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Einleitung

Der ultraviolette (UV) Teil des Sonnenlichts schadigt die
DNA durch die Umwandlung zweier benachbarter Thymine
in Thymindimere (T <> T), die potentiell mutagen, karzino-
gen oder letal fiir den Organismus sind. Dieser Schaden wird
repariert durch DNA-Photolyasen in E. coli und durch das
Nukleotidexzisionsreparatursystem in E. coli und im Men-
schen. In diesem Aufsatz stelle ich unsere Arbeiten zu den
Photolyasen und zur Nukleotidexzisionsreparatur vor. Ich
werde schildern, wie unsere Arbeit an den DNA-Photolyasen
zur Entdeckung von Cryptochromen gefiihrt hat, die eine
essentielle Rolle spielen als Proteine im zirkadianen Rhyth-
mus (clock proteins) und wie diese Entdeckung die beiden
Forschungsgebiete miteinander verkniipft und den Kreis
schlief3t.

Photolyase

Photolyasen sind photonengetriebene Nanomaschinen,
welche die Photonen des blauen Lichts nutzen, um die Re-
paratur von Thymindimeren durchzufiihren, die in der DNA
durch die Einwirkung von UV-Strahlung entstehen. Photo-
lyasen wurden 1958 von meinem Doktorvater Claud S. (Stan)
Rupert entdeckt (Abbildung 1), und diese Entdeckung mar-
kierte den Anfang des Gebiets der DNA-Reparatur als wis-
senschaftliche Disziplin. Jahrzehnte vor der Entdeckung der
Photolyasen war bereits bekannt, dass UV-Strahlung Bakte-
rien sehr effizient abtotet (Abbildung 1, Diagramm rechts).
1949 hatte Kelner am Cold Spring Harbor Laboratory die
interessante Beobachtung gemacht, dass mittels UV-Licht
abgetotete Bakterien wieder lebendig wurden, wenn man sie
sichtbarem Licht aussetzte.?) Es gab keine Erklirung fiir
dieses Phidnomen, das als Photoreaktivierung bezeichnet
wurde. Rupert analysierte das Phdnomen weiter und de-
monstrierte, dass UV-Licht die Bakterien durch Schédigung
der DNA abtétet und es ein Enzym gibt (Photoreaktivie-
rungsenzym = Photolyase), das blaues Licht als Energie-
quelle nutzt, um diese DNA-Schédden zu reparieren. Blaues
Licht bringt also tote Zellen zuriick ins Leben, und demnach
ist diese ,,Wiederauferstehung“ kein unerklérliches Phéno-
men, fiir das wir eine metaphysische Erkldrung benétigen
wiirden,®* sondern kann mit den Gesetzen der Physik erklért
werden. Der von Dr. Rupert entwickelte Reaktionsmecha-
nismus ist wie folgt:*”! UV-Licht wandelt zwei benachbarte
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Abbildung 1. Photoreaktivierung (DNA-Reparatur) und Photolyasen.
Oben links: Claud S. Rupert und Aziz Sancar bei einer Feierlichkeit an
der University of Texas in Dallas 2009. Oben rechts: Photoreaktivie-
rung in E. coli. Ein E. coli-Stamm mit einer defekten Nukleotidexzisi-
ons- und Rekombinationsreparatur, der ein kloniertes Photolyase-Gen
tragt, wurde mit der angegebenen UV-Dosis bestrahlt. Die Bakterien
wurde entweder direkt (gefiillte Kreise) oder nach Belichtung mit
einem Kamerablitz von 1 ms Dauer ausplattiert (offene Kreise). Aus
Lit. [9]. Unten: Allgemeines Modell der Photolyaseaktivitit basierend
auf den bahnbrechenden Arbeiten von Rupert: UV-Licht induziert die
Bildung eines Cyclobutan-Thymin-Dimers (T < >T). Das Enzym Photo-
lyase bindet an das Dimer, absorbiert ein Photon im blauen Wellenlin-
genbereich und verwandelt das Dimer zurtick in zwei kanonische Thy-
mine.

Pyrimidine, inklusive Thymine, in ein Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimer (CPD) um, und das als Photolyase bezeichnete Enzym
nutzt die Energie des blauen Lichts, um die zwei unnormalen
Bindungen zwischen den Thyminen zu spalten, wodurch das
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Thymindimer in zwei normale Thymine zuriickverwandelt
wird (Abbildung 1, Reaktion unten). Photolyase repariert
also DNA und beseitigt die gefahrlichen Effekte der UV-
Strahlung. Das war zunichst eine zufriedenstellende Erkla-
rung des Photoreaktivierungsphdnomens, warf aber eine
physikalische Frage auf: Photolyase ist ein Protein, und Pro-
teine absorbieren kein blaues Licht. In den folgenden zwei
Jahrzehnten versuchten Rupert und viele andere Forscher,
die Identitét der blaues Licht absorbierenden Komponente in
den Photolyasen zu identifizieren. Die Suche blieb erfolglos,
zumal Rupert ermittelt hatte, dass eine E. coli-Zelle nicht
mehr als 10 bis 20 Photolyasemolekiile enthalten sollte, was
bedeutete, dass es mit den damaligen Methoden voéllig un-
moglich war, das Protein aufzureinigen und zu charakteri-
sieren.

Als ich 1974 Mitarbeiter im Labor von Dr. Rupert wurde,
war das Klonieren von Genen gerade an der Stanford Uni-
versity entwickelt worden. Als junger Absolvent dachte ich
damals, ich konnte alles erreichen, was ich mir vorgestellt
hatte, und deshalb schlug ich Dr. Rupert vor, das Photolyase-
Gen zu klonieren, das Enzym zu {iberexprimieren und es
aufzureinigen. Er sagte ,Leg los!“ Nach vielen Monaten
Arbeit gelang es mir dann, das Gen erfolgreich zu klonie-
ren.®” Ein elektronenmikroskopisches Bild des Plasmids,
welches das Photolyase-Gen enthilt, ist in Abbildung 2 links

Elektronenmikrograph des
Phr enthaltenden Plasmids
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Abbildung 2. Klonierung und Aufreinigung der Photolyase. Links: Elek-
tronenmikrograph des Plasmids, welches das Photolyase-Gen (Phr)
enthilt. Aus Lit. [8]. Mitte: Aufreinigung der Photolyase aus einem das
Protein tiberexprimierenden E. coli-Stamm. Aus Lit. [10,11]. Rechts:
Die aufgereinigte Photolyase hat eine blaue Farbe aufgrund des Flavin-
kofaktors des Enzyms. Je nach Konzentration des Proteins schwankt
die Farbe der Lésung zwischen Himmelblau und Dunkelblau.

gezeigt. In den nachfolgenden Jahren an der University of
North Carolina verwendeten meine Kollegen und ich das
geklonte Gen, um das Enzym in Gramm-Mengen herzustel-
len (Abbildung 2, Mitte),""? und beim Aufreinigen fanden
wir, dass es eine intensive blaue Farbe hatte (Abbildung 2,
rechts).””) Ohne jede weitere chemische Analyse lieferte
diese Beobachtung bereits die Antwort auf die physikalische
Frage: Das Protein hat eine blaue Farbe, und das bedeutet,
dass es Licht absorbieren kann. Wir versuchten, die lichtab-
sorbierende Komponente des Enzyms mithilfe chemischer
Analysemethoden zu identifizieren. Zu unserer Uberra-
schung fanden wir, dass das Protein nicht nur einen, sondern
zwei blaues Licht absorbierende Kofaktoren enthielt, nimlich
ein Methenyltetrahydrofolat (Folat) und reduziertes depro-
toniertes Flavinadenindinukleotid (FADH™).'** Dariiber
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hinaus fanden wir, dass das Enzym je nach Redoxzustand des
Flavinkofaktors ganz unterschiedliche Farben annehmen
konnte, von Violett bis Orange (Abbildung 3).?"! Als nichstes
bestimmten wir die Funktion der beiden Kofaktoren mithilfe
photochemischer Experimente. Wir fanden, dass das Folat

FAD Folat

(Solarzelle)

Abbildung 3. Die Chromophore der Photolyase. Photolyase aus E. coli
tragt zwei Chromophore, namlich reduziertes Flavinadenindinukleotid
(FADH™) und Methenyltetrahydrofolat (Folat). Das Folat fungiert als
Solarzelle (oder Photoantenne), das Flavin ist der katalytische Kofak-
tor. Beim Aufreinigen des Proteins dndert sich der Oxidationszustand
des Flavins, das infolgedessen Farben von Violett bis Orange anneh-
men kann. Die Abbildung zeigt die vier Redoxzustande von Flavin und
die dazugehdrigen Absorptionsspektren, tberlagert mit der Kristall-
struktur des aktiven Zentrums des Enzyms. Bild mit freundlicher Ge-
nehmigung von Dongping Zhong.”

wie eine Solarzelle wirkt, indem es Licht absorbiert und die
Anregungsenergie auf das FADH™ iibertrigt.>""* Das
Flavin ist der eigentliche Katalysator. Nach Anregung durch
den Energietransfer vom Folat (und, weniger effizient, auch
durch direkte Lichtabsorption) bewerkstelligt es die Repa-
ratur des CPD-Schadens in einem radikalischen Mechanis-
mus basierend auf einer zyklischen Redoxreaktion.**? Wir
begannen eine Zusammenarbeit mit Johann Deisenhofer, um
die strukturellen Voraussetzungen fiir den vorgeschlagenen
Reparaturmechanismus aufzukldren und die Photolyase zu
kristallisieren. Wir erhielten eine 3D-Struktur des Enzyms,*”
die in Abbildung 4 als Banderdiagramm und Oberfldchenla-
dungsmodell dargestellt ist. Wie die biochemischen Experi-
mente vorausgesagt hatten, wirkt das Folat wie eine Solar-
zelle: Es sitzt auf dem ,,Dach“ des Enzyms, absorbiert dort
Licht und iibertragt die Lichtenergie auf den Flavinkofaktor,
der sich im Inneren des Enzyms befindet, um dort die kata-
lytische Reaktion auszufiihren. Mit den gewonnenen Struk-
turdetails wurde dann der Mechanismus der Photolyase ent-
wickelt (Abbildung 5):®!! Die Photolyase bindet DNA, wenn
diese einen CPD-Schaden enthilt, weil das T < > T-Dimer das
Riickgrat der DNA deformiert. Nach der Bindung an die
geschidigte DNA iiber ionische Interaktionen zwischen der
positiv geladenen Furche der Photolyase und dem negativ
geladenen Phosphordiester-Riickgrat der DNA zieht das
Enzym das T < > T-Dimer aus der Helix heraus in das Innere
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Abbildung 4. Kristallstruktur der Photolyase aus E. coli. Links: Bander-
modell. Rechts: Darstellung der Oberflichenladung. Positiv und nega-
tiv geladene Reste sind blau bzw. rot dargestellt. Das Phosphodiester-
Riickgrat des geschidigten DNA-Strangs bindet an die positiv gelade-
ne, schriglaufende Furche an der Oberfliche des Enzyms. Der gestri-
chelte Kasten markiert die Offnung, in der sich der katalytische Kofak-
tor FADH™ befindet. Aus Lit. [30].
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(300-500 nm)
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Abbildung 5. Reaktionsmechanismus der Photolyase. Das Enzym
bildet ionische Wechselwirkungen mit den Phosphatresten des geschi-
digten DNA-Strangs aus und dreht das Thymindimer-Dinukleotid
heraus in den Hohlraum des aktiven Zentrums, sodass das T< >T-
Dimer in Van-der-Waals Kontakt zum FADH™ kommt. Die katalytische
Reaktion wird durch die Absorption eine Photons (300-500 nm) durch
das Folat (MTHF) ausgelést. MTHF befindet sich im angeregten Sin-
gulett-Zustand und tibertrigt die Anregungsenergie auf das FADH™
durch einen Forster-Resonanzenergietransfer (FRET). Das nun im an-
geregten Zustand befindliche FADH ™ spaltet den Cyclobutan-Ring in
einer zyklischen Redoxreaktion und wandelt das T < >T-Dimer in ein
T-T-Basenpaar um, wonach das Enzym von der reparierten DNA dis-
soziiert. Die VergréRerung zeigt die Abstinde zwischen den einge-
zeichneten Atomen von FADH™ und dem Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer
(CPD). Bild mit freundlicher Genehmigung von Dongping Zhong.?**!

des Enzyms, sodass das T<>T-Dimer in Van-der-Waals-
Kontakt zum FADH™ kommt. Es bildet sich ein stabiler
Komplex, und nichts passiert bis das Folat ein Photon absor-
biert und dessen Anregungsenergie auf den Flavinkofaktor
tibertrdgt. Das im angeregten Zustand befindliche Flavin,
FADH ", repariert das T<>T-Dimer in einer zyklischen
Redoxreaktion, wonach das Enzym von der DNA dissoziiert,
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um seine Suche nach anderen DNA-Schidden fortzusetzen
und eine erneute Reparaturreaktion einzuleiten.

In den letzten Jahren haben wir intensiv mit Dongping
Zhong an der Ohio State University zusammengearbeitet, um
die mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten der DNA-
Reparatur durch die Photolyase zu bestimmen. Wir be-
stimmten die Geschwindigkeit des Energietransfers, des
Elektronentransfers, der Bindungsspaltung, der Bindungs-
bildung und des Elektronenriicktransfers in Echtzeit mit Pi-
kosekunden-Auflosung (Abbildung 6).7** Der gesamte ka-
talytische Zyklus ist in 1.2 ns abgeschlossen, und das Enzym
repariert ein T <> T-Dimer mit einer Quantenausbeute von
0.9.%%313 Die Photolyasen gehoren heute mit zu den am
besten verstandenen Enzyme.

Forwarg ET

250 ps

(o]
R ©

g
6

l;l [}

& O™N

5 g / Photolyase\\ FADH
S /S MTHFSY . N
ﬂ zle S !
g b FADH ‘;&n )
1 7 1
s /
\ . 2
FADH" \\\ A CPD P
0 R e i
H € BackET 2.4ms SRRS
il
O N O,
} \
& ;

Abbildung 6. Die mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten der
Photolyase wurden durch ultraschnelle zeitaufgeléste Absorptions- und
Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Die Bindungsspaltung des Cyclo-
butanrRings ist ein konzertierter asynchroner Mechanismus, der die
Spaltung der C5-C5-Bindung in weniger als 10 ps mit der Spaltung der
C6-C6-Bindung in 90 ps koppelt. Die gesamte photochemische Reakti-
on ist in 1.2 ns abgeschlossen, mit einer gesamten Quantenausbeute
von ca. 0.9. Der innere Kreis zeigt die jeweilige Lage der Photoantenne
(MTHF), des Katalysators (FADH™) und des Thymindimer-Substrats
(CPD). Bild mit freundlicher Genehmigung von Dongping Zhong !

Nukleotidexzisionsreparatur
Exzisionsreparatur in E. coli

Die Arbeiten an den Photolyasen fiihrten zur Entdeckung
eines anderen grolen DNA-Reparaturmechanismus, der in
nahezu allen zelluldren Organismen vorkommt, ndmlich der
Nukleotidexzisionsreparatur (Exzisionsreparatur). In frithen
Arbeiten zur DNA-Photolyase wurden E. coli-Zellen in
Suspension in einem Puffer mit UV-Licht bestrahlt. Die eine
Hilfte wurde danach mit blauem Licht bestrahlt, die andere
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im Dunkeln gehalten. Es wurde gefunden, dass die mit UV-
Licht induzierten T <> T-Dimere aus dem Genom der dem
blauen Licht exponierten Zellen verschwunden waren. Im
Genom der unbelichteten Kontrollzellen waren die T <> T-
Dimere hingegen nicht beseitigt. Wurden die gleichen Ex-
perimente in einem Puffer durchgefiihrt, der Glukose als
Energiequelle enthielt, fithrte die Inkubation der UV-be-
strahlten E. coli-Zellen sowohl in der Dunkelheit als auch
unter Licht zu einem Verschwinden der T <> T-Dimere im
Genom.*™%” Dennoch gab es einen fundamentalen Unter-
schied zwischen den beiden Zelltypen: In den lichtexponier-
ten Zellen verschwanden die T <>T-Dimere komplett, so
wie erwartet. In den unbelichteten Zellen verschwanden die
T <> T-Dimere zwar aus dem Genom, aber sie akkumulier-
ten quantitativ im Zytosol.”** Dieses Resultat, das 1964
durch Paul Howard-Flanders®! an der Yale University und
Richard Setlow®”! am Oak Ridge National Laboratory er-
halten wurde, fiihrte zum Konzept der Nukleotidexzisions-
reparatur. Weiterfithrende Studien verschiedener For-
schungsgruppen fiithrten zu den in Abbildung 7 dargestellten

¢ Thymin-Dimere werden aus den
Genomen von E. coli und des
Menschen entfernt.

o

3 « Ausgeschnittene Thymin-Dimere
5 liegen als Oligonukleotide von
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ol
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verbleiben in der Zelle.

Abbildung 7. Von 1964-1982 giltiges ,Cut-and-Patch“-Modell fiir die
Nukleotidexzisionsreparatur in E. coli und im Menschen unter Beteili-
gung von Endonukleasen/Exonukleasen mit gekoppelter Reparatur-
synthese.

Uberlegungen: T < >T-Dimere werden sowohl in E. coli-
Zellen als auch in humanen Zellen aus dem Genom beseitigt
(herausgeschnitten),* *! und zwar in Form eines 4 bis 6 Nu-
kleotide langen Oligomers.**4~2 Sje bleiben aber in der
Zelle und werden nicht exportiert. Die Exzisionsreparatur
wird genetisch kontrolliert durch die uvr-Gene in E. coli*’
und die XP-Gene im Menschen.”**] Nach dem Ausschneiden
wird die Reparaturliicke aufgefiillt und anschlieBend li-
giert.”*! Von 1964-1982 war das allgemeine Modell fiir die
Nukleotidexzisionsreparatur der ,,Cut-and-Patch“-Mecha-
nismus,*”! wonach eine Endonuklease, die durch Uvr-Protei-
ne in E. coli und XP-Proteine im Menschen kontrolliert wird,
in 5-Richtung zum T <> T-Dimer einschneidet. Anschlie-
Bend wird das T <> T-Dimer durch eine Exonuklease ent-
fernt; diese Reaktion ist an die Reparatursynthese gekoppelt,
welche die FEinzelstrangliicke auffiillt. Abgeschlossen wird
der Reparaturprozess durch Ligation der Reparaturstelle.
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1977 schloss ich mich der Arbeitsgruppe von Dean Rupp
an der Yale University an, um am Mechanismus der Nukle-
otidexzisionsreparatur in E. coli zu forschen. Ich erfand die
Maxicell-Methode, mit der plasmidkodierte Proteine spezi-
fisch radioaktiv markiert werden konnen.[*! Dies erlaubte es
mir, die drei an der Exzisionsreparatur beteiligten Gene zu
identifizieren und zu klonieren: uvrA, uvrB und uvrC.1*-5!
Uber die spezifische Funktion dieser Gene war zu dieser Zeit
nichts bekannt. Ich fand heraus, dass die drei Gene fiir
100 kDA, 85kDa und 66 kDa groe Proteine kodierten
(Abbildung 8). Mithilfe der Maxicell-Methode gelang es mir,
die drei Proteine in Milligramm-Mengen aufzureinigen (Ab-
bildung 9), und so konnte ich ihren Einfluss auf die Reparatur
UV-geschidigter DNA detailliert studieren. Ich fand heraus,
dass die UvrA,B,C-Proteine DNA basierend auf einem Me-
chanismus reparieren, der sich von dem klassischen Endo-
nuklease/Exonuklease-Modell (,,Cut-and-Patch®) stark un-
terscheidet: Die drei Proteine arbeiten zusammen und fithren
einen konzertierten doppelten Einschnitt in préziser Distanz
zum Photoprodukt aus.”” Der Einschnitt erfolgt vom Scha-
den aus sieben Nukleotide in 5'-Richtung und drei Nukleotide

Abbildung 8. |dentifizierung der Uvr-Proteine aus E. coli. Bei der Ma-
xicell-Methode wird eine recA"uvrA--Mutante, die das Plasmid mit
dem zu untersuchenden Gen enthilt, mit einer gemiRigten UV-Dosis
bestrahlt. Das UV-Licht trifft die chromosomale DNA an mehreren
Stellen, die viel kleineren Plasmide (typischerweise 500- bis 1000-mal
kleiner) werden nicht getroffen. Dies fithrt zu einem Totalabbau der
chromosomalen DNA in 6-12 Stunden und hinterldsst Zellen (Maxi-
zellen), die nur Plasmid-DNA enthalten. Nun werden durch die
Zugabe von radioaktiv markiertem *S-Methionin zum Medium nur die
plasmidkodierten Proteine markiert, die anschlieRend durch Autoradio-
graphie detektiert werden kénnen. Gezeigt ist ein Autoradiogramm der
drei in Maxizellen von E. coli exprimierten Proteine UvrA, UvrB und
UvrC. Die niedermolekularen Banden sind Proteine, die von den Anti-
biotikaresistenzgenen Tetracyclin und Ampicillin kodiert werden. Aus
Lit. [48-51].
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Abbildung 9. Aufreinigung der UvrA-, UvrB- und UvrC-Proteine. Die
Proteine wurden aus Maxizellen aufgereingt, welche die jeweiligen Pro-
teine exprimieren. Die Aufreinigung wurde radiochemisch verfolgt. Die
aufgereinigten Endprodukte wurden mit SDS-PAGE analysiert und mit
Coomassie Blue angefirbt. Die letzte Spur zeigt den molekularen Gré-
Renmarker. Aus Lit. [52].

in 3'-Richtung, sodass insgesamt ein dodekamerer (12-merer)
DNA-Einzelstrang herausgeschnitten wird, der das T<>T-
Photoprodukt enthélt. Das herausgeschnittene Oligonukle-
otid wird dann vom Doppelstrang entfernt, und die resultie-
rende Liicke wird aufgefiillt und ligiert (Abbildung 10).
Spiter, an der University of North Carolina, untersuchten wir
die Funktion dieser drei Proteine in der Reparaturreaktion
genauer. Wir fanden, dass UvrA und UvrB ATPasen sind,
UvrC ist eine Nuklease. Wir fiihrten detaillierte biochemische
Studien durch, um den Reaktionsmechanismus zu entschliis-
seln, der in Abbildung 11 dargestellt ist:***! UvrA erkennt
den Schaden und rekrutiert UvrB an die Schadenstelle. Dies
fiihrt zur Bildung eines stabilen UvrB-DNA-Komplexes in
einer ATP-abhingigen Reaktion. UvrA dissoziiert dann vom

: T<>T s
5,h‘HHHHHHHmm:HH&HHHH:Hi3,
3 5
3"-Inzision
Exzision
T<>T
T<>T
1 i
5'-Inzision 5’\.'\“'1;'.1 12-ni]er'“m'x“!ulm\3’
3:1! |!H|H||\|H‘1V:nlﬂ!‘lnll\llu'n\l5:
Resynthese
g,5:'H:1#;HH:H:;::H:H:HH'H:?HHEHg,

Abbildung 10. Exzision durch duale Inzision in E. coli. Die Proteine
UvrA -+ UvrB + UvrC schneiden in Gegenwart von ATP -+ Mg?" sieben
Nukleotide 5’ und drei bis vier Nukleotide 3" zum Thymindimer

(T< >T), wie im 3D-Modell (links) und in der Darstellung als Linien-
diagramm (rechts) gezeigt. Die 12 bis 13 Nukleotide lange Liicke wird
durch die Polymerase aufgefiillt und ligiert. Aus Lit. [82].
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Abbildung 11. Der Reaktionsmechanismus der Exzisionsreparatur in E.
coli. Der Schaden wird vom (UvrA),-Homodimer erkannt, das als mole-
kularer Verkuppler fungiert und UvrB an die Schadenstelle rekrutiert.
Eine ATP-abhingige Reaktion férdert anschlieRend die Bildung eines
sehr stabilen UvrB-DNA-Komplexes. Dieser Komplex rekrutiert UvrC,
das 5 und 3’ zum Schaden einschneidet, da die Nukleasen des aktiven
Zentrums innerhalb der N-terminalen und C-terminalen Halften des
Proteins liegen. UvrC und das ausgeschnittene Dodekamer (12-mer)
werden dann durch die UvrD-Helikase verdringt. Die DNA-Polymera-
se | verdriangt UvrB und fiillt die Liicke auf. Das Reparaturstiick wird
schliefRlich durch die DNA-Ligase verschlossen. Aus Lit. [65].

Komplex, und UvrB rekrutiert UvrC zur Schadenstelle. UvrC
hat zwei katalytische Nukleasestellen, die den 5- und 3'-
Einschnitt in einer abgestimmten Reaktion durchfiihren./*™!
UvrC und das herausgeschnittene Oligomer diffundieren nun
vom Doppelstrang weg, was durch die UvrD-Helikase ein-
geleitet wird.! Zum Schluss verdringt die DNA-Polymera-
se I UvrB und fiillt die Liicke auf. Das Reparaturstiick wird
durch die DNA-Ligase verschlossen.”)

Transkriptionsgekoppelte Reparatur

Wihrend wir den Reaktionsmechanismus der Exzisions-
nuklease (Excinuklease) aus E. coli charakterisierten, be-
richtete Philip Hanawalt von der Stanford University, dass
Transkription die Reparatur in vivo stark stimuliert, und zwar
sowohl in Siugerzellen als auch in E. coli.”'"™! Er postulierte,
dass dies auf den Umstand zuriickzufiihren ist, dass die RNA-
Polymerase die Schadenerkennung beschleunigt, welche der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Nukleotidexzi-
sionsreparatur ist. Wir begannen daraufhin mit der Untersu-
chung des Mechanismus der transkriptionsgekoppelten Re-
paratur in E. coli in einem definierten System. Hierzu ver-
wendeten wir ein geschéadigtes DNA-Substrat, aufgereinigte
RNA-Polymerase und die UvrA,B,C-Proteine. Wir fanden
heraus, dass ein DNA-Schaden das Voranschreiten der RNA-
Polymerase blockiert — so wie es vorausgesagt war — und zur
Bildung eines sehr stabilen RNA-Polymerase-Elongations-
komplexes an der DNA-Schadenstelle fiihrt. Entgegen der
Erwartung, dass dieser eingefrorene Komplex die Reparatur
beschleunigt, weil er ein groBes Ziel fiir Reparaturenzyme
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darstellt, fanden wir jedoch, dass die blockierte RNA-Poly-
merase die Reparatur nicht stimulierte, sondern hemmte —
vermutlich, weil der Komplex verhindert, dass die Proteine
UvrA, B und C an die Schadenstelle binden kénnen.™ Wir
schlossen daraus, dass es einen weiteren unbekannten Faktor
geben miisste, der zwei Funktionen ausfiihrt. Der Faktor
sollte erstens die DNA-Blockade beseitigen, die durch die
stehengebliebene RNA-Polymerase aufgebaut wird, und
zweitens die Proteine UvrA, B und C an die Schadenstelle
rekrutieren, um so die Reparatur zu beschleunigen. Wir
entwickelten einen biochemischen In-vitro-Assay, um diesen
Kopplungsfaktor aufreinigen zu kénnen. Es gelang uns, ein
Protein von 130 kDa aufzureinigen, das in der Tat beide
Funktionen ausfiihrte.” ™ Wir nannten dieses Protein Tran-
skriptions-Reparatur-Kopplungsfaktor (TRCF). Mit einem
definierten System gelang es uns dann, den Reaktionsme-
chanismus der transkriptionsgekoppelten Reparaturreaktion
in E. coli aufzukldren (Abbildung 12): TRCF ist eine Trans-
lokase, die stehengebliebene RNA-Polymerasen erkennt und
von der geschédigten Stelle verdrdngt, wihrend sie gleich-
zeitig das Protein UvrA rekrutiert, um die Reparaturreaktion
beschleunigt. Wir konnten auch zeigen, dass TRCF vom mfd-
Gen (mfd = ,,mutation frequency decline*) kodiert wird, das
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urspriinglich 1966 von Evelyn M. Witkin als ein bestimmte
Arten von UV-induzierter Mutagenese verhinderndes Gen
beschrieben wurde. Die Entdeckung der Agquivalenz von
TRCF und Mfd ist die mechanistische Erkldrung fiir den
mfd~-Phinotyp, der zuvor 25 Jahre lang unerklirlich war ¥

Exzisionsreparatur im Menschen

Nachdem wir den Exzisionsreparaturmechanismus in
E. coli 1987 weitgehend beschrieben hatten, begannen wir mit
Arbeiten an der humanen Exzisionsreparatur. Zu dieser Zeit
wurde angenommen, dass die humane Exzisionsreparatur
durch einen 5'-Endonuklease/Exonuklease-Mechanismus
(,,Cut-and-Patch*) bewerkstelligt wird, so wie es im klassi-
schen E. coli-Modell beschrieben wurde (Abbildung 7).*"! Es
war James Cleaver von der University of California in San
Francisco, der 1968 beobachtete, dass Patienten mit der ver-
erbbaren Krankheit Xeroderma Pigmentosum (XP) eine de-
fekte Exzisionsreparatur aufweisen.! Diese Patienten sind
sehr empfindlich gegen Sonnenlicht und haben eine etwa
5000-fache Wahrscheinlichkeit, an durch Sonnenlicht indu-
ziertem Hautkrebs zu erkranken (Abbildung 13). Die gene-

.

T -- Wy W - e S - . — |16
T<>T
a — 45 UvrD Helicase
5’ Incision 3’ Incision
- — 29

Abbildung 12. Der molekulare Mechanismus der transkriptionsgekoppelten Reparaturreaktion in E. coli. Die RNA-Polymerase stoppt, sobald sie
auf das T < >T-Dimer im transkribierten DNA-Strang stoft. Der Ternarkomplex (DNA -+ RNA-Polymerase + RNA) ist Giber Stunden stabil. Das
T< >T-Dimer innerhalb des Komplexes ist nicht zuginglich fiir UvrA, was dazu fiihrt, dass die Reparatur gehemmt wird. Der Transkriptions-

Reparatur-Kopplungsfaktor (TRCF; auch bekannt unter dem Namen Mfd) ist eine Translokase (aber keine Helikase) mit hoher Sequenzihnlichkeit
zu UvrB und Affinitat zur RNA-Polymerase. Mfd (TRCF) erkennt den blockierten Komplex und benutzt seine Translokaseaktivitat, um die RNA-
Polymerase mit der abgebrochenen RNA zu verdriangen. Wegen der Ahnlichkeit zu UvrB rekrutiert Mfd zeitgleich UvrA, was wiederum die Bildung
eines transienten Mfd-UvrA-UvrB-DNA-Komplexes an der geschidigten Stelle férdert und die schnelle Bildung eines UvrB-DNA-Priinzisionskom-
plexes erleichtert, gefolgt von der Rekrutierung von UvrC und der dualen Inzision. In der Bildmitte ist die Aufreinigung von Mfd (TRCF) aus Mfd-
Uberexprimierenden Zellen dargestellt (SDS-PAGE und Anfarbung mit Coomassie Blue). Aus Lit. [77].
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Abbildung 13. Patient mit Xeroderma Pigmentosum. Patienten, die
keine XP-Reparaturproteine (XPA-XPG) besitzen, sind duferst emp-
findlich gegen Sonnenlicht und sogar WeiRlicht aus elektrischen Licht-
quellen. XP-Patienten haben eine mehrere tausendfach héhere Wahr-
scheinlichkeit an Hautkrebs zu erkranken. Aus: ). Halpern et al., Cases
J- 2008, 1, 254.

tische Analyse von XP-Patienten ergab, dass sieben Gene
(bezeichnet als XPA bis XPG) fir die Beseitigung UV-in-
duzierter Photoprodukte verantwortlich sind.*! Basierend
auf unseren Kenntnissen der Exzisionsreparatur in E. coli
begannen wir, die humane Exzisionsreparatur zu charakteri-
sieren.®™! Von Anfang an fanden wir, dass ebenso wie in E.
coli die Exzisionsreparatur im Menschen auf einer dualen
Inzision basiert und nicht dem konventionellen Modell
folgt.***" Bis auf diese Tatsache stellte sich heraus, dass sich
der humane Exzisionsreparaturmechanismus stark vom F.
coli-System unterscheidet.”'*! Zunichst einmal sind im
Menschen nicht nur drei Proteine (UvrA, B, C), sondern 16
Proteine in sechs Reparaturfaktoren notwendig,”*” um die
duale Inzision auszufiihren (Abbildung 14). Weiter stellte sich
heraus, dass die humanen Proteine mit den Exzisionsrepara-
turproteinen in FE. coli nicht evolutiondr verwandt sind.
Obwohl in beiden Spezies das Prinzip der dualen Inzision
realisiert ist, unterscheiden sich die Mechanismen stark.
Wihrend in E. coli die 5'-Inzision sieben Nukleotide und die
3'-Inzision drei Nukleotide vom Schaden erfolgt, wird bei der
humanen Exzisionsreparatur 20-22 Nukleotide zum 5’-Ende
und fiinf Nukleotide zum 3'-Ende relativ zum Schaden ge-
schnitten. Insgesamt wird ein Oligomer von 27-30 Basen
Linge herausgeschnitten.* Das unterscheidet sich stark von
dem aus 12-13 Basen bestehenden Oligomer bei E. coli
(Abbildung 15). Auch der Mechanismus der Schadenerken-
nung und -prozessierung ist sehr verschieden: Wihrend in E.
coli die Schadenerkennung durch UvrA erfolgt, wird beim
Menschen der Schaden durch die Proteine RPA, XPA und
XPC erkannt, mit nachfolgender Rekrutierung von TFIIH.
Letzteres enthélt die Helikasen XPB und XPD, welche die
DNA entwinden und die Nukleasen XPG und XPF fiir die
nachfolgenden 3'- und 5'-Inzisionen rekrutieren. Der dualen
Inzision folgt die Freisetzung des 30 Nukleotide langen aus-
geschnittenen Oligomers, das Auffiillen der Einzelstranglii-
cke und die Ligation durch die DNA-Polymerase und Ligase,
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Abbildung 14. Exzisionsreparaturfaktoren im Menschen. Sechs Repara-
turfaktoren bestehend aus insgesamt 16 Proteinen werden fiir die
duale Inzision im Menschen benétigt. Zu beachten ist, dass der Faktor
RPA auch in der Replikation und Rekombination eine Rolle spielt.
TFIIH besteht aus acht weiteren Untereinheiten zusitzlich zu den XPB-
und XPD-Helikasen und ist ein allgemeiner Transkriptionsfaktor fiir die
Initiation der Transkription durch die RNA-Polymerase II. Die humanen
Exzisionsreparaturproteine sind nicht evolutiondr verwandt mit den
prokaryotischen Proteinen. Gezeigt sind die mit SDS-PAGE aufgetrenn-
ten und mit Silber angefirbten Reparaturfaktoren. Aus Lit. [93,97].
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Abbildung 15. Exzision durch duale Inzision im Menschen. Im Men-
schen werden Thymindimere (T < >T) und andere sperrige Basen-
addukte durch die duale Inzision entfernt. Die Einschnitte befinden
sich 20+ 5 Phosphodiesterbindungen zum 5-Ende und 6 £+ 3 Phospho-
diesterbindungen zum 3’-Ende vom DNA-Schaden entfernt, was zu
einem 24-32 nt langen Oligonukleotid fiihrt (symbolisch als 30-mer
bezeichnet). Links: Stellen fiir die duale Inzision in einem 3D-Modell
der DNA. Rechts: Schema der humanen dualen Inzision gefolgt von
der Reparatursynthese und Ligation. Aus Lit. [82, 86].

die also ein 30 Nukleotide langes Reparaturoligonukleotid
erzeugen.'””! Abbildung 16 fasst unser derzeitiges Modell des
Mechanismus der humanen Nukleotidexzisionsreparatur zu-
sammen. In jlingster Zeit fithrten uns diese Arbeiten zu Stu-
dien anderer zellularer Antworten auf DNA-Schiaden, ein-
schlieBlich Schaden-Checkpoints.!*"13!

Die Exzisionsreparaturkarte des Humangenoms in
Einzelnukleotidauflésung

Unsere Entdeckung der Exzision eines 30-meren Oligo-
nukleotids durch die humane Nukleotidexzisionsreparatur in
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Abbildung 16. Reaktionsmechanismus des humanen Exzisions-
nukleasesystems. Der Schaden wird durch kooperative Wechselwirkun-
gen der Proteine RPA, XPA und XPC erkannt, anschlieRend erfolgt die
Rekrutierung von TFIIH. Die Helikase-Aktivitat des TFIIH tragt durch
kinetisches Korrekturlesen zum gréften Teil zur Spezifitit bei und
fiihrt zur Bildung eines stabilen Komplexes, aus dem XPC ausgestofien
wird. Zu beachten ist, dass XPC eine dhnliche Rolle wie UvrA in E. coli
spielt, da beide eine wichtige Funktion in der Schadenerkennung
haben. XPC verlisst den Komplex, damit weitere Schritte stattfinden
kénnen (molekularer Kuppler). Gleichzeitig mit der Dissoziation von
XPC werden die XPG- und XPF-Nukleasen rekrutiert, um die 3’- und 5'-
Einschnitte in einer konzertierten Reaktion durchzufithren. Das ausge-
schnittene ,,30-mer wird als Komplex mit TFIIH freigesetzt. Die Ein-
zelstrangliicke wird durch die DNA-Polymerase mit einem 30 nt langen
Reparaturoligonukleotid aufgefiillt und ligiert. Aus Lit. [116].

G

Zellextrakten und mit rekonstituierten Enzymsystemen
wurde durch andere Gruppen bestitigt. Jedoch widerspra-
chen diese Beobachtungen verschiedenen Berichten, wonach
die herausgeschnittenen T < > T-Dimere in Form eines DNA-
Oligomers mit einer Linge von nur 4 bis 6 Nukleotiden in
humanen Zellen vorligen.***? Diese Diskrepanz zwischen
den In-vivo- und In-vitro-Daten blieb iiber zwei Jahrzehnte
ungekléart. Die Losung des Problems brachten In-vitro-Stu-
dien zum Schicksal des ausgeschnittenen 30-mers mithilfe
zellfreier Extrakte und einer rekonstituierten Reparatur-
reaktion. Wir fanden, dass sich das herausgeschnittene 30-
mer, das vom Doppelstrang freigesetzt wird, in vitro in einem
festen Komplex mit TFIIH befindet,"*"'* und wir vermute-
ten, dass dies auch in vivo der Fall sein miisste. Um diese
Hypothese zu untersuchen, bestrahlten wir humane Zellen,
und nach einer Inkubationsphase von 1-6 Stunden, in der
Reparatur stattfinden konnte, lysierten wir die Zellen, im-
munprézipitierten TFIIH und analysierten das mit TFIITH
assoziierte DNA-Fragment. Wir fanden, dass die in vivo ge-
nerierten Exzisionsprodukte tatsdchlich 30 Nukleotide lang
waren, entsprechend dem Oligomer aus der In-vitro-Reakti-
on.'* 1 Nach einer lingeren Inkubationsphase wird das
urspriingliche Exzisionsprodukt zu kiirzeren, < 10 nt langen
Fragmenten abgebaut. Das erklirt die fritheren In-vivo-Stu-
dien, in denen herausgeschnittene Oligonukleotide tiblicher-
weise 24 Stunden nach Bestrahlung der Zellen isoliert
wurden.
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Die Isolierung des urspriingliche Exzisionsprodukts 16ste
nicht nur die scheinbare Diskrepanz zwischen den In-vitro-
und In-vivo-Exzisionsreaktionen auf, sondern ermdoglichte
uns auch, eine Reparaturkarte fiir das gesamte Humangenom
zu erstellen (Abbildung 17).**) Nach Belichtung von Zellen
mit UV-Licht und Inkubation dieser Zellen fiir eine gewisse
Zeit, um Reparatur zu ermoglichen, lysierten wir die Zellen
und immunprazipitierten TFIIH, um die damit assoziierten
herausgeschnittenen Oligomere zu isolieren. Die herausge-
schnittenen Oligomere wurden dann mithilfe modernster
Sequenziertechniken der ndchsten Generation (NGS) se-
quenziert. In einem typischen Experiment erhielten wir 15-20
Millionen Reads, die mit dem Humangenom abgeglichen
wurden, um die Lage aller herausgeschnittenen Oligomere zu
ermitteln und die Reparaturkarte zu erstellen. Abbildung 18
zeigt die Reparaturkarte der 22 somatischen und zwei Ge-
schlechterchromosomen fiir ein ménnliches Individuum. Die
schwarzen Spuren reprisentieren Transkription, die griinen
Spuren reprisentieren die Reparaturstellen der beiden Pho-
toprodukte fiir die beiden Strédnge iiber das gesamte Genom.
Die Abbildung ist eine Momentaufnahme der Reparatur-
karte fiir ein gesamtes Genom. Allerdings geben diese Daten
kaum Informationen iiber die bestimmenden Faktoren des
Reparaturmodus und der Reparaturrate an einem bestimm-
ten Genlocus preis. Konzentriert man sich auf ein spezifisches
Chromosom in unterschiedlichen Auflosungen, wird deutli-
cher, welcher Art die in dieser Karte vorhandenen Informa-
tionen sind. Abbildung 19 zeigt die Reparaturkarte des
Chromosoms 17. Dieses Chromosom ist 83 Megabasen lang
und enthélt das p53-Gen, welches in etwa 50 % aller humanen
Krebse mutiert ist. Die Karte zeigt die Transkripte entlang
des gesamten Genoms in beiden Strdngen als schwarze
Spuren und die Exzisionsreparatur (XR-seq) fiir beide
Stridnge als blaue Spuren. Die Reparaturkarte ist eine Karte
im echten, geographischen Sinne. Es gibt Berge, Téler und
Schluchten, entsprechend Regionen mit hoher, niedriger oder
ohne Reparatur. Wichtig ist nun, dass man mit solchen Karte
die Frage nach dem Reparaturmodus und der Effizienz an
einem gegebenen Nukleotid im Genom beantworten kann.
Ein Beispiel: Abbildung 19 zeigt die Transkriptions- und
Reparaturkarten fiir p53 in Kilobasenauflosung (Mitte). In
Einzelbasenauflosung (unten) zeigt die Karte die Repara-
tureffizienz und den Reparaturmodus eines Mutations-Hot-
spots in p53 an einer T-T-Dinukleotidposition (7,577,150
7,577,151). Das Thymindimer an dieser Positon wird durch
Inzision 20 Nukleotide zum 5'-Ende und vier Nukleotide zum
3’-Ende relativ zum Photoprodukt beseitigt. Es wird deutlich,
dass eine solche Karte viel mehr Information beziiglich der
bestimmenden Faktoren der Reparatur von UV-Schédden an
einer beliebigen Stelle im Genom liefert. Noch wichtiger ist
die Tatsache, dass die Nukleotidexzisionsreparatur auch
DNA-Schéden repariert, die durch das wichtige Antikrebs-
medikament Cisplatin erzeugt werden. Wir sind derzeit damit
befasst, eine genomweite Reparaturkarte fiir Cisplatin-
Schidden von normalen Zellen und Krebszellen zu generieren,
und wir hoffen, dass die darin enthaltenen Informationen fiir
die Krebstherapie niitzlich sein werden.

Fassen wir unsere Arbeiten zur Exzisionsreparatur zu-
sammen (Abbildung 20):[6768.82.83.120.121.224 yje Reparatur wird
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Abbildung 17. Die XR-seq-Methode (,,excision repair-sequencing®) zur Generierung einer humanen Exzisionsreparaturkarte. Die mit UV-Licht be-
strahlten Zellen werden lysiert, gefolgt von einer Inkubationszeit und der Immunprizipitation von TFIIH. Die herausgeschnittenen Oligonukleoti-
de (24-32 nt), die mit TFIIH assoziert sind, werden extrahiert und an Adaptoren ligiert. Oligonukleotide, die CPDs oder (6-4)-Pyrimidin-Pyrimidon-
Photoprodukte enthalten, werden anschlieRend mit den jeweiligen Photoprodukt-Antikérpern immunprizipitiert. Die Photoprodukte werden durch
die entsprechenden Photolyasen repariert. Die Oligonukleotide werden dann mithilfe von PCR amplifiziert und mittels Gelelektrophorese aufgerei-
nigt. Die aufgereinigten Oligomere wurden mit Sequenziertechniken der nichsten Generation (NGS) unter Verwendung des Illlumina HiSeq 2000

Systems sequenziert. Aus Lit. [138].

durch duale Inzision des DNA-Doppelstrangs ausgel0st,
sowohl in E. coli als auch beim Menschen. Die Inzision ge-
neriert ein 12-13 nt langes Einzelstrangstiick in £. coli und ein
ungefidhr 30 nt langes Einzelstrangstiick im Menschen. Die
duale Inzision bendétigt die Proteine UvrA, B und Cin E. coli
und sechs Reparaturfaktoren mit insgesamt 16 Proteinen im
Menschen, darunter die von den Genen XPA bis XPG ko-
dierten Proteine. Nach Exzision der Oligonukleotide wird die
gebildete Liicke durch die DNA-Polymerase aufgefiillt und
ligiert, entsprechend einem 12—-13 nt langen Flicken in E. coli
und einem ungefdhr 30 nt langen Flicken im Menschen.
Durch Isolieren des herausgeschnittenen 30-mer als Produkt
der humanen Nukleotidexzisionsreparatur in vivo gelang es
uns schlieBlich, eine Exzisionsreparaturkarte von UV-Schi-
den des gesamten Humangenoms zu generieren.

Cryptochrome und die zirkadiane Uhr — der Kreis
schliefdt sich

Ich mochte diese Priasentation mit Ausfithrungen dariiber
abschliefen, wie unsere Arbeiten iiber Photolyasen dazu
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beigetragen haben, Cryptochrome als essentielle Kompo-
nenten der zirkadianen Uhr der Sdugetiere zu identifizieren
und wie die zirkadiane Uhr die Nukleotidexzisionsreparatur
bei Sédugetieren reguliert. Damit verkniipfen wir die beiden
Themen unserer langjdhrigen Forschungen, die Photolyasen
und die Nukleotidexzisionsreparatur.

Entdeckung der Cryptochrome in Sciiugetieren

Ich habe oben die Exzisionsreparaturmechanismen im
Menschen und in E. coli beschrieben, aber beziiglich der
Photolyasen bin ich nur auf E. coli eingegangen. Das liegt
daran, dass Menschen keine Photolyase besitzen.*”) Tat-
sdchlich war nach der Entdeckung der Photolyasen in E. coli
das Vorkommen von Photolyasen in Menschen 30 Jahre lang
Gegenstand der Kontroverse. Einige Forscher berichteten,
dass Photolyase in menschlichen Zelllinien nicht nachzuwei-
sen war, andere beschrieben hingegen eine robuste Photo-
lyaseaktivitdt in humanen Zellen sowie die Aufreinigung des
Enzyms bis zur Homogenitdt aus menschlichen weiflen
Blutzellen."*) Nachdem wir 1980 einen hochempfindlichen
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Abbildung 18. Die Exzisionsreparaturkarte des gesamten Humangenoms. Die griinen Spuren zeigen die Lage der Reparaturstellen fiir CPD und
(6-4)PP in beiden Stringen der Duplex-DNA tiber alle Chromosomen des menschlichen NHF1-Zellgenoms (méannlich). Zum Vergleich sind die
ENCODE RNA-Seg-Spuren (schwarz) iiber den XR-Seq-Spuren dargestellt. Chromosom 17 (rot eingerahmt) tragt das p53-Gen, das in fast 50%

aller Krebse mutiert ist. Aus Lit. [138].

und spezifischen Assay fiir Photolyase entwickelt hatten,
gingen wir daran, diese Kontoverse aufzulosen. Wir begannen
eine intensive Suche nach Photolyasen in frisch isolierten
menschlichen wei3en Blutzellen. Wir konnten keine Photo-
lyaseaktivitdt entdecken und publizierten dieses Ergebnis
1993131 mit der klaren Aussage, dass Menschen keine Pho-
tolyase besitzen (Abbildung 21). Allerdings wurde zwei Jahre
spédter in einer der ersten Veroffentlichungen des Humange-
nomprojekts eine der ESTs (,,expressed sequence tags“) als
Photolyasehomolog gelistet.'*!) Wir schlossen daraus, dass wir
die Photolyaseaktivitidt in unserer fritheren Arbeit mogli-
cherweise iibersehen hatten und begannen, die Funktion
dieses Gens genauer zu untersuchen. Wir besorgten uns den
cDNA-Klon, exprimierten das Protein und analysierten seine
Funktion. Noch wihrend diese Arbeiten im Gange waren,
entdeckten wir ein zweites Photolyasehomolog im menschli-
chen Genom. Wir besorgten uns die gesamte cDNA der
beiden Gene, die den Photolyasen aus E. coli sowohl auf der
Sequenzebene als auch beziiglich der 3D-Strukturen bemer-
kenswert dhnlich waren (Abbildung 21). Wir exprimierten die
beiden Proteine und reinigten sie auf, um dann festzustellen,
dass beide keine Photolyaseaktivitit besaBlen. Daraus
schlossen wir, dass es sich bei diesen beiden Genprodukten
nicht um Photolyasen, sondern um Photolyaseparaloge han-
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delt. Diese Arbeit schlossen wir im April 1996 ab, weil wir
aber nichts iiber die Funktion der Paraloge wussten, zogerten
wir, unsere Ergebnisse zu publizieren (Abbildung 22). Im Mai
1996 reiste ich wie jedes Jahr zu meinen Eltern in die Tiirkei.
Auf dem Riickflug las ich im Bordmagazin einen Artikel von
William Schwartz zum Thema Jetlag mit dem Titel ,,Internal
Timekeeping“."* Ich glaube, dies war das erste Mal, dass ich
etwas iiber die zirkadiane Uhr erfahren habe. In dem Artikel
wurde erwéhnt, dass Licht die zirkadiane Uhr mit der physi-
kalischen Uhr synchronisiert und dass die zirkadiane Uhr
besonders empfindlich fiir blaues Licht ist. Ich hielt es fiir
moglich, dass die menschlichen Photolyaseparalogen Clock-
Proteine sein konnten, die empfindlich fiir blaues Licht sind.
Nach meiner Riickkehr ins Labor schlug ich meinen Mitar-
beitern vor, dass wir unsere Daten nun publizieren und die
humanen Photolyaseparaloge in Analogie zu den Blaulicht-
photorezeptoren der Pflanzen Cryptochrome nennen soll-
ten.'" Ich schlug auBerdem vor, die humanen Cryptochrome
(CRY1 und CRY?2) als zirkadiane Clock-Proteine zu be-
schreiben!'* Wir schrieben das Paper und reichten es im
August zur Publikation ein; es wurde im November 1996
publiziert."*! Wir gingen dann einen Schritt weiter und ver-
suchten, unsere Hypothese zu beweisen."*] Dazu analysier-
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Abbildung 19. Exzisionsreparatur in Einzelbasenauflésung. Die Transkriptions- und Reparaturkarten des Chromosoms 17 einer XP-C-mutierten
Zelllinie, die nur die transkriptionsgekoppelte Reparatur durchfithren kann, sollen den drastischen Effekt der Transkription auf die Reparatur ver-
anschaulichen. Die rote Linie zeigt die Position des Mutations-Hotspots im p53-Gen an. Oben: Transkriptions- und Reparaturkarten in Megaba-
senaufldsung. Mitte: Transkriptions- und Reparaturkarten in Kilobasenauflésung. Zu beachten ist das starke Reparatursignal im transkribierten
DNA-Strang der p53- und WRAP53-Gene, im Gegensatz zu der kaum vorhandenen Reparatur im nicht-transkribierten DNA-Strang. Unten: Repara-
turmuster eines Mutations-Hotspots an einer T < > T-Dinukleotidposition (7,577,150-7,577,151). Das Photodimer wird in Form eines 26-mers
durch duale Inzision 20 Nukleotide zum 5'-Ende und der vier Nukleotide zum 3'-Ende relativ zum Dimer entfernt. Aus Lit. [138].

.

Die Nukleotidexzisionsreparatur wird .
sowohl in E. coli als auch im Menschen E. coli Human
durch duale Inzisionen ausgeldst.

» Menschen besitzen ein Photolyasehomology
¢ Die Exzision wird von den evolutionar 3 S 3 ; Adams MD, et al (1995) Nature 377:3-174 % -«
nicht verwandten uvr-Genen in E. coli incision &L incision « Menschen besitzen 2 Photolyaseparaloge £ & &
und XP-Genen im Menschen gesteuert. 7 £ g g

Duale Inzisionen entfernen ein Oligomer
mit etwa 12 nt in E. coli und etwa 30 nt

im Menschen. incision > . Human Cryptochrome 1

Nach der Exzision wird die Licke gefullt
und ligiert.

Durch Charakterisierung der ausgeschnittenen
Oligomere konnten wir eine Exzisionsreparaturkarte
des gesamten Humangenoms erstellen.

* Menschen besitzen keine Photolyase
Li YF, et al (1993) PNAS 90:4389-93

Hsu DS, et al (1996) Biochemistry 35:13871-77

il 472
E. coli Photolyase ([ photolyase Homology Domain__
1

Human Cryptochrome 2

incision

Abbildung 20. Exzisionsreparatur in E. coli und im Menschen. In Y
beiden Organismen erfolgt die Reparatur durch duale Inzision, aller- Photolyase Cryptochrom
dings unterscheiden sich die Proteine fiir die duale Inzision, der Me-

chanismus der Schadenerkennung und das Muster der dualen Inzision Abbildung 1. Die Verbindung zwischen Photolyase und Cryptochrom.

vollig.

ten wir Méduse mit abgeschalteten CRY-Genen auf ihr zirka-
dianes Verhalten.

Oben: Entscheidende Veréffentlichungen, die zur Entdeckung der hu-
manen Cryptochrome gefiihrt haben. Mitte: Sequenzihnlichkeiten zwi-
schen der Photolyase aus E. coli und den humanen Cryptochromen 1
und 2. Unten: Die 3D-Strukturen der Photolyase aus E. coli und des
Cryptochroms 1 aus Arabidopsis zeigen die Gemeinsamkeiten in der
zur Photolyase homologen Doméne (aus C. A. Brautigam et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101, 12142-12147). Rechte Seite (aus

Lit. [144]): aufgereinigte Photolyase aus E. coli, hCRY1 und hCRY2, ana-

Die zirkadiane Uhr lysiert durch SDS-PAGE und anschlieBendes Anfirben mit Coomassie

Blue.

Bevor ich die Daten zu den CRY-Knockout-Méusen vor-
stelle, mochte ich kurz die Funktionsweise der zirkadianen  eine Uhr ein Instrument bzw. System zur Zeitmessung. Die
Uhr zusammenfassen (Abbildung23):*!" Allgemein ist  zirkadiane Uhr funktioniert so dhnlich wie die uns vertrauten
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Reise zur meiner Familie in die Turkei.

Auf dem Ruckflug las ich im Bordmagazin
einen Artikel von William Schwartz ("Internal
Timekeeping") tiber Jetlag und die innere Uhr.

Verdffentlichung des CRY-Papers,
in dem postuliert wird, dass CRYs
zirkadiane Proteine sind.

www.NASA.gov

Abbildung 22. Abfolge der Ereignisse, die zur Entdeckung der huma-
nen CRY-Proteine als zirkadiane Clock-Proteine gefiihrt haben. Zu-
nachst wurde vorhergesagt, dass CRY das blaulichtsensorische Protein
im zirkadianen Rhythmus darstellt, genetische Analysen offenbarten
dann, dass CRY ein wichtiges ,,Zahnrad“ der zentralen Clock-Maschi-
nerie ist.

Eine Uhr ist ein Gegenstand oder ein System
zur Zeiterfassung

e mechanisch
o elektronisch

e molekular (innere/zirkadiane Uhr)

} Die zirkadiane Uhr ist ein molekularer Mechanismus,
der den Tagesrhythmus biochemischer, physiologischer
und verhaltensbezogener Funktionen unabhéngig
von auReren Einwirkungen aufrechterhait.

Abbildung 23. Analogie zwischen mechanischen/elektronischen Uhren
und der zirkadianen Uhr. Ebenso wie mechanische und elektrische
Uhren misst die zirkadiane Uhr die Zeit unabhingig von externen
Reizen. Der Unterschied ist, dass die zirkadiane Uhr statt aus Getrie-
ben und elektronischen Schaltkreisen aus Molekiilen aufgebaut ist.

Uhren, die auf mechanischen oder elektronischen Prinzipien
beruhen. Die zirkadiane Uhr hat ein ganz dhnliches Design-
prinzip — mit dem Unterschied, dass die Bestandteile der Uhr
Molekiile sind und ihre Funktion darin besteht, uns iiber die
Tageszeit zu informieren. Indem sie das tut, hélt die zirka-
diane Uhr unseren Tagesrhythmus an biochemischen, phy-
siologischen und auch verhaltenstechnischen Funktionen
aufrecht — und dies sogar in Abwesenheit duflerer Reize.

Die Rolle der Crytochrome in der zirkadianen Uhr

Um zu testen, ob die CRYSs zirkadiane Clock-Proteine
sind, generierten wir Méduse mit Mutationen in entweder
CRY1 oder CRY?2 oder in beiden Genen. Wir analysierten die
Funktionsweise der zirkadianen Uhr in Miusen, indem wir
ihre Aktivitdt in einem Hamsterrad iiber 28 Tage beobach-
teten.>* 1Y) Wihrend der ersten Woche wurden die Miuse
12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit ausgesetzt

www.angewandte.de
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Abbildung 24. Verhaltensanalyse von Miusen mit ausgeschalteten
Cryptochrom-Genen. Miuse der angegebenen Genotypen wurden fiir
28 Tage in Kifigen mit Hamsterrddern gehalten und ihr Aktivitatsprofil
aufgezeichnet (Aktogramm). Die y-Achse zeigt die Umdrehungen pro
Minute des Hamsterrades, auf der x-Achse ist die Tageszeit aufgetra-
gen. Der obere Balken gibt die Dunkel- und Hellphasen an. Bis zum 7.
Tag (Pfeil) waren die Miuse einem Zyklus von 12 h hell/12 h dunkel
(LD) ausgesetzt, danach stiandiger Dunkelheit (DD). Im LD-Zyklus
zeigen alle vier Mause dhnliche Aktivitits- und Ruhephasen innerhalb
einer Periodizitit von 24 Stunden. In der DD-Phase zeigen die Miuse
Aktivitats- und Ruhephasen mit einer Periodizitit, die von ihrer inne-
ren Uhr bestimmt wird: Wildtyp-Mause 23.7 h; Cry1/~ 22.7 h; Cry2 /-
24.7 h. Die Doppel-Knockout-Maus CryT™/~ Cry27/~ ist arhythmisch, da
ihre zirkadiane Uhr nicht funktioniert. Aus Lit. [150,151].

(LD12:12). In den anschlieBenden drei Wochen wurden sie in
konstanter Dunkelheit gehalten. Die Versuchsergebnisse sind
in Abbildung 24 gezeigt. Unter Licht-Dunkel-Bedingungen
waren die Wildtyp(WT)-Miuse und die Mutanten aktiv im
Dunkeln und ruhten sich tagsiiber aus, wie man es von
Maiusen als nachtaktive Tiere erwarten wiirde. Unter den
Bedingungen stidndiger Dunkelheit, also ohne externen Reiz,
verhielten sich die Méuse allerdings sehr unterschiedlich.
Wihrend die WT-Mdiuse einen Tag-Nacht-Rhythmus mit
einer Periodizitiat von 23.7 Stunden beibehielten, nahmen die
CRY2-Mutanten einen langeren Rhythmus von 24.7 Stunden
und die CRYI-Mutanten einen kiirzeren Rhythmus von
22.7 Stunden an. Noch beeindruckender waren die Experi-
mente mit einer CRY!”~ CRY2~~-Doppel-Knockout-Maus,
die unter den Bedingungen stdndiger Dunkelheit keinen
Rhythmus mehr aufwies. Diese Resultate etablierten die
Cryptochrome als zentral wichtige Clock-Proteine. Wiahrend
diese Arbeiten in unserem Laboratorium voranschrit-
ten,">1 fiihrten andere spektakulire Forschungsergebnisse
auf dem Gebiet der zirkadianen Rhythmik in den Jahren
1996-2000 zur Identifizierung von vier Proteinklassen (Ab-
bildung 25), die sich als essentiell fiir die Kontrolle der zir-
kadianen Uhr im Menschen herausstellten. 14171172 Ry
die molekulare Funktionsweise der zirkadianen Uhr wurde
das folgende Modell entwickelt: CLOCK und BMALT1 akti-
vieren die Transkription von CRY und PER, welche nach
einer gewissen Verzogerung in den Zellkern eindringen, um
die Inhibition ihrer eigenen Transkription einzuleiten. Dieser
Prozess fiihrt zu einem Anstieg und Abfall der CRY- und
PER-Konzentrationen mit einer Periodizitdt von ungeféhr
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1) CRYPTOCHROME (Flavoprotein)
2) PERIOD (PAS-Doméne)

3) CLOCK (bHLH-PAS)

4) BMAL1 (bHLH-PAS)

Abbildung 25. Clock-Gene und Clock-Proteine in Siugetieren. Die vier
Gene und ihre Paralogen wurden kloniert und die Proteine im Verlauf
von 5 Jahren charakterisiert.

24 Stunden. Zusitzlich dazu kontrollieren diese Clock-Pro-
teine die Expression von rund 30% aller Gene in einem
Gewebe, um dieses zyklische Expressionsmuster und damit
die Tagesrhythmik weiterzutragen (Abbildung 26).

Die zirkadiane Uhr, Kontrolle der Exzisionsreparatur und
Karzinogenese

Unter den Genen, die von der zirkadianen Uhr reguliert
werden, fanden wir das Exzisionsreparaturprotein XPA. Wir
fragten uns, ob die gesamte Nukleotidexzisionsreparatur mit
dem Tagesrhythmus oszilliert. Wie in Abbildung 27 gezeigt,
ist die Transkription von XPA und damit auch der Protein-
spiegel etwa um 5 Uhr nachmittags am hochsten. Die ge-
ringste Aktivitat wird um 5 Uhr morgens beobachtet. Wichtig

€Lock)

XPA

Zellkern

Zytoplasma RNA

Protein

Nobelaufsdtze

Zellkern

Zytoplasma

Abbildung 26. Molekulare Mechanismus der zirkadianen Uhr in Siuge-
tieren. Bei den Proteinen CLOCK und BMALT1 handelt es sich um Akti-
vatoren der Transkription. Sie bilden ein CLOCK-BMAL1-Heterodimer,
das an die E-Box-Sequenz (CACGTG) in den Cry- und Per-Genen
bindet, um deren Transkription zu aktivieren. Bei den Proteinen CRY
und PER handelt es sich um Repressoren der Transkription. Nach
einer gewissen Verzégerung (bedingt durch die Proteinsynthese und
das Eindringen in den Zellkern) inhibieren sie ihre eigene Transkripti-
on, einhergehend mit einem Anstieg und Abfall der CRY- und PER-
Konzentrationen mit einer Periodizitat von ungefahr 24 Stunden (Kern-
takt). AuRerdem beeinflussen diese taktangebenden Proteine auch
andere Gene, bei denen die E-Box in der regulierenden Region liegt.
Infolgedessen sind rund 30% aller Gene Clock-kontrollierte Gene
(CCG) und unterliegen daher der Tagesrhythmik. Neben diesen Genen
wird auch das Xpa-Gen, das essentiell fiir die Nukleotidexzisionsrepa-
ratur ist, durch die biologische Uhr gesteuert. Aus Lit. [170].

@D

Polymerase
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Abbildung 27. Zirkadiane Kontrolle der Exzisionsreparatur und der Photokarzinogenese in Miusen. Die taktangebende Maschinerie kontrolliert die
rhythmische Expression des Proteins XPA, sodass die RNA- und Proteinspiegel von XPA ihr Minimum um 5 Uhr morgens und ihr Maximum um

5 Uhr nachmittags erreichen. Das gesamte Exzisionsreparatursystem zeigt deshalb ein dhnliches Muster der taglichen Periodizitat. Wurden Mause
mit UVB-Licht um 5 Uhr morgens bestrahlt, kam es zu einer 5-fach gesteigerten Ausbildung von invasivem Hautkrebs im Vergleich zu Mausen,
die um 5 Uhr nachmittags bestrahlt wurden. Die im Bild gezeigte Maus gehérte zu der um 5 Uhr morgens bestrahlten Gruppe und wies bei
Abschluss des Experiments eine Vielzahl invasiver Hautkarzinome auf. Aus Lit. [174,176].
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Abbildung 28. Photoreparatur, Cryptochrome und Nukleotidexzisionsreparatur. Ich habe tiber 40 Jahre an der Photolyase geforscht, deren Photo-
zyklus hier gezeigt ist. 35 Jahre habe ich mit Forschungen zur Nukleotidexzisionreparatur verbracht und dabei zwei verschiedene Muster der
dualen Inzision in E. coli und im Menschen entdeckt. Die Arbeiten an der Photolyase fiihrten schliefilich zur Entdeckung der Cryptochrome als
Clock-Proteine, welche die Nukleotidexzisionsreparatur in Mausen kontrollieren. Letzteres zeigt, dass Photolyase-dhnliche Proteine (Cryptochro-
me) zwar keine Reparaturaktivitdt besitzen, aber trotzdem tiber die zirkadiane Uhr die Reparatur kontrollieren kénnen.

war die Beobachtung, dass die Aktivitdt des gesamten Exzi-
sionsreparatursystems ein dhnliches Muster zeigt."”*'! Das
fithrte zu der Annahme, dass Mduse empfindlicher gegen UV-
Licht sind, wenn sie um 5 Uhr morgens exponiert werden
(wenn die Reparaturaktivitit niedrig ist). Um 5 Uhr nach-
mittags (wenn die Reparaturaktivitit maximal ist) sollte die
Empfindlichkeit hingegen gering sein. Um diese Annahme zu
iiberpriifen, belichteten wir zwei Gruppen von Miusen mit
UV-Licht entweder um 5 Uhr morgens oder um 5 Uhr
abends. Tatsdchlich fanden wir, dass die um 5 Uhr morgens
belichtete Gruppe invasiven Hautkrebs mit einer 4- bis 5-fach
hoheren Rate ausbildete als die um 5 Uhr nachmittags be-
lichtete Gruppe.'"” Derzeit untersuchen wir, ob es diese
Rhythmik der Exzisionsreparatur auch beim Menschen gibt.
Wenn ja, hitte dies moglicherweise Auswirkungen auf die
Verhaltensempfehlungen im Zusammenhang mit der Ver-
meidung von Hautkrebs.'"*!”! Ahnlich bedeutsam scheint
uns die Tatsache zu sein, dass die Exzisionsreparatur auch der
Reparaturmechanismus ist, der durch Cisplatin herovorge-
rufene Schidden aus der DNA entfernt. Damit konnte unsere
Forschung beziiglich der Periodizitdt der Nukleotidexzisi-
onsreparatur dazu beitragen, die Krebsbehandlung mit Cis-
platin zu verbessern.

Zusammenfassung

Abbildung 28 ist die Zusammenfassung meiner For-
schungen zur DNA-Photolyase der letzten 40 Jahre, zur Nu-

www.angewandte.de

kleotidexzisionsreparatur in E. coli und im Menschen der
letzten 35 Jahre und — als Bindeglied — zu den Cryptochromen
der letzten 20 Jahre.
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Professor Muzaffer Aksoy, der mich ermutigt hat, den Schritt
in die Vereinigten Staaten zu tun, meinem Mentor Dr.
Rupert, der die DNA-Reparatur im modernen Sinne ent-
deckte und der immer ein Vorbild war, sowie W. Dean Rupp
und Paul Howard-Flanders, die mich in das Gebiet der Nu-
kleotidexzisionsreparatur einwiesen und die Grundlage fiir
meine Forschungen zur DNA-Reparatur legten (Abbil-
dung 30). Ich hatte das auBerordentliche Gliick, mit fithren-
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Abbildung 30. Mentoren und Kooperationspartner. Von Muzaffer
Aksoy, meinem Medizin-Professor an der Istanbul University School of
Medicine, lernte ich die wissenschaftliche Methode. Professor Claud S.
Rupert, mein Doktorvater an der University of Texas in Dallas, hatte
den grofiten Einfluss auf meine Entwicklung als Wissenschaftler. Die
Professoren W. Dean Rupp und Paul Howard-Flanders fithrten mich in
das Gebiet der Nukleotidexzisionsreparatur ein und halfen mir, das
spannende Forschungsgebiet der DNA-Reparatur an der Yale Universi-
ty aufzubauen. Die hier aufgefiihrten Kooperationspartner waren am
Erfolg aller drei groRen Forschungsprojekte unserer Arbeitsgruppe
mafigeblich beteiligt. Meine Forschungen der letzten 33 Jahren wurden
durch die National Institutes of Health (NIH) unterstitzt.

den Wissenschaftlern auf den Gebieten der DNA-Enzymo-
logie, Flavinphotochemie, der analytischen Chemie, der
Kristallographie, der ultraschnellen Spektroskopie und der
zirkadianen Uhr zusammenarbeiten zu konnen (Abbil-
dung 30). Zum Schluss mochte ich all den Forschern danken,
die weitere wichtige Beitrdge zu den Photolyasen, der Exzi-
sionsreparatur und der zirkadianen Uhr geleistet haben. Im
Rahmen dieses Aufsatzes war es mir nicht moglich, all die
wichtigen Beitrdge auf diesen Gebieten aufzufithren. Den-
noch habe ich versucht, unsere Arbeit in einen historischen
Kontext zu stellen. Wissenschaft findet nicht im luftleeren
Raum statt, und auch wir haben sehr stark von den Arbeiten
anderer profitiert — von Vorgiangern ebenso wie von Zeitge-
nossen (Abbildung 31). Thre Ideen, ihre Resultate und auch
die Reagentien, die wir ausgetauscht haben, waren entschei-
dend fiir unseren wissenschaftlichen Erfolg. Ganz besonders
danke ich Laura Lindsey-Boltz, Michael Kemp und Rita

Contributors

Circadian Clock

Provencio, Ignacio
Reppert, Steven
Rosbash, Michael
Sassone-Corsi, Paolo
Schibler, Ueli

Takahashi, Joseph

van der Horst, Gijsbertus
Young, Michael

Excision Repair
Cleaver, James
Egly, Jean-Marc
Friedberg, Errol
Goosen, Nora
Grossman, Larry
Hanaoka, Fumio
Hanawalt, Philip
Hoeijmakers, Jan

Photolyase
Eker, Andries
Sancar, Gwendolyn
Todo, Takeshi
Yasui, Akira

Kisker, Caroline
Prakash, Louise
Prakash, Satya
Tanaka, Kiyoji
Thompson, Larry
Van Houten, Ben
Witkin, Evelyn
Wood, Richard

Abbildung 31. Mitarbeiter und Kollegen, die mit ihren Ideen, Ergebnis-
sen und Reagentien zu unserer Forschung beigetragen haben.
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Meganck fiir ihre Hilfe bei der Vorbereitung des Nobel-
Vortrages und dem Erstellen des Manuskripts.

Biographie
Einleitung

,On 11 March 1890, a five-hour banquet for hundreds of
invited guests was held in the festive chamber of the Berlin City
Hall. A festival of a magnificence perhaps unparalleled in the
history of science ... The vast chandeliered room was decora-
ted with palm trees and laurel leaves, and one end was domi-
nated by a five-metre-high oil painting of Bismarck and other
European statesmen carving up the Turkish empire at the
Congress of Berlin.“

Ich las diesen Text erstmals 2004 in John Buckinghams
exzellentem Buch Chasing the Molecule!’™ Das besagte
Bankett wurde zu Ehren Kekulés gegeben, einem der Viter
der chemischen Strukturtheorie (die besagt, dass alle Mole-
kiile eine definierte dreidimensionale Struktur besitzen).
Seine Entdeckung der hexagonalen Molekiilstruktur des
Benzols im Jahr 1865 war einer der groen Meilensteine der
Chemie. Ich war beeindruckt von dem zentralen Thema des
Benzolfestes und des Zelebrierens der Chemie, fiihlte mich
aber auch getroffen von der hochmiitigen Gesinnung der
Européer jener Zeit, so wie der Autor jener Zeilen iiber die
»Aufteilung des Tiirkischen Reichs® schrieb. Diese zwei
Themen, die Wissenschaft und die tiirkische Nation (das
Ottomanische GroBreich und die tiirkische Republik) — nicht
unbedingt in dieser Reihenfolge — beeinflussten mein Denken
solange ich mich erinnern kann. Ich wuchs auf als tiirkischer
Patriot, der ich noch immer bin, und wurde schon im Alter
von 10 Jahren zu einem begeisterten, und spéter praktizie-
renden, Wissenschaftler.

Kindheit und Jugend

Ich wurde am 8. September 1946 in der Kleinstadt Savur
in der Provinz Mardin im Stidosten der Tiirkei als siebtes von
acht Kindern von Abdulgani und Meryem Sancar geboren
(Abbildung 32). Ich hatte auBerdem zwei Halbbriider. Mein
Vater war Bauer, meine Mutter kiimmerte sich um die Kinder
und das Haus. Nach damaligen Maf3stdben waren wir eine
Familie aus der unteren Mittelklasse. Wir hatten immer genug
zu essen, aber Schuhe zum Beispiel waren ein Luxus; bis zur
7. Klasse trugen wir Schuhe nur, wenn wir in die Schule
gingen. Ich verbrachte viel Zeit meiner Kindheit in dem
kleinen Tal zu FiiBen unseres Hauses, wo ich zusammen mit
meinen Briidern und meinem Vater die Obst- und Nussbéu-
me und den Gemiisegarten hegte, der uns ernidhrte und zum
Einkommen beitrug. Wir hatten auch Tiere auf dem Bau-
ernhof, die uns das ganze Jahr mit Milch und Fleisch ver-
sorgten. Meine schonsten Erinnerungen sind die blithenden
Mandel- und Zwetschgenbdume in unserem Obstgarten im
Friihling. In dieser Zeit begann ich viel iiber den Islam zu
lernen und war iiberzeugt davon, dass das Paradies aussehen
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Abbildung 32. Meine Mutter Meryem Sancar, 1946 in Savur, Tiirkei.

musste wie unser Obstgarten wenn die Mandelbdume in
voller Bliite standen.

Alles in allem mochte ich aber die Arbeit auf dem Bau-
ernhof nicht. Die Terrassen des Gemiisegartens waren aus
Steinen und ohne Mortel aufgesetzt und mussten von meinen
Briidern und mir stdndig erneuert werden. Die Walnussernte
war eine besonders harte Arbeit, und als eines der jiingeren
Kinder lag es an mir, hoch hinauf in die Baume zu klettern,
um ja alle Walniisse abzuschiitteln. Am schlimmsten war das
Hiiten der GeiB3lein, die viel schneller rennen konnten als ein
Junge von fiinf oder sieben Jahren. Mein jiingerer Bruder und
ich waren fiir das Ziegenhiiten zusténdig, und oft verbrachten
wir Stunden damit, die Ausreifer zu finden bevor Vater etwas
merkte.

Abbildung 33. Die Familien Abdulgani und Meryem 1971. Aziz war
zum Zeitpunkt der Aufnahme zum Studium im Ausland und ist nicht
auf dem Foto. Hintere Reihe von links nach rechts: Kazim, Yildiz,
Edibe, Meryem, Kenan, Abdulgani, Yasemin, Tahir (Onkel), Nezihe.
Mitte: Hasan, Seyran, Nurhan, Orhan, Zeynel, Sevim, Belma. Vorne:
Nichten und Neffen.
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Unsere groe Familie (Abbildung 33) war ein wichtiger
Teil meiner Kindheit. Onkel, Tanten und viele Vettern lebten
in Savur, und oft kamen auch Verwandte aus weiter ent-
fernten Stddten zu Besuch. Grofle Hohepunkte waren immer
die Besuche bei meinem Onkel Sevket und seiner Familie in
Mardin. Mardin ist bekannt fiir seine wunderschone Archi-
tektur, die aus der Zeit 1100-1300 v.Chr. stammt. Das
Ubernachten in den groBen Betten auf dem Dach von Onkel
Sevkets Haus war immer ein groes Vergniigen. Beim Ein-
schlafen sah man in der Ferne die Lichter zweier syrischer
Stddte, und am Morgen weckte einen der Ruf des Muezzins
aus der historischen Sehidiye-Moschee, die nur 200 Meter
entfernt stand.

Friihe Einfliisse

Die drei wichtigsten Einfliisse in meiner Kindheit und
Jugend waren, auler Mustafa Kemal Ataturk, meine Mutter
Meryem, mein Vater Abdulgani und mein édltester Bruder
Kenan (Abbildung 34). Ab 1911 bis zum Ende der Tiirki-
schen Freiheitskriege 1922 befand sich das Ottomanische
Reich im stidndigen Kriegszustand, um die ,,Aufteilung des
Tiirkischen Reichs“ durch die Européer zu verhindern. Der
Krieg lie3 das Land wirtschaftlich erschopft zuriick, dezimiert
an Léandereien und Menschen. In dieser Phase des Umbruchs
und wirtschaftlichen Probleme hatten viele aus der Genera-
tion meiner Grof3eltern und Eltern nicht einmal die Mog-
lichkeit auf eine Grundschulbildung. Mustafa Kemal Ataturk
fiihrte das Turkische Reich in die Freiheitskriege gegen die
europdischen Besatzungsmichte, aus denen die moderne
Tirkische Republik hervorging. Fiir die neue Republik stand
die Einrichtung eines Bildungssystems fiir alle Tiirken an
erster Stelle. In kiirzester Zeit wurden iiberall im Land
Schulen gegriindet, mit Lehrern, die Ataturks Vision einer
gebildeten Biirgerschaft teilten, die hohen Ideale des Landes
vertraten und die Zukunft der Tiirkei mit grofem Optimis-
mus vorantrieben. Ein Ergebnis dieser Politik war, dass ich,
ganz anders noch als meine Eltern und GrofBeltern, selbst in
einem unterentwickelten ldandlichen Teil der Tiirkei Zugang

Abbildung 34. Aziz in der 3. Klasse mit dem grof3en Bruder Kenan und
dessen Frau Nezihe (1955).
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zu exzellenten Lehrern und exzellenter Bildung hatte. Das
erfiillt mich bis heute mit Stolz iiber die Geschichte des tiir-
kischen Volkes und gibt mir die feste Uberzeugung, dass wir
grofBartige Dinge erreichen konnen.

Meine Mutter war die Tochter eines Imams aus einem
kleinen Dorf nahe Savur. Obwohl sie weder lesen noch
schreiben konnte, war sie die intelligenteste Frau, die ich
kannte. Sie war auch sehr fortschrittlich und verehrte Ata-
turk, und sie bestand darauf, dass alle ihre Kinder zur Schule
gingen. Mein Vater war der am hirtesten arbeitende Mann,
den ich je kannte. Er war und ist bis heute mein Vorbild. Mein
dltester Bruder Kenan brachte mir Lesen und Schreiben bei
als ich fiinf Jahre alt war. Bei meiner Einschulung war ich
deshalb meinen Mitschiilern voraus. Kenan war fiir mich ein
Vorbild, durch exzellente Ausbildung und harte Arbeit nach
Exzellenz und Fortschritt zu streben. Kenan war der Erste aus
meiner Familie, der eine Hochschule besuchte, genau ge-
nommen die Tiirkische Militirakademie. Wéhrend seiner
ganzen Laufbahn war er bei seinen Soldaten hoch respektiert
fiir seine Gerechtigkeit, harte Arbeit und Zielstrebigkeit. Er
stieg am Ende zum Brigadegeneral der tiirkischen Armee auf.

Karriere-Entscheidungen

Ich war der beste Schiiler meiner Grundschulklasse in
Savur und spéter auch in der Sekundarstufe in Mardin. Meine
Lieblingsfacher waren Mathematik, Tiirkisch, Franzosisch
und Chemie. In der 10. Klasse hatte ich einen ausgezeichne-
ten Chemielehrer, der mich inspirierte, Chemiker zu werden.
Die Schule war aber nicht meine einzige Leidenschaft. Wie
jeder Junge fast iiberall auf der Welt bin ich mit Fuf3ball-
spielen aufgewachsen. Ich war Torwart der Schulmannschaft
(Mardin Lisesi), bei Savur Spor (Savur) und auch bei Me-
zopotamya Spor (Mardin) (Abbildung 35). Ich war sehr gut,
weil ich schnelle Reflexe hatte und furchtlos war. Mehr als
einmal trugen mich meine Mitspieler auf den Schultern vom
Spielfeld, weil ich entscheidende Bille abgewehrt hatte und
wir gewannen. Der Tiirkische FuB3ballverband lud mich zu
regionalen Auswahlspielen fiir die tiirkische U18-Mannschaft
ein. Obwohl ich immer davon getrdaumt hatte, einmal fiir das
tiirkische Nationalteam spielen zu diirfen, ging ich nicht zu

6.3.1962 MARDIN ; L et e 8

Abbildung 35. Fussballmannschaft der Mardin Lisesi Highschool 1962.
Aziz ist der Torwart (hintere Reihe, 2. von rechts).
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Abbildung 36. Aziz mit seinem Histologiekurs wihrend des Medizin-
studiums 1964.

diesen Spielen, weil ich mich selbst als zu klein und zu leicht
fiir einen Nationalspieler hielt. Auch wenn ich nach der 10.
Klasse mit dem Fufballspielen selber aufgehort habe, ist
meine Liebe zum Spiel geblieben, und ich bin ein glithender
Anhinger der tiirkischen und amerikanischen Nationalteams,
von Galatasaray und dem Chapel Hill Frauenteam der Uni-
versity of North Carolina.

Nach Abschluss der Schule absolvierte ich die Aufnah-
mepriifungen fiir Chemie und Medizin an der Istanbuler
Universitit, letzteres auf Betreiben von fiinf meiner Freunde
aus Mardin, die unbedingt Arzte werden wollten. Ich bestand
beide Priifungen, meine Freunde iiberzeugten mich dann
aber, mit ihnen gemeinsam im November 1963 das Medizin-
studium zu beginnen (Abbildung 36).

Medizinstudium

In eine weltoffene Stadt wie Istanbul zu kommen, hat Vor-
und Nachteile. Ich schloss Freundschaften mit Tiirken ver-
schiedener ethnischer Herkunft, mit Aleviten, Armeniern,
Juden, Griechen, Kurden und Nachkommen tiirkischer
Fliichtlinge vom Balkan. Diese Begegnungen haben mir den
Blick auf die Welt geoffnet, vor allem vor dem Hintergrund
der grésslichen Ereignisse der Balkankriege und des Ersten
Weltkriegs und der teuflischen Auswirkungen religioser und
ethnischer Bigotterie. Mehrere meiner Professoren, die
meisten von ihnen Juden, waren vor oder wihrend des
Zweiten Weltkriegs aus Deutschland und den Nachbarlidn-
dern geflohen. Trotz der Tatsache, dass viele von ihnen zu den
besten auf ihren Gebiet gehorten, wurden sie von vielen der
westlichen Lander nicht aufgenommen und gingen stattdes-
sen an tiirkische Universitdten, wo sie dazu beitrugen, das
Bildungssystem in der Tiirkei auf europdische Standards zu
heben. Die tiirkische Nation ist diesen aullergewohnlichen
Professoren zu gro3em Dank verpflichtet fiir ihre Beitridge zu
unserer Wissenschaft, Bildung und Sprache.

Der hauptsachliche Nachteil, der mit dem Studium an der
besten medizinische Universitét in der Tiirkei verbunden war,
war die aufkommende Angst, zu versagen. Auch wenn ich in
Mardin Klassenbester war, befand ich mich nun in einer
Klasse mit Studenten, die zu den besten Absolventen der
offentlichen und privaten Schulen in der Tiirkei gehorten. Ich
war entschlossen, meinen Mitstudenten zu beweisen, dass
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auch jemand aus dem unterentwickelten Siidosten der Tiirkei
bestehen und sogar besser sein konnte als Studenten aus
weltoffeneren Gegenden. Um dieses Ziel zu erreichen,
tauchte ich vollig in meine Studien ein und klammerte alles
andere aus. Nie ging ich in ein Kino, ein Konzert oder zu
einem FuBballspiel in Istanbul. Die einzige Ablenkung war
meine Teilnahme an der tiirkisch-nationalistischen Bewe-
gung, die sich gegen die kommunistischen/internationalisti-
schen Stromungen richtete, die damals in der Tiirkei bestian-
dig stiarker wurden. Ich war nie an Gewalttitigkeiten beteiligt
—aber ich war der festen Meinung, dass die ,,Kameraden®, die
das Hauptgebdude der Istanbuler Universitédt besetzten und
auf dem Dach die rote Flagge hissten, falsch handelten. Ich
glaube bis heute, dass Kommunismus, so wie er praktiziert
wird, von groftem Ubel ist.

Im zweiten Jahr meines Medizinstudiums horte ich das
erste Mal von der DNA-Doppelhelix. Ich war fasziniert von
der Struktur und wollte nach Abschluss des Grundstudiums in
die Biochemie gehen. Ich wollte so schnell wie moglich mit
Forschungsstudien beginnen und fragte den Institutsleiter der
Biochemie, Mutahhar Yenson, ob ich direkt nach Abschluss
meines Medizinstudiums am Institut anfangen konne. Sein
Standpunkt war jedoch, dass Medizinabsolventen fiir min-
destens zwei Jahre als Arzt arbeiten sollten, bevor sie in die
Grundlagenforschung gingen. Nach Ende des Studiums, das
ich als bester meiner Klasse abschloss, ging ich daher zuriick
nach Savur, um als Arzt zu arbeiten. Das war im Juni 1969.

Die Zeit als Arzt

In den ersten sechs Monaten nach meiner Riickkehr nach
Savur verwandelte ich ein Zimmer im Haus meiner Familie in
eine Arztpraxis. Ein gliicklicher Umstand war, dass der tiir-
kische Gesundheitsminister im Herbst 1969 Savur besuchte.
Er erfuhr von meiner Praxis und bot mir an, fiir das Ge-
sundheitsministerium arbeiten zu konnen. Ich wurde zum
Gesundheitsbeamten fiir das Nachbardorf Surgucu berufen
und bekam einen Geldndewagen mit Chauffeur gestellt. Ein
Jahr lang behandelte ich Patienten in Surgucu und Umge-
bung, aber auch in abgelegeneren Dorfern. Ich war der erste
Arzt, den viele meiner Patienten je zu Gesicht bekamen. Viel
von meinem Gehalt, das mir das Gesundheitsministerium
zahlte, verwendete ich fiir den Kauf von Medikamenten fiir
meine Patienten und fiir Spielzeug fiir Kinder, deren Familien
sich das nicht leisten konnten. Durch einfache medizinische
Behandlungen habe ich damals, so glaube ich, vielen Kindern
das Leben gerettet.

Eine der grofen Herausforderungen war, dass manche
meiner weiblichen Patienten nur Kurdisch sprachen. In
diesem Teil der Tiirkei schickte man damals die Tochter nicht
zur Schule, und sie konnten deshalb kein Tiirkisch. Als
Ubersetzer fungierten meist Manner aus dem Ort, denen die
Frauen oft keine intimen Gesundheitsprobleme anvertrauen
mochten. Ich versuchte also selbst Kurdisch zu lernen, auch
wenn ich es nie richtig flieBend konnte. Ich glaube dennoch,
dass die Frauen meine Bemiihungen sehr schitzten, und oft
bewahrten sie meine ausgestellten Rezepte noch nach Ein-
nahme der Medikamente wie einen Talisman auf.
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Wenn ich zuriickblicke, scheinen mir die 18 Monate, die
ich als Arzt gearbeitet habe, als die gliicklichste Zeit in
meinem Leben. Allerdings empfand ich die Arbeit als Arzt
intellektuell frustrierend. Zum Beispiel wollte ich gerne ver-
stehen, warum Streptomycin das Tuberkulosebakterium ab-
totet, Penicillin aber nicht. Also bewarb ich mich wihrend
meiner ganzen Zeit als Arzt um Stipendien fiir ein Studium
der Biochemie im Ausland.

Promotion: Klonierung des Photolyase-Gens

1971 erhielt ich ein NATO-Stipendium, das mir ein Pro-
motionsstudium in einem der Mitgliedslander der NATO er-
laubte. Meine Wahl fiel auf die Vereinigten Staaten, das die
weltweit fithrende Nation in der Wissenschaft war. Ich schrieb
mich noch 1971 am Department of Biochemistry der Johns
Hopkins University ein und begann meine Studien. Ich war
vollig unvorbereitet auf das, was mich dort erwarten sollte.
Obwohl ich im letzten Jahr des Medizinstudiums einen Eng-
lischkurs belegt hatte, konnte ich mich mit meinen Professo-
ren und Mitstudenten nicht verstdndigen. Hinzu kam, dass ich
aufgrund meines akademischen Erfolges und auch meiner
patriotischen Einstellung wegen selbstsicher bis zur Arroganz
war und die Menschen mich deshalb mieden. Es kam mir vor,
als befdnde ich mich in Einzelhaft. Die Folge war, dass ich die
Johns Hopkins im Juni 1972 wieder verlie3 und nach Savur
zuriickkehrte, um mich dort neu zu sammeln. Nachdem ich in
Savur ein weiteres halbes Jahr als Arzt gearbeitet und eine
kurze Reise nach England getan hatte, kehrte ich deutlich
gereift in die Vereinigten Staaten zuriick, vor allem mit nun
besseren Englischkenntnissen. Ich bewarb mich bei Dr. Claud
S. Rupert an der University of Texas in Dallas (UTD). 1973
wurde ich in das dortige Biology Program aufgenommen, und
1974 begann ich meine Forschungen im Labor von Dr. Rupert
(Abbildung 37).

Dr. Rupert ist der Entdecker des Enzyms Photolyase;
diese Entdeckung, im Jahr 1958, markierte den Beginn des
wissenschaftlichen Gebiets der DNA-Reparatur. Setzt man
das Bakterium E. coli UV-Licht aus, wird der Organismus
abgetotet. Bestrahlt man jedoch anschlieend mit sichtbarem
Licht, fangt es wieder an zu leben. Man spricht von einer
Photoreaktivierung, die durch das Enzym Photolyase bewirkt

Abbildung 37. Aziz mit seinem Doktorvater Claud (Stan) Rupert, 2009.
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wird. Die zentrale Frage in Dr. Ruperts Labor war, wie das
Enzym Licht absorbiert. Um diese Frage beantworten zu
konnen, bendtigte man grole Mengen des Enzyms in hoher
Reinheit, allerdings gab es niemanden, der das Enzym in
ausreichenden Mengen aufreinigen konnte. Ungefahr zu der
Zeit, als ich bei Rupert anfing, wurde das molekulare Klo-
nieren an der Stanford University erfunden. Ich sah sogleich
das groBe Potential dieser Methode zur Losung unseres
Produktionsproblems der Photolyase. Mein Plan war, das
Photolyase-Gen zu klonieren, das Enzym in grolen Mengen
zu exprimieren, aufzureinigen und dann seine Chromophore
und den Reaktionsmechanismus aufzuklaren.

Der erste Schritt war, eine Mutante zu isolieren, der das
Photolyase-Gen fehlte, und diese Mutante dann als Wirt fiir
die Klonierung zu benutzen. Ich entwickelte ein wenig in-
tuitives experimentelles Schema zur Erzeugung und Selekti-
on der Mutante und screente téglich ein- bis zweimal iiber
einen Zeitraum von sechs Monaten, bis ich den ersten phr-
defizienten Stamm erhielt. Auf dem Weg dahin wurde mein
Selbstvertrauen stark herausgefordert, nicht nur wegen der
Schwierigkeiten bei der Herstellung der Mutante, sondern
auch weil ein Laborkollege meinte, ich hitte kein Talent fiir
Laborarbeit und sollte lieber wieder als Arzt arbeiten. Der
letztendliche Erfolg dieses Experiments spielte eine grofie
Rolle fiir meine weitere Entwicklung als Wissenschaftler,
denn es zwang mich, Informationen aus verschiedensten
Disziplinen einzuholen, um eine Methode auszuarbeiten —
und weil ich durchhielt, bis es am Ende funktionierte. Ich
glaube, es gibt drei zentrale Merkmale, die einen erfolgrei-
chen Wissenschaftler ausmachen: Kreativitdt basierend auf
Wissen, harte Arbeit und Hartnéckigkeit im Angesicht des
Scheiterns. Auch wenn die Veroffentlichung, in der die Me-
thode beschrieben ist, bis heute nur sechsmal zitiert wurde
(inklusive zweier Eigenzitate), ist es fiir mich eine meiner
wichtigsten Arbeiten, weil sie mir das Selbstvertrauen gab,
weiter Forschung zu betreiben — und auBlerdem auch Dr.
Rupert davon iiberzeugte, dass ich ein guter Student war, der
die Befdhigung zu eigenstdandigem Forschen besalf3.

Mithilfe des isolierten Mutantenstamms klonierte ich
1975 das phr-Gen von E. coli und begann Experimente zur
Charakterisierung des Plasmids, welches das Gen trug. 1976
wurde ich allerdings zuriick in die Tiirkei gerufen, um meinen
Militdrdienst abzuleisten. Nach vier Monaten kehrte ich
zuriick nach Texas im Rang eines Leutnants und nahm die
Arbeiten zur Aufreinigung des Enzyms wieder auf. Zur da-
maligen Zeit war das Klonieren eines Gens eine ausgespro-
chene Herausforderung (ich meine, phr war das erste Gen,
das ostlich der Rocky Mountains kloniert wurde), und Dr.
Rupert fand, dass ich genug geleistet hatte, sodass ich im
Friithjahr 1977 mit dem Schreiben meiner Doktorarbeit be-
ginnen konnte. Ermutigt durch Dr. Rupert bewarb ich mich
bei drei fithrenden Forschungsgruppen auf dem Gebiet der
DNA-Reparatur. Ich erhielt jedoch kein Angebot, wahr-
scheinlich weil bis dahin nichts verdffentlicht hatte. Ich war so
mit dem Experimentieren beschéftigt, dass ich einfach nicht
dazu kam, die sechs bis sieben Veroffentlichungen zu schrei-
ben, fiir die ich sicher Material hatte. Zudem war die Gen-
klonierung neu, und es gab nicht viele, die diese Methode zu
wiirdigen wussten. Gliicklicherweise erfuhr ich von einem
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anderen Doktoranden, dass Dr. W. Dean Rupp an der Yale
University plante, die uvrA-, uvrB- und uvrC-Gene zu klo-
nieren, von denen man annahm, dass sie fiir die Nukleotid-
exzisionsreparatur in E. coli zustindig waren. Ich bewarb
mich bei Dr. Rupp, und dank der starken personlichen
Empfehlung von Dr. Rupert bot er mir eine Stelle in seiner
Forschungsgruppe an. Ich verteidigte meine Doktorarbeit im
Juli 1977 und verlie die UTD im September, um meine
Forschungen in Dr. Rupps Gruppe fortzusetzen, immer noch
im Ungewissen dariiber, wie die Photolyase Licht absorbierte.

Postdoktorat: Maxicells und duale Inzision |

Als ich bei Dr. Rupp in Yale anfing, gehorte die Univer-
sitidt zu den drei besten Zentren der DNA-Forschung weltweit
und bot dariiber hinaus eine ausgezeichnete Forschungsum-
gebung. Neben Dean Rupp fanden sich in Yale noch weitere
Pioniere auf dem Gebiet der DNA-Reparatur und DNA-
Rekombination ein, darunter Paul Howard-Flanders, Charles
M. Radding und Fred Hutchinson. In schneller Folge klo-
nierte ich die uvrA-, uvrB- und uvrC-Gene. Noch in Dallas
hatte ich mit der Entwicklung einer Methode begonnen (von
mir als Maxicells bezeichnet), mit der sich die Proteine
identifizieren lieBen, die durch das klonierte Gen kodiert
werden. In Yale machte Dr. Rupp Vorschldage zur Verbesse-
rung der Methode, die sich als entscheidend fiir den spéteren
Erfolg herausstellten. Es kostete mich fast ein Jahr, um die
Details auszuarbeiten, aber am Ende funktionierte die Me-
thode. Das Paper, das die Maxicell-Methode beschreibt, er-
schien 1979 und war sofort ein groBer Treffer, da sich die
Methode zur Identizifierung jedes plasmidkodierten Proteins
anwenden lie. Die Maxicell-Methode wurde in den 80er
Jahren breit eingesetzt, und die zugehorige Veroffentlichung
ist bis heute meine meistzitierte Arbeit.

Nachdem ich die uvrA-, uvrB- und uvrC-Gene Kkloniert
hatte, verwendete ich die Maxicell-Methode mit radioaktiven
Tracern, um die durch diese Gene kodierten Proteine zu
markieren, zu identifizieren und aufzureinigen. Bis zu diesem
Zeitpunkt lautete das klassische Modell der Nukleotidexzi-
sionsreparatur, dass eine UV-Endonuklease den beschidigten
Strang 5 zum Schaden einschneidet und anschlieBend eine
Exonuklease den Schaden in 5'—3’-Richtung in Form eines
vier bis sechs Nukleotide langen Fragments, das den Schaden
enthilt, entfernt. Im Friithjahr 1982 rekonstituierte ich mit den
aufgereinigten Proteinen die Inzisionsreaktion in vitro und
fand zu meiner grofen Uberraschung, dass die UvrABC-
Nuklease zwei konzertierte Inzisionen ausfiihrte. Ein Schnitt
erfolgte sieben Nukleotide in 5'-Richtung zum Dimer, der
zweite Schnitt erfolgte drei bis vier Nukleotide in 3'-Richtung,
sodass ein 12-13 Nukleotide langes Fragment entstand, das
den Dimerschaden enthilt. Ich nannte das Enzym ,, ABC-
Excinuklease®, um hervorzuheben, dass es sich um einen
einzigartigen dualen Inzisionsmechanismus handelte. Dies
war eine grofle Entdeckung auf dem Gebiet der DNA-Re-
paratur. Da damals etliche andere Forschungsgruppen an der
gleichen Frage arbeiteten, konnte ich es niemandem aufler-
halb unseres Labors erzihlen, bis wir dann so weit waren, die
Ergebnisse auf einer Tagung mitteilen und publizieren zu
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konnen. Dr. Rupp présentierte die Ergebnisse erstmalig auf
einer internationalen Tagung tiber DNA-Rekombination und
DNA-Reparatur in Frankreich im Friithjahr 1982. Ich treffe
heute noch Kollegen, die mir berichten, dass dieser Vortrag
damals groBte Begeisterung erregte. Dr. Rupps Vortrag
wurde in den Proceedings der Konferenz abgedruckt, 1983
erschien dann die ausfiihrliche Veroffentlichung.

Waihrend meiner Zeit in Dr. Rupps Laboratorium pas-
sierten noch andere aufregende Ereignisse in meinem per-
sonlichen Leben. Zuriick in Texas wurde ich ein enger Freund
von Gwen Boles, die am gleichen Department an der UTD
promovierte. Gwen schloss ihre Doktorarbeit drei Monate
vor mir ab und nahm ein Postdoktorat in New York an, wo sie
iiber die molekularen Grundlagen der Thalassamie forschte.
Wir sahen uns an den Wochenenden nach meinem Wechsel
nach Yale und heirateten 1978 (Abbildungen 38 und 39). Es
sollte allerdings noch einmal zwei Jahre dauern bis Gwen ihre
Forschungen in New York beendete und dann ebenfalls nach
Yale in die Gruppe von Dean Rupp kam, um iiber die Re-
gulation von DNA-Reparaturgenen in E. coli zu forschen.
Auch wenn das Getrenntsein nicht ideal war, ermdglichte es
Gwen doch, in ihrer Zeit in New York geniigend For-
schungsmaterial fiir fiinf Veroffentlichungen zusammenzu-
tragen.

|

Abbildung 39. Aziz mit Gwen und Rose vor dem Ataturk Mausoleum,
15. Dezember 2015.
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Ermutigt durch meine Forschungserfolge begann ich
1981, mich auf eine akademische Anstellung zu bewerben. Ich
bewarb mich bei etwa 50 Universitdten und wurde iiberall
abgelehnt, manchmal bekam ich nicht einmal eine Antwort.
Doch dann erhielt ich einen Anruf von Mary Ellen Jones, der
damaligen Dekanin am Department of Biochemistry an der
University of North Carolina in Chapel Hill (UNC-CH). Dr.
Jones wollte Molekularbiologen einstellen, um das Depart-
ment zu modernisieren. Gwen und ich besuchten Chapel Hill,
und uns beiden wurden Anstellungen als Assistenzprofesso-
ren im Frithjahr 1981 angeboten. Da ich zu der Zeit intensiv
an der Rekonstitution der ABC-Excinuklease arbeitete,
wollte ich aber keine sechsmonatige Pause einlegen, die fiir
den Aufbau der Arbeitsgruppe notig gewesen wire. Wir ak-
zeptierten daher die Anstellungen unter der Bedingung, dass
wir den Umzug um ein Jahr verschieben konnten, Dr. Jones
erkliarte sich einverstanden, und so konnte ich im Herbst
1982, knapp vor unserem Umzug nach Chapel Hill, die Arbeit
einreichen, die die Rekonstitution der ABC-Excinuklease
und den dualen Inzisionsmechanismus beschrieb. Dies er-
moglichte Gwen und mir auBerdem, unseren ersten NIH-
Antrag zu schreiben, in dem wir weitere Arbeiten an der
Photolyase vorschlugen. Der Antrag wurde bewilligt, was zur
Folge hatte, dass bei unserer Ankunft in Chapel Hill der
grofite Teil der Ausriistung schon vorhanden war, sodass wir
bereits drei Tage nach unserer Ankunft mit den Experimen-
ten beginnen konnten.

Photolyase: ,,So komplett wie Forschung nur sein kann“

An der UNC-CH entschloss ich mich, meine Arbeiten an
der Photolyase wieder aufzunehmen, insbesondere wollte ich
die Chromophore identifizieren und den Mechanismus auf-
klaren. In relativ kurzer Zeit gelang es uns, das Enzym zu
iiberexprimieren und aufzureinigen und wir entdeckten, dass
es nicht einen, sondern zwei Kofaktoren enthilt, FADH™ und
MTHE, die beide Licht absorbieren. In einer Serie von Ex-
perimenten, bei denen wir mit Partnern aus aller Welt ko-
operierten, fanden wir, dass MTHF als Antennenchromophor
fungiert. Es absorbiert Lichtenergie und transferiert diese
Energie auf den FAD-Kofaktor, der die Katalyse ausfiihrt.
Uber die nichsten 30 Jahren gelang es dann, den Mechanis-
mus in groBer Genauigkeit aufzukldren. Wir konnten alle
Einzelschritte der Reparaturreaktion in Echtzeit verfolgen,
von der Lichtabsorption bis zur Spaltung des Dimers und dem
Riicktransfer des Elektrons auf den Flavinkofaktor. Meine
Arbeit an der Photolyase erstreckte sich iiber einen Zeitraum
von 40 Jahren und umfasste Kooperationen mit fithrenden
Wissenschaftlern auf den Gebieten Kofaktor-Chemie, Flavin-
Photochemie, Kristallographie und ultraschneller Spektro-
skopie. Ich habe mich deshalb sehr gefreut, als ein Kollege
kiirzlich eine 2011 in Kooperation mit Dongping Zhong pu-
blizierte Arbeit mit den Worten beschrieb: ,,Mit diesem
Paper ... ist die Geschichte der Photolyase, die vor 62 Jahren
begonnen hat, nun so komplett wie ein Forschungsthema nur
sein kann*."”]
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Transkriptionsgekoppelte Reparatur — Yunus Emre Destani

1985 und 1987 berichteten Philip Hanawalt und Mitar-
beiter, dass die Transkription die Nukleotidexzisionsrepara-
tur in humanen Zellen und in E. coli stark stimuliert. Sie
schlugen vor, dass die an einem Schaden zum Stillstand ge-
kommene RNA-Polymerase die Schadenerkennung be-
schleunigt, die der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in
der Exzisionsreparatur ist. Wir testeten dieses Modell in vitro
mit aufgereinigten Proteinen aus E. coli und fanden, dass die
blockierte RNA-Polymerase, ganz im Gegensatz zu diesen
Annahmen, die Reparatur hemmt. Basierend auf diesem
Ergebnis postulierten wir, dass es einen zusitzlichen Faktor
geben miisste, der die blockierte RNA-Polymerase erkennt,
von der Schadenstelle verdrangt und gleichzeitig die Assem-
blierung der Exzisionsnuklease am DNA-Schaden beschleu-
nigt. Wir identifizierten und reinigten einen Faktor, den wir
TRCF nannten (,,transcription repair coupling factor®), und
konnten dann zeigen, dass TRCF das Produkt des mfd-Gens
ist, das Evelyn Witkin schon 1956 beschrieben hatte. Wir
konnten auch zeigen, dass aufgereinigtes TRCE, RNA-Poly-
merase und die ABC-Exzisionsnuklease ausreichend sind, um
die transkriptionsgekoppelte Reparatur in vitro zu rekonsti-
tuieren. Ich halte die Veroffentlichung, in der wir diese Ar-
beiten beschrieben haben, fiir unsere &sthetischste — wissen-
schaftlich und auch stilistisch. Wir stellte eine Hypothese auf,
beschafften die notwendigen Reagenzien zu ihrer Uberprii-
fung und fanden, dass die Hypothese richtig ist. Im Verlauf
der Studie fanden wir die Antwort auf eine seit 25 Jahren
bestehende Frage (Absinken der Mutationshaufigkeit). Das
Paper ist sehr gut geschrieben, benennt pragnant das Problem
und beschreibt prizise die experimentellen Ergebnisse. Die
Daten sind klar und unmissverstindlich, und unser Modell
hat sich bewihrt. An meine tiirkischen Landsleute gerichtet
kann ich sagen, es ist mein Yunus Emre Destani (Yunus Emre
Opus). Yunus Emre war ein mystischer Dichter im 14. Jahr-
hundert. Er ist fiir die tiirkische Sprache das, was Chaucer fiir
die englische Sprache ist, und jeder Tiirke strebt nach jener
Perfektion, die Yunus Emre in seinem erkorenen Fach er-
langte.

Exzisionsreparatur im Menschen, duale Inzision Il (,,Nur Gott
und mir bekannt“) und Molekiil des Jahres

1987 wandte ich mich den Mechanismen der Nukleotid-
exzisionsreparatur im Menschen zu, die selbst nach 20 Jahren
Arbeit noch sehr schlecht verstanden waren. Wir wihlten
einen biochemischen Ansatz, um den Reaktionsmechanismus
aufzukldren, und konzentrierten uns zunachst auf die fiir uns
wichtigste Frage: Nutzen humane Zellen eine UV-Endonu-
klease/Exonuklease zum Herausschneiden des Schadens oder
findet eine duale Inzision dhnlich wie in E. coli statt? Uber
fiinf Jahre testeten wir verschiedenste Assays, Zelltypen,
Zellextrakte und Substrate mit geringem Erfolg. Dann, am 8.
November 1991, gelang es uns, das herausgeschnittene Oli-
gonukleotid zu fassen: Es war ein 27-mer (,,nominales 30-
mer*), das durch duale Inzisionen freigesetzt wurde. Ja, der
Mechanismus war eine duale Inzision, die sich aber sehr stark
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von der in E. coli unterschied. Diese Entdeckung war einer
der Hohepunkte meiner wissenschaftlichen Karriere. Als ich
das 27-mer erstmals sah, erzdhlte ich Gwen: ,,Es gibt eine
wichtige biologische Tatsache im Menschen, die nur Gott und
ich kennen®“. Wir verfolgten die Entdeckung weiter und iso-
lierten und reinigten alle Proteine auf, die fiir die duale In-
zisionsreparatur notwendig waren. Anschlieend rekonstitu-
ierten wir die Reaktion in vitro mit den vollstéindig aufge-
reinigten Komponenten. Diese Arbeit, zusammen mit der
Aufklarung des Mechanismus der transkriptionsgekoppelten
Reparatur, trug entscheidend dazu bei, dass Science 1994 die
DNA-Reparatur zum ,,Molekiil des Jahres* erklarte. Fiir das
entsprechende Sonderheft bat man mich, Paul Modrich und
Philip Hanawalt, die aufregenden Ergebnisse des vergange-
nen Jahres auf dem Gebiet der DNA-Reparatur aus unseren
und einem dutzend anderen Laboratorien zusammenzufas-
sen.

Die Reparaturkarte des Humangenoms — Piri Reis-Karte

Nach der Entdeckung der dualen Inzision im Menschen
wollten wir das weitere Schicksal des herausgeschnittenen
Oligomers ergriinden. Es gelang uns jedoch nicht, das 30-mer
aus UV-bestrahlten Zellen zu isolieren. Erst nachdem wir 20
Jahre an der Charakterisierung der humanen Exzisionsrepa-
ratur in vitro geforscht hatten, fanden wir am Ende das pro-
duzierte 30-mer in vivo. Dies erlaubte es uns, die Reparatur-
stellen iiber das gesamte Humangenom in Einzelnukleotid-
auflosung zu kartieren. Die Reparaturkarte zeigt — in einem
tatsdchlich geographischen Sinne - Berge, Téler und
Schluchten, die Regionen hoher, mittlerer und geringer oder
keiner Reparatur entsprechen. Diese Methode kann sicher
dabei helfen, Faktoren aufzukldren, die neben den primir
beteiligten Reparaturproteinen die Reparatureffizienz be-
einflussen, und konnte Anwendung fiir die Verbesserung von
Chemotherapien finden. Fiir mich personlich ist dies die am
meisten befriedigende Errungenschaft der letzten zehn Jahre,
und an meine tiirkischen Landsleute gerichtet sage ich, es ist
mein ,,Piri Reis-Karte*. Piri Reis war ein tiirkischer Admiral
und Kartograph, der 1513 die Weltkarte mit einer Akkura-
tesse zeichnete, an die kein anderer Kartograph seiner Zeit
herankam. Er wird von Tiirken als groBer Wissenschaftler
verehrt und ist wohl einer letzten aus dem goldenen Zeitalter
der ,,Islamischen Wissenschaft. Nach Einreichen dieser Er-
gebnisse ging ich auf Vortragsreise nach Peru und meinte zu
Gwen: ,,Falls mein Flugzeug in den Anden zerschellt und ich
sterbe, dann sterbe ich als gliicklicher Mann.*

Kontrollpunkte (Checkpoints) fiir DNA-Schéiden

Zellen reagieren auf DNA-Schiden mit einem Repara-
turprozess, indem sie Signalwege aktivieren, die den Zellzy-
klus anhalten, das Transkriptionsprofil andern und Apoptose
induzieren. Diese Vorginge sind wichtig fiir die zelluldre
Homoostase, und sie wurden von vielen Wissenschaftlern
intensiv erforscht. Wegen der komplexen Natur der Phéno-
mene war iiber die biochemischen Details dieser Prozesse
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jedoch kaum etwas bekannt (mit Ausnahme der Apoptose).
Vor diesem Hintergrund wollten wir unsere Erfahrungen auf
dem Gebiet der DNA-Reparatur anwenden, um die Bioche-
mie der Checkpoint-Aktivierung aufzukldren. In den letzten
15 Jahren leisteten wir wichtige Beitrdge zur Biochemie der
DNA-Checkpoints fiir UV-Schdden. Wir entwickelten eine
grole Anzahl von In-vitro-Systemen, um spezifische Schritte
im Signalweg zu lokalisieren. Unsere wohl wichtigste Errun-
genschaft war die Kopplung der Nukleotidexzisionsreparatur
mit den Schaden-Checkpoints in vollstindig definierten Sys-
temen. Ich betrachte diese Arbeiten als einen ultimativen
reduktionistischen biochemischen Ansatz, der darauf abzielt,
komplexe zellulire Phinomene in minimalistischen In-vitro-
Systemen nachzustellen.

Cryptochrome und die innere Uhr

Photolyasen sind in der biologischen Welt nicht universell
verbreitet, und ihr Vorkommen im Menschen wurde nach der
Entdeckung der Enzyme in Bakterien 1958 iiber 35 Jahre lang
kontrovers diskutiert. 1993 fiihrten wir eine umfangreiche
Studie zu diesem Problem durch und publizierten eine Arbeit,
in der wir kategorisch ausschlossen, dass Menschen Photoly-
asen besitzen. Unsere Ergebnisse beziehen sich sowohl auf
die klassischen Photolyasen, die Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimere reparieren, als auch auf einen anderen Typ von
Photolyasen, die von T. Todo entdeckt wurden und Pyrimi-
din(6-4)-Pyrimidon-Addukte reparieren. 1995 veroffentlichte
Human Genome Science eine Reihe von partiellen humanen
cDNA-Sequenzen, darunter auch ein Gen, das als Photoly-
ase-Homolog deklariert wurde. Wir besorgten uns sogleich
die cDNA fiir das gesamte Gen und fanden kurz darauf noch
ein zweites Gen, das ebenfalls eine hohe Sequenzhomologie
zu Photolyase-Genen aufwies. Nachdem wir beide Gene
kloniert und exprimiert hatten, stellten wir fest, dass weder
die rekombinanten Proteine noch die Zellen, die diese Pro-
teine iiberexprimieren, nachweisbare Photolyaseaktivitdten
aufwiesen. Wir hatten uns noch nicht entscheiden konnen,
was wir mit diesen Ergebnissen anfangen sollten, als ,,der
Zufall auf den vorbereiteten Geist traf*.

Im Mai 1996 auf meinem Riickflug von einer Reise in die
Tiirkei las ich im Bordmagazin einen Artikel von Dr. William
Schwartz tiber die innere/zirkadiane Uhr und Jetlag. Ich fand
es dublerst spannend, dass die zirkadiane Uhr durch blaues
Licht gestellt wird (bei dhnlichen Wellenlédngen wie jenen, die
von den Photolyase-Chromophoren absorbiert werden) und
dass bei blinden Miusen und Menschen, denen die bewusste
Lichtwahrnehmung fehlt, die zirkadiane Uhr trotzdem auf
Lichtreize reagiert, da das ,,zirkadiane visuelle System® ana-
tomisch und physiologisch vom bildgebenden visuellen
System getrennt ist. Nach dem Lesen dieses Artikels kam mir
der Gedanke, dass die humanen Photolyase-Paraloge, die wir
gefunden hatten, Clock-Proteine sein konnten, die auf blaues
Licht ansprechen. Ich diskutierte die Idee mit meinen Mit-
arbeitern und schlug vor, diese Proteine Cryptochrome 1 und
2 (CRY1 und CRY2) zu nennen, in Analogie zu den pflanz-
lichen Blaulichtphotorezeptoren, die ebenfalls eine hohe Se-
quenzhomologie zu den Photolyasen aufweisen. Wir verof-
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fentlichten diese Arbeit in Biochemistry im November 1996,
wie es aber schien, nahm die Fachwelt kaum Notiz davon.

Um unsere Hypothese iiberpriifen zu konnen, begann ich
augenblicklich, so viel wie moglich iiber die zirkadiane Uhr
und Neurowissenschaften zu lernen. Bis zum Ende des Jahres
1997 konnten wir dann zeigen, das Cryptochrome speziell in
denjenigen anatomischen Regionen hochexprimiert sind, die
fiir die zirkadiane Uhr entscheidend sind, ndmlich in den
Ganglienzellen der Netzhaut und im suprachiasmischen Nu-
kleus (SCN) im Gehirn, der das neurologische Zentrum der
zirkadianen Uhr in Mdusen und auch im Menschen darstellt.
Insbesondere die CRYI-mRNA zeigte eine sehr hohe Am-
plitude tdglicher Rhythmik im SCN. Das waren geniigend
Indizien fiir eine Veroffentlichung in PNAS, in der wir be-
schrieben, dass die CRYs von Saugetieren zirkadiane Pho-
torezeptoren sind. Diese Arbeit elektrisierte die Fachwelt,
doch es fehlte noch der Kausalitidtsbeweis.

Um unsere Behauptung zu beweisen, mussten wir zeigen,
dass Mutationen in den CRY-Genen die zirkadiane Uhr be-
einflussen. Wir konstruierten eine CRY2-Mutante, und als
wir sie im Laboratorium unseres Kooperationspartners
Joseph Takahashi untersuchten, zeigte sich deutlich, dass die
Mutation nicht nur die Sensitivitit der zirkadianen Uhr auf
Licht verédnderte, sondern dass sie auch in kompletter Dun-
kelheit einen Einfluss auf die innere Uhr hatte. Wir schlossen
daraus, dass CRY2 sowohl lichtabhdngige als auch lichtun-
abhingige Effekte auf die innere Uhr hat. In der Zwischen-
zeit fiihrte unser erstes Paper zur potentiellen Funktion von
CRY in der zirkadianen Uhr zur Identifizierung von CRY-
Homologen in Drosophila. Aulerdem wurde eine CRY-Mu-
tante aus Drosophila mit signifikant reduzierter Photosensi-
tivitdt isoliert. Unsere Arbeit fiihrte auch zu einer Neube-
wertung der CRY-Mutanten aus Arabidopsis, und Experi-
mente von Pflanzenbiologen bewiesen, dass CRY ebenfalls
eine wichtige Funktion in der zirkadianen Uhr in Arabidopsis
hat. Unsere Paper zu den CRY2-Mutanten der Maus sowie
von Drosophila und Arabidopsis wurden innerhalb einer
Woche veroffentlicht. Diese Ergebnisse, neben anderen
wichtigen Fortschritten auf dem Gebiet, fithrten dazu, dass
die zirkadiane Uhr 1998 in Science zum ,,Molekiil des Jahres*
erkldrt wurde.

1999 erzeugten wir in Zusammenarbeit mit T. Todo und
J. S. Takahashi sowie einer weiteren Gruppe niederlédndischer
und japanischer Kollegen Maus-Mutanten, in denen beide
CRY-Proteine defekt waren, und konnten nachweisen, dass
diese Méuse keine funktionierende zirkadiane Uhr mehr
besitzen. In der Folge kam es zu rasanten Fortschritten auf
diesem Gebiet, und bis 2000 hatte man ein detailliertes
Modell der inneren Uhr erarbeitet, demzufolge die CRY-
Proteine als primédre Transkriptionsrepressoren in der Takt-
schaltung fungieren. Neueren Hinweisen zufolge wirken die
CRY-Proteine hauptséichlich, wenn nicht sogar ausschlieflich,
als Repressoren ohne Photorezeptorfunktion in Sdugetieren,
wihrend es in Drosophila die priméren zirkadianen Photo-
rezeptoren sind. Die Entdeckung der Cryptochrome als
Proteine der zirkadianen Uhr war fiir mich personlich ein sehr
befriedigendes Ereignis, da es mir die Moglichkeit bot, wis-
senschaftliche Beitrdge in einem von der DNA-Reparatur
weit entfernten Gebiet zu leisten und damit in Wechselwir-
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kung mit vollig neuen Kollegen zu treten und vollig neue
Denkweisen zu entwickeln.

Der Kreis schliefit sich

In den vergangenen 20 Jahren haben wir am Mechanismus
der CRY-Proteine in der zirkadianen Uhr von Sdugetieren
und ihrer Photorezeptorfunktion in Drosophila geforscht und
damit zu den derzeitigen Modellen der inneren Uhr beider
Organismen beigetragen. Unsere Studien fithrten auch zu der
Entdeckung, dass die zirkadiane Uhr die Exzisionsreparatur
in Méusen reguliert und dass die Karzinogenese durch UV-
Licht einer zirkadianen Rhythmik unterliegt. Wir analysieren
derzeit, wie der zirkadiane Effekt die DNA-Reparatur im
Menschen beeinflusst, und es konnte sich herausstellen dass
dieses Wissen von grof3er Bedeutung fiir die Optimierung von
Chemotherapien sein wird. Abbildung 40 zeigt ein Bild un-
serer aktuellen Arbeitsgruppe.

Abbildung 4o. Aktuelles Foto der Arbeitsgruppe (September 2015).
Vordere Reihe von rechts nach links: Laura Lindsey-Boltz, Fazile Can-
turk, Aziz Sancar, Alana Oktay. Hintere Reihe von rechts nach links:
Christopher Selby, Yanyan Yang, Yi-Ying Chiou, Jinchuan Hu, Michael
Kemp, Muhammet Karaman, Wentao Li, Sheera Adar, Gulnihal
Erkmen, Hiroaki Kawara.

Abschlieflende Bemerkungen

Ich hatte das grofle Gliick, Eltern zu haben, die mir den
Wert von Arbeit und Lernen beibrachten. Ich hatte auch das
Gliick, ausgezeichnete Lehrer und Mentoren zu haben, von
der Grundschule in Savur, iiber die hohere Schule in Mardin,
dem Medizinstudium in Istanbul bis hin zur Promotion und
Postdoktorat in Texas und New Haven. Ich danke meiner
Familie fiir ihre Liebe. Mein besonderer Dank geht an meine
Frau Gwen fiir ihre Liebe und Unterstiitzung — um es mit den
Worten eines meiner Mentoren zu sagen: ,,Aziz, ich glaube
ohne Gwen hiéttest Du es nicht durchgestanden®. Ich danke
meinem Patenkind Rose Peifer, die Freude in mein Leben
brachte und mir das Gefiihl gibt, jung geblieben zu sein.
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