
Krebsarten hin. Durchschnittlich langere Telomere in weiflen
Blutzellen sind zwar nicht durchgéngig mit hoherer Lebens-
erwartung verkniipft, sie weisen jedoch auf mehr gesunde
Jahre hin, wie sich in einer Gruppe mit iiber Siebzigjahrigen
zeigte.*!

Zweitens findet man Telomeraseaktivitdt nicht nur in
vielen normalen humanen Korperzellen, sondern auch — was
wichtig ist — messbar” " bei Erwachsenen (auch Alteren),
sogar in ruhenden weilen Blutzellen, auBerdem in Stamm-
zellen und verschiedenen proliferierenden Vorlduferzellen.
Das bedeutet, dass die Telomerverkiirzung in normalen
Zellpopulationen wihrend des Lebens auch ausgeglichen
oder sogar umgekehrt werden kann. Wéhrend Querschnitts-
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studien eine langsame Telomerverkiirzung bei dlteren Per-
sonen im Allgemeinen ergeben, streuen die einzelnen Da-
tenpunkte stark: Es ist nicht ungewohnlich, wenn die Telo-
mere eines 80jdhrigen so lang wie die eines 30jdhrigen sind.
Was konnte diese Streuung verursachen? Tatsache ist, dass
die Verldngerung der Telomere in Populationen weiler
Blutzellen inzwischen viel hdufiger gefunden wird als nach
den fritheren Modellen einer unvermeidlichen Verkiirzung
der Telomere wihrend der Lebenszeit zu erwarten war.
Solche Modelle hatten sich jedoch nur auf Querschnittsun-
tersuchungen gestiitzt und waren von der Annahme ausge-
gangen, dass es in normalen Zellen erwachsener Menschen
keine Telomerase gebe.

Was bestimmt und reguliert die Abweichungen in der
Langzeit-Telomererhaltung beim Menschen? Nachdem ge-
netische Einfliisse nachgewiesen wurden, tauchen nun auch
nichtgenetische Faktoren mit signifikantem Einfluss auf den
Erhalt der Telomerlidnge in humanen weiB3en Blutzellen auf.
Insgesamt ergibt sich der Telomerstatus beim Menschen aus
den gemeinsamen Einfliissen vieler genetischer und nichtge-
netischer Faktoren. Zu den nichtgenetischen Einfliissen ge-
horen auch verdnderbare Faktoren, besonders psychologi-
scher Stress (Abbildung9), Verhaltens- und auch Ernih-
rungsgewohnheiten.

Die Hauptbedingungen und Krankheiten oder Krank-
heitsrisiken beim Altern des Menschen wurden inzwischen
mit der Verkiirzung von Blutzell-Telomeren assoziiert (Ab-
bildung 10): In erster Linie sind dies Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen, Krebs, Diabetes und eine Beeintrachtigung der
Funktion des Immunsystems in verschiedenen Formen. Die
Kiirze der Telomere ist dabei nicht spezifisch mit einer dieser
Krankheiten assoziiert. Stattdessen scheint es niitzlicher zu
sein, wenn man diese scheinbar fehlende Spezifitit der
Telomererhaltung als etwas betrachtet, das das Altern
grundlegend widerspiegelt — und vielleicht verursacht. Der
Telomerstatus ist — im Sinne eines ,,biologischen Alters” —
vielleicht ein zuverlédssigeres Maf3 als das chronologische
Alter. AuBlerdem beeinflussen auch die Lebensbedingungen
die Telomererhaltung im Menschen. Vielleicht wird ein

C4 Signalve
i und -wei

Abbildung 9. Einfluss von Stress auf Telomere und die Entstehung von
Krankheiten: Chronischer Stress verkiirzt die Telomere.
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Abbildung 10. Das Telomer als vielseitiger Integrator.

Telomer-Monitoring einmal so selbstverstdndlich wie regel-
mafiges Wiegen als integrativer Gesundheitsindikator. Mit
Sicherheit weiten diese Befunde und Schlussfolgerungen das
Feld der Telomer- und Telomerasebiologie in Bereiche aus,
die weit von dem einzelligen Teichbewohner entfernt sind,
mit dem ich meine Arbeit begann.

Ich bin den vielen Kollegen zu Dank verpflichtet, die mir iiber
die Jahre hin geholfen haben. Ohne sie hiitte ich viel weniger
erreichen konnen.
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