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Repagatur-
mechanismen in der&elle

1. Nukleinsauren — ein fragiler Informationsspeicher

Die Fahigkeit von Zellen, sich selbst zu reparieren, ist faszinierend und bisher zu
einem erheblichen Teil unverstanden. Sie beruht auf auRerordentlich komplexen
molekularen Mechanismen und ist in hochgradig prazisen, fur verschiedene Arten

von Schaden geeigneten Programmen organisiert. Die erste Folge einer Artikelserie

ist der Reparatur von Erbgutmolekilen (Nukleinsauren) gewidmet. Welche Aussagen

konnen anhand einer Betrachtung dieser unverzichtbaren Eigenschaft aller Organis-
men Uber ihre Herkunft getroffen werden?

Boris Schmidtgall

Einleitung

Die Verginglichkeit aller irdischen Dinge ist
eine alltagliche Erfahrung. Aufgrund dieser Ge-
gebenheit gehoren Reparaturen zu den hiu-
figsten Aktivititen in unserem Leben — nicht
nur bei Handwerkern. Allgemein gilt hierbei:
Je komplexer eine Vorrichtung ist, desto ho-
her der Reparaturaufwand. Nicht selten wer-
den umfangreiche Sitze von Werkzeugen und
einige strategische Uberlegungen benstigt, um
komplexe Reparaturen zu verwirklichen. Dazu
gehdren:

1. Erkennen/Beurteilen: Der Schaden
muss richtig eingeordnet und eine angemessene
Vorgehensweise zur Reparatur gewihlt werden.
Der Operateur muss zwischen dem intakten
und dem beschidigten Zustand unterscheiden

JAHRGANG 31 1-2024

koénnen und tiber abrufbare Verfahren verfiigen,
die bei verschiedenen Arten von Schiden zum
Erfolg fiihren.

2. Zuganglich machen: In vielen Fillen
ist eine unmittelbare Reparatur nicht moglich,
da die reparaturbediirftige Stelle zuginglich ge-
macht werden muss — z. B. durch Offnen einer
verschlossenen Einheit. Hierzu ist eine genaue
Kenntnis iiber den groeren Kontext der zu re-
parierenden Einheit unverzichtbar.

3. Verstiarken der Zerstorung: In vielen
Fillen ist es erforderlich, einen entstandenen
teilweisen Bruch zu vervollstindigen, damit
die anschlieBende Wiederherstellung erfolg-
reich ablaufen kann. Dieses Prinzip ist sowohl
im Zusammenhang mit Gebiudesanierungen
als auch dem Heilen von Knochenbriichen im
OP-Saal bekannt — auf das gezielte Brechen

Mit einem Stern* ver-
sehene Begriffe werden
im Glossar erklart.
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eines beschidigten Teils folgt das Zusammen-
fiigen oder der Neuaufbau mit nachfolgender
Wiederherstellung. Hier ist vor allem Prizision
gefragt, damit es nicht zu zusitzlichen Schiden
oder irreparablen Zerstérungen kommt.

4. Die Wiederherstellung: Operatio-
nen zur Wiederherstellung einer beschidigten
komplexen Einheit erfordern eine solide Fach-
kenntnis, Erfahrung und Geschick. Und den-
noch ist kaum jemandem die unerfreuliche
Erfahrung erspart geblieben, dass unsachgemif3
vorgenommene Reparaturen auch zur Vergro-
Berung des Schadens fithren konnen.

Reparaturen sind also nicht selten heraus-
fordernde Aufgaben und es wiirde uns viel Ar-
beit ersparen, wenn Gegenstinde wie Rechner
oder Autos sich von selbst reparieren konnten.
Doch von solchen technischen Errungenschaf-
ten sind wir noch sehr weit entfernt. In bio-
logischen Zellen finden dagegen vielfiltige und
hochkomplexe Reparaturen statt, die von ver-
schiedenen Ensembles von biologischen Nano-
maschinen bewerkstelligt werden. Aufgrund der
groflen Vielfalt von Reparaturvorgingen in der
Zelle ist dazu eine Serie an Artikeln vorgesehen,
die nach der Art der reparierten Makromolekii-
le gegliedert sein wird: Nukleinsiuren, Proteine
und Lipide (Zellwandbausteine). Der erste Teil
dieser Serie ist der Reparatur von Schiden an
Erbgutmolekiilen (Nukleinsiuren) gewidmet.

Zu den Nukleinsiuren zihlen die Desoxy-
ribonukleinsiuren (DNA) und die Ribonukle-
insiuren (RINA) — organische Kettenmolekiile,
die sich in ihrer Beschaffenheit nur wenig, aber
zum Teil erheblich hinsichtlich ihrer biologischen
Funktionen unterscheiden (Abb. 1 und Abb. 2).
‘Wihrend DNA ausschlieflich als Speicherme-
dium fiir genetische Information fungiert, die-
nen RNA-Molekiile hauptsichlich als Uber-
trager und Regulatoren des Informationsflusses
von der DNA zu den Proteinen.

Ursachen von Schaden an Nuklein-
sauren

Nukleinsiuren sind kinetisch* einigermalBlen
robust, aber thermodynamisch* unbestindig.
Anders ausgedriickt: Im zelluliren Milieu un-
terliegen diese Molekiile stindig einer unum-
kehrbaren Zerfallstendenz, auch wenn dies eher
Abb.1 Kugel-Stab-Modelle der molekularen Bausteine (Nukleo-

tide) von DNA und RNA (weile Kugeln: Wasserstoff, grau: Koh-
lenstoff, blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, dunkelrot: Phosphor).
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langsam geschieht. Ohne stindige Reparatur
durch Enzyme wiirden die verursachten Schi-
den zu einem schnellen Tod des Organismus
fithren. Die Schiden konnen nicht-biologisch
oder biologisch verursacht sein. Im Folgenden
werden die Ursachen von Schiden an Nukle-
insduren kurz angeflihrt. Eine detaillierte Be-
trachtung der Prozesse, die Schiden hervorru-
fen, kann 1m Kastentext ,,Niheres zu Ursachen
von Schiden an Nukleinsiuren® nachgelesen
werden.

Nicht-biologische Ursachen fiir Schiden an
Nukleinsduren

Strukturverdnderung durch elektromagnetische Strah-
lung (s. Abb. 3): Elektromagnetische Strahlung
kann die Struktur und chemische Bindungen
von Nukleinsiuren verindern. UV-Strahlung
fordert R eaktionen der DNA- und RNA-Bau-
steine mit Wasser und die Quervernetzung von
Nukleinsauren.

Zucker-
phosphat

Zucker-
phosphat

8 Cytosin G

Zucker-
phosphat

“ Adenin

Zucker-
phosphat

Thymin

Abb. 2 Modell einer DNA-Doppelhelix und Kugel-Stab-Darstellungen der im Inneren der
Doppelhelix angeordneten Nukleobasen*, die Giber Wasserstoff-Briickenbindungen (blau
punktiert) miteinander interagieren. Das Modell einer RNA-Doppelhelix unterscheidet sich
nur wenig von demjenigen einer DNA-Doppelhelix.

Abb. 3 Einige Beispiele fiir
A Veranderungen der Struktur
0 0 o} von Nukleinsauren durch
HC HAC 5 CHg TG UV-Licht. A Quervernetzung
| NH = NH UV-Licht HN NH von DNA iiber Thymin-Nu-
/& + | /g kleobasen; B Durch UV-Licht
5}' o hl'l 0 0~ °N 'f 0 initiierte Reaktion einer
Zuckerphosphat Zuckerphosphat Zuckerphosphat Zuckerphosphat Cytosin-Base mit Wasser;
C Quervernetzung von DNA
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer Uber Adenin-Nukleobasen.
(Nach Kciuk et al. 2020)
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Kompakt

Organismen bestehen aus vielen chemisch unbestandigen Molekulen. Daher un-
terliegen nahezu alle Biomolekiile (DNA, RNA, Proteine und Bausteine der Zellwand
und -membran) einer standigen Zerfallstendenz. Um zumindest eine gewisse Zeit
leben zu kénnen, miissen Organismen dieser Tendenz durch gezielte Reparatur ent-
standener Schaden entgegenwirken. Hier werden Reparaturmechanismen der Nu-
kleinsauren, aus denen das Erbmolekiil DNA aufgebaut ist, naher betrachtet. Diese
Makromolekiile werden durch Einwirkung von UV-Licht, chemische Reaktionen mit
Wasser und mit Reaktionsprodukten des Sauerstoffs beschadigt oder aufgrund
von fehlerhaft verlaufenen biochemischen Synthesen mit mehr oder weniger stark
ausgepragter Beeintrachtigung der biologischen Funktion gebildet. Alle Zelltypen
weisen daher eine Reihe von hochprdzisen und auf verschiedene Eventualitaten ab-
gestimmten Reparaturprogrammen auf.

Eine nahere Betrachtung der Reparatursysteme zeigt auf, dass in den verschiede-
nen Domanen des Lebens (Archaea, Bakterien, Eukaryoten) ahnliche biochemische
Werkzeuge (Enzyme) verwendet werden, wobei Eukaryoten sich hinsichtlich der
Signalverarbeitung und -libertragung deutlich von den anderen Lebewesen unter-
scheiden. Wahrend in der wissenschaftlichen Literatur vielfach behauptet wird, die
Reparatursysteme seien evolviert, stellen die Autoren gleicherweise oft fest, dass sie
Lextrem konserviert” sind, was bedeutet, dass es also keine Hinweise auf nennens-
werte Veranderungen gibt. Zudem fehlt es an griindlichen Versuchen, plausible Hy-
pothesen fiir das evolutive Zustandekommen von Reparatursystemen aufzustellen.
Eine zwanglose Interpretation aller bisherigen Erkenntnisse zu biologischen Repa-
ratursystemen ergibt sich dagegen, wenn intelligente Planung angenommen wird.

Abb. 4 Oxidationen aller
vier DNA-Nukleotide an
den Nukleobasen durch
ROS.Im Fall der RNA sind
die Reaktionsmuster sehr
ahnlich. Die Reaktions-
gleichungen sind qualitativ
und nicht stochiometrisch
(quantitativ).

Oxidation durch Reaktive Sauerstoffspezies (re-
active oxygen species, ROS; s. Abb. 4): Durch Re-
aktionen mit ROS (Oxidationen) verindern
sich sowohl die Gestalt als auch die chemischen
und biologischen Eigenschaften der Erbgutmo-
lekiile (StnHA & HADER 2002; KUSNETSOVA et al.
2009; Kcruk et al. 2020).
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Bindungsspaltung — durch  Wasser  (Hydrolyse;
s.Abb. 5): Viele chemische Bindungen in der
DNA sind anfillig fiir Spaltung durch Reaktio-
nen mit Wasser. Betroften sind die glykosidische
Bindung*, die Phosphodiester-Verkniipfung
zwischen Nukleotiden und die Aminogruppe
des Cysteins.

Biologische Ursachen fiir Schdden an Nukle-
insduren

Fehlerhafte DNA-Replikation: Bei jeder Zelltei-
lung und Fortpflanzung muss das Erbgut ko-
piert werden. Durch fehlerhafte Kopiervorgin-
ge konnen Doppel- oder Einzelstrangbriiche
entstehen.

Methylierungen: Die Genregulierung erfolgt
zu einem grofien Teil tiber Methylierungen der
Nukleobasen Cytosin bzw. Adenin durch Me-
thyltransterasen. Fehlerhafte Methylierungen
konnen die Genfunktion storen und miissen
daher beseitigt werden.

Schéiden durch andere Organismen an RNA:
RNA-Molekdiile sind dhnlich anfillig fiir Oxida-
tion wie DNA und noch weniger bestindig gegen
Hydrolyse. Dariiber hinaus verfligen viele Or-
ganismen tiber biochemische Einrichtungen, die
dazu dienen, RNA-Molekiile anderer Organis-
men zu zerstoren — in vielen Fillen durch Spal-
tung der glykosidischen Bindung bestimmter
Nukleotide der RNA-Sequenz. Einige Orga-
nismen verwenden RNA-zerstorende Gifte, um
sich vor Fressteinden zu schiitzen. Ziel solcher
Angriffe sind tRNA-Molekiile und Ribosomen.

Es ist nicht tibertrieben zu sagen, dass Schi-
den an Nukleinsiuren praktisch alle Vorginge in
der Zelle betreften. Die Anzahl der DNA-Schi-
den bei Menschen pro Tag pro Zelle wird von
verschiedenen Autoren auf 10*-10° geschitzt
(LinpAHL 1993;Youserzapes et al. 2021). Uber
eine vergleichbare Quantifizierung der Schiden
an RNA-Molekiilen liegen bisher keine belast-
baren Daten vor. Dennoch diirfte auch hier der
Reparaturaufwand der Zelle idhnlich immens
sein. Folglich missen alle Organismen iiber
hocheftiziente, funktional sehr breit angelegte
und stindig abrutbare Reparaturmechanismen
verfiigen, um zu tberleben. Aus diesen Griin-
den ist das Interesse, biologische Selbstrepara-
turprozesse zu verstehen, in den Lebenswissen-
schaften sehr grol3 und die Forschung wichst
rasant (HuanG & Zuou 2021).
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Bei sehr schweren oder irreparablen Schi-
den tritt bei hoheren Lebewesen der program-
mierte Zelltod ein — eine altruistische (,,un-

eigenniitzige®) Verhaltensweise der Zellen, g /&0 HO N0
die den Erhalt des Organismus zum Ziel hat. 0 - = hiky
Gegenwirtig wird angenommen, dass der pro- NH; a =N
grammierte Zelltod eine ausweichende Reak- 2 _on }4 XN O‘F,/OH NH N/J
tion von Organismen ist, die aber das Altern zur 0% <N | /) Hydrolyse 0% “~oH
9 0 N HO
Folge hat (YOUSEFZADEH et al. 2021). o H,O O oH
A o o
HO N
e} ) NH HO N
2o <~ILL/* e % 1):”\”
o) N NH5 07 “oH NH™ ™ NH

Abb. 5 Spaltung chemischer Bindungen der DNA (rote Pfei- G i (0] OH
le) - veranschaulicht an einem kurzen DNA-Strang aus drei HO\ _0
Nukleotiden (CAG). Am Cytidin (C) erfolgt hydrolytische Des- 0% HO
aminierung, die Purin-Basen (A und G) werden abgespalten OH i 0
(Spaltung der glykosidischen Bindung®) und die Phosphat- 07 oH

Brucken zwischen den Nukleotiden werden gespalten.

Naheres zu Ursachen von Schaden an Nukleinsauren

Nicht-biologische Ursachen fiir Schaden an Nukleinsauren

Schdden durch UV-Strahlung

Relevant ist vor allem Strahlung mit Wellenlangen im Bereich von
280-315 nm (UV-B), da sie nicht durch die Ozonschicht abgefangen
wird. Sie flihrt zur Quervernetzung der DNA durch Bildung verschie-
dener Typen chemischer Bindungen zwischen DNA-Nukleobasen* (z. B.
Dimerisierung von Thymin), wobei Verkniipfungen zwischen Pyrimi-
din-Basen deutlich hdufiger vorkommen. Dariiber hinaus kann direk-
te UV-Licht-Einwirkung Doppel- und Einzelstrangbriiche verursachen,
wobei Erstere schwer zu reparieren sind und besonders gravierende
Folgen haben kdnnen (Fernanpez et al 2021).

Oxidation durch ROS (reactive oxygen species)

Wahrend molekularer Sauerstoff (O,) ungiftig ist, verhalt es sich anders
mit einigen seiner Reaktionsprodukte, den ROS. Solche Verbindungen
kénnen durch Einwirkung von UV-Licht entstehen oder durch Elektro-
nentransfer auf Sauerstoff-Molekiile von einigen zelleigenen kleinen
Molekiilen (ScHmiptcall 2022). ROS gehen leicht mit vielen verschiede-
nen Molekilen Reaktionen ein, auch mit Erbgutmolekiilen. Reaktionen
von Erbgut-Molekulen mit ROS zahlen zu den Oxidationen. Besonders
anfallig fuir Oxidationen ist die Nukleobase Guanosin.

Bindungsspaltung durch Wasser

Obwohl Nukleinsauren gegentiber der Reaktion mit Wasser kinetisch*
einigermalien bestandig sind, stellt die Hydrolyse die mit Abstand
haufigste Ursache von Schaden an der DNA dar (YouserzapeH et al. 2021).
Der Grund dafiir ist die groBe Menge von Wassermolekiilen im zellu-
laren Milieu, weswegen die langsam verlaufende Hydrolyse zu einem
signifikanten Phanomen wird. Zum einen werden dadurch Nukleoba-
sen vom Zuckerphosphat-Riickgrat der DNA abgespalten, sodass ,L6-
cher”in der DNA-Helix entstehen, wofiir besonders der DNA-Baustein
Adenosin anfallig ist. Zum anderen kommt es zu Einzelstrangbriichen
als Folge hydrolytischer Spaltungen des DNA-Ruckgrats (Phosphodies-
ter-Bindungen). Des Weiteren wird Cytosin durch Reaktion mit Wasser
in Uracil umgewandelt — eine Reaktion, die als hydrolytische Desami-
nierung bezeichnet wird. Da Uracil nicht zu den kanonischen Nukleo-
basen der DNA (wohl aber der RNA) gehort, stellt es dort eine Storung
dar und wird im Erbgut der Zelle als Defekt erkannt.

Biologische Ursachen fiir Schiden an Nukleinsduren

Im Zuge der Zellteilung wird das gesamte Erbgut einer Zelle durch
DNA-Polymerasen® kopiert. Da bei diesem Vorgang die Doppelhelix in
ihre Einzelstrange aufgewickelt wird, spricht man bildhaft von einer
,Replikationsgabel”. Im Verlauf des Kopiervorgangs bewegt sich der
Enzymkomplex der DNA-Polymerase — vergleichbar mit einem Zug auf
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Gleisen — auf der DNA, wobei die gedffnete Stelle (Replikationsblase)
mitwandert. Trifft die DNA-Polymerase auf ungepaarte Stellen in der
DNA (fehlgepaarte Basen) oder Locher, d. h. Stellen ohne Nukleobase,
kann es zum Zusammenbruch des Komplexes kommen und infolge-
dessen zu einem Doppelstrangbruch (DSB). Dieser Vorgang ist weit
haufiger fir die Entstehung von DSB ursachlich als z. B. die Einwirkung
von UV-Licht (CHapmaN et al. 2012).

Methylierungen

In Organismen ist das Anfiigen von Methylgruppen (-CH3) eine haufig
vorkommende biochemische Reaktion. Durch Methylierung werden
transponierbare Elemente reguliert — mobile genetische Elemente,
die eine entscheidende Rolle in der Variabilitat bzw. Anpassungsfahig-
keit der Lebewesen spielen (Borcer 2023). Ebenso wird die Genaktivi-
tat durch Methylierungen der DNA reguliert: Indem die Nukleobasen
Cytosin bzw. Adenin mit Methylgruppen versehen werden, erfolgt das
Ausschalten bestimmter Gene. Solche Vorgange erfolgen unter Kataly-
se durch DNA-Methyltransferasen, wobei es allerdings auch zu Neben-
reaktionen kommt. Fehlplatzierte Methylierungen missen entfernt
werden, um die richtige Funktion der Gene aufrecht zu erhalten (Sa.
et al.2022).

Schdden durch andere Organismen an RNA

Lange Zeit glaubte man, dass Schaden an RNA-Molekdilen irrelevant
sind, da diese Makromolekiile im Vergleich zur DNA relativ schnell ver-
braucht,enzymatisch abgebaut und an der DNA neu synthetisiert wer-
den. Inzwischen ist zudem gesichert, dass verschiedene RNA-Molekiile
im Rahmen der ,biochemischen Kriegsfithrung® auf zelluldrer Ebene
(z. B. durch Parasiten bzw. Fressfeinde) zwischen verschiedenen Orga-
nismen am haufigsten angegriffen werden (SHuman 2023). Vor allem
bei Eukaryoten sind RNA-Molekdile in einem wesentlich hoheren Maf3e
fir solche Angriffe exponiert als die im Zellkern kompakt verdrillte
DNA. Da funktionale RNA-Molekiile im Unterschied zu Proteinen ihre
Struktur kaum verandern und gleichzeitig zentrale Funktionen in der
Zelle tibernehmen, eignen sie sich besonders gut als Angriffsziele fir
Parasiten oder Rauber. Beispielsweise attackieren die Pilze Kluveromy-
ces und Millerozyma als Parasiten die Zellen von Wirtspflanzen, indem
sie das RNA-Toxin Zymocin ausscheiden. Dieses Gift ist gegen das
transfer-RNA (tRNA)-Molekiil der Aminosaure Glutamin gerichtet und
stort daher die Proteinbiosynthese der Pflanze (JaBLoNowski & SCHAFFRATH
2007). Weit verbreitet ist auch die defensive Nutzung von RNA-Giften
wie Rizin, Abrin oder Saporin z. B. durch Pflanzen gegen Fressfeinde.
Diese Gifte bewirken die Spaltung der glykosidischen Bindung* von
Nukleotiden in ribosomalen RNA (rRNA)-Molekilen und machen Ribo-
somen* funktionsuntiichtig (Stiree & BATTELI 2006).
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Reparaturmechanismen fur
Schaden an DNA

Die zellulire Antwort auf Schiden an Nuklein-
siuren besteht aus einem mehrstufigen, hoch-
komplexen Vorgang, der immer noch zu einem
erheblichen Teil unverstanden ist (Huang &
Zuou 2021). Kurz zusammengefasst sieht der
Verlauf der zelluliren Antwort auf DNA-Schi-
den bei allen Lebewesen wie folgt aus: 1. Wahr-
nehmung und Signalweiterleitung: Sensor-Pro-
teine interagieren mit der beschidigten Stelle
und leiten ein Signal weiter, das verschiedene,
auf das Beheben des Schadens ausgerichtete
MabBnahmen auslost. 2. Zu den MaBnahmen
gehort das Anhalten des Zellzyklus bzw. der
Zellteilung — begleitet vom Ankurbeln geeig-
neter Reparaturprozesse — oder dem Auslosen
des programmierten Zelltods (Apoptose; nur
bei Eukaryoten). Der beschriebene Vorgang
impliziert im zweiten Teilschritt eine Entschei-
dungsfindung, der eine Abwigung des Reparatur-
aufwands vorausgeht; im Fall einer Reparatur ist
dann die Wahl eines zum Schaden passenden
Reparaturprogramms erforderlich.

Zu den Reparaturwerkzeugen, tiber die alle
Lebewesen verfiigen, gehoren: 1. Erkennungs-
faktoren: Proteine, die den Schaden identi-
fizieren; 2. Helikasen: Enzyme, die die DNA-
Helix entwinden; 3. Nukleasen: Enzyme, die
beschidigte Teile des Erbguts ausschneiden; 4.
DNA-Polymerasen: Enzyme, die den entfern-
ten Teil des Erbguts erneut synthetisieren und
5. DNA-Ligasen: Enzyme, die den neu synthe-
tisierten Strang mit dem noch intakten Erbgut
verkniipfen.

Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSB)

Doppelstrangbriiche stellen, wie zuvor erwihnt,
die grofite Gefahr fuir Zellen dar. Eine beson-
dere Herausforderung hierbei ist es, die von-
einander abgetrennten Strang-Enden zwecks
Wiederverkniipfung in unmittelbare Nihe zu
bringen, was im sehr dichten Zellmilieu sehr
schwierig ist (Vocr & HEe 2023). Die frithes-
ten Forschungsarbeiten zu Reparaturen von
DSB wurden an E.-coli-Bakterien durchge-
fithrt. Schon 1974 wurde unter dem Begrift
»SOS-Antwort* die Hypothese aufgestellt, dass
DNA-Strangbriiche in Bakterien eine Antwort
mit dem Ziel der Schadensbehebung auslosen
(RAapMAN 1974). Inzwischen sind viele Details
dieses hochkomplexen Vorgangs bekannt (Li-
MA-NORONHA et al. 2022). Ausgelost wird die
Antwort durch das RecA-Protein — ein zen-
trales und hochgradig multifunktionales Steue-
rungselement in der bakteriellen SOS-Antwort.

Es erkennt ungepaarte DNA-Stringe und bin-
det daran. Diese Bindung bewirkt die Spaltung
von LexA, einer Art Repressor*- und Schutz-
protein der DNA. Dabei wird unter anderem
das SOS-Regulon* freigelegt — eine Gruppe
von Regionen im Bakterien-Erbgut, die flir
das Auslosen des Reparaturprogramms zustin-
dig sind. Dazu gehort die vermehrte Synthese
des Proteinkomplexes RecBCD, das ist ein gro-
Ber Proteinkomplex, der die DNA gezielt und
unter ATP*-Verbrauch an der Stelle des DSB
entwindet und durch Schnitte an bestimmten
Stellen fiir die Neusynthese des beschidigten
Abschnitts durch eine DNA-Polymerase vor-
bereitet. Zudem wird mit SulA ein Protein er-
zeugt, das die Zellteilung verhindert, um zuerst
die Reparatur des Schadens zu beenden und so
die Weitergabe eines moglichst unbeschidigten
Erbguts zu erméglichen. Ebenso wird die Syn-
these von DNA-Polymerasen durch das SOS-
Signal hochreguliert.

Der in den meisten Fillen stattfindende Re-
paraturvorgang wird als ,,homologe Rekombi-
nation‘* (HR) bezeichnet und verliuft wie folgt:
Der gebildete Komplex DNA-RecA sucht un-
ter ATP-Verbrauch nach einer strukturell pas-
senden Doppelstrang-DNA, die als Templat fur
die erneute Synthese der DNA dient. Die Neu-
synthese eines DNA-Abschnitts erfolgt unter
Verwendung einer intakten dsDNA (doppel-
stringige DNA) als Templat. Nach abgeschlos-
sener Neusynthese verbindet eine DNA-Ligase
den neuen Abschnitt mit dem intakten alten.

Die HR ist ein energieintensiver und sehr
fehlerarmer Reparaturvorgang, da die darin
wirksamen Polymerasen iiber eine Korrektur-
funktion verfligen — sie erkennen falsch ein-
gebaute Nukleotide und ersetzen sie durch die
richtigen. Die HR kann allerdings nicht immer
verwirklicht werden, z. B. wenn die Schiden an
der DNA zu grof3 sind oder wenn ein passendes
dsDNA-Templat nicht verfligbar ist. Aus die-
sem Grund verfligen Organismen tiber DNA-
Polymerasen, die die Reparatur ohne Templat
verwirklichen kénnen. Hierbei kommt es aller-
dings wesentlich hiufiger zu fehlerhaft einge-
bauten DNA-Bausteinen und auch dem Verlust
von genetischer Information.

Das hier dargestellte Modell beruht auf For-
schungsarbeiten an E.-coli-Bakterien, ist aber im
Prinzip auf viele andere Bakterien anwendbar
(LiMA-NORONHA et al. 2022). Bei Eukaryoten
ist der Reparaturvorgang deutlich komplexer,
wobei es hinsichtlich der Enzyme einige Ent-
sprechungen gibt. Ginzlich anders ist bei Eu-
karyoten das die ReparaturmaBnahmen auslo-
sende Signal und dessen Weiterleitung. (HuanG
& Znou 2021; Nupa & Nakanisai 2006). Bei
Archaea wurden viele dhnliche Elemente der
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Reparatur von DSB gefunden, wobei wesent-
lich weniger Details tiber das gesamte Repara-
tursystem und die zugrundeliegende genetische
Information bekannt sind. Uberraschend und
bisher unverstanden ist hierbei die Tatsache, dass
selbst extremophile* Archaea nach bisherigem
Wissen nicht tiber andere Reparaturwerkzeuge
verfliigen, obwohl sie unter Bedingungen leben,
die zweifellos zu deutlich héheren Mutations-
raten fithren (MARSHALL & SANTANGELO 2020).

Reparatur von Basen-Fehlpaarungen
(mismatch repair, MMR)

Das Resultat fehlerhafter Replikation sind hiu-
fig Basenfehlpaarungen. Solche Mutationen
kommen einmal pro ca. 10° DNA-Bausteine
vor. Relativ gut erforscht ist der Mechanis-
mus der Wiederherstellung der korrekten Ba-
senpaarungen bei Eukaryoten und Bakterien
(MobricH 2016). Die Heraustorderung besteht
hierbei darin, die Fehlpaarung zu erkennen und
zugleich auch den Strang zu identifizieren, der
das fehlerhaft eingebaute Nukleotid enthilt.
Bei E.-coli-Bakterien geschieht dies durch die
zwel Proteine MutL und MutS, die als Kom-
plex an die DNA binden und unter ATP-Ver-
brauch tiber die DNA gleiten kénnen (Mo-
DRICH 2016). Sobald der Komplex MutS-MutL
auf eine Fehlpaarung trifft, wird ein weiteres
Protein MutH rekrutiert, das spezifisch an dem
nichtmethylierten Strang einen Schnitt einfligt.
Auf diese geniale Weise wird sichergestellt, dass
der Schnitt am neu synthetisierten Strang ge-
setzt wird, der wahrscheinlich den fehlerhaft
eingebauten Baustein enthilt, da nur der alte
Strang methyliert ist (MARSHALL 2020). Diese
Schnittstelle wird von der Helikase UvrD er-
kannt, die die Helix entwindet. AnschlieBend
wird der Strangteil, der das fehlerhaft einge-
fihrte Nukleotid enthalt, durch eine Exonuk-
lease entfernt und es findet eine Neusynthese
durch eine DNA-Polymerase nebst Verkniip-
fung durch eine Ligase statt. Insgesamt werden
nach aktuellem Wissensstand mindestens acht
verschiedene Proteine flir die Reparatur von
Fehlpaarungen bei E.-coli-Bakterien bendtigt.

Bei Eukaryoten ist der Satz der Werkzeuge
fiir die Reparatur demjenigen der E.-coli-Bak-
terien dhnlich, wobei es aber kein Analogon zu
MutH gibt — dessen Funktion wird jedoch von
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anderen Enzymen ausgefiihrt. Bei Archaea sind
dagegen Analoga von MutS/MutL nur bei ei-
nigen Arten nachgewiesen worden (z. B. Metha-
nosaeta thermophila). Bei vielen Archaea erfolgt
die MMR durch NucS/EndoMS-Nukleasen,
die sich strukturell deutlich von MutL/MutS
unterscheiden. Es gibt allerdings auch Archaea,
bei denen weder MutL/MutS noch EndoMS
identifiziert worden sind (MarsHALL 2020).

Ausschneiden von Nukleobasen
(base excision repair, BER)

Wird eine Nukleobase durch Oxidation, fehler-
hafte Methylierung oder hydrolytische Desami-
nierung strukturell verdndert, ist es erforderlich,
sie zu entfernen. Der hierfiir in Organismen
verfugbare Reparaturmechanismus ist bei allen
Lebewesen vom Bakterium bis zu Menschen
sehr dhnlich (Warrace 2014). DNA-Glykosy-
lasen erkennen strukturell verinderte Nuk-
leobasen als Defekt und spalten darauthin die
chemische Bindung zwischen dem Zuckerbau-
stein der DNA und der beschidigten Nukleo-
base. Auf diese Weise hinterldsst das Enzym ein
,Loch® (apurinic/apyrimidinic site [AP], eine
basenfreie Stelle) in der DNA. Der verbleiben-
de Zuckerrest wird von einem weiteren Enzym,
einer AP-spezifischen Lyase, abgespalten. An-
schlieBend erfolgen das Entfernen des beschi-
digten Strangteils durch eine Exonuklease und
die erneute Synthese durch eine DNA-Poly-
merase mit abschlieBender Bindungskniipfung
durch eine Ligase. Interessant ist bei diesem
Reparaturmechanismus, dass sowohl bei Men-
schen als auch bei Bakterien elf verschiedene
Glykosylasen vorliegen, wovon vier fiir das Ent-
fernen von fehlplatziertem Uracil oder Thymin
zustiandig sind, sechs flir oxidativ abgewandelte
Nukleobasen und eine fiir fehlerhaft methylier-
te Nukleobasen (Wartace 2014). Organismen
mit einfacheren Sitzen von Glykosylasen sind
bisher nicht bekannt.

Ausschneiden von Nukleotiden und Ribo-
nukleotiden (nucleotide excision repair,
NER; ribonucleotide excision repair, RER)

Auflésungen von UV-induzierten DNA-Quer-
vernetzungen erfolgen durch das Erkennen und
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Ausschneiden der betroffenen Nukleotide. Da-
bei fligen bestimmte Enzyme auf beiden Sei-
ten der DNA-Doppelhelix Schnitte ein. Bei
Bakterien ist hierfiir UvrA2/B/C/D der zu-
standige multifunktionale Enzymkomplex. An-
schlieBend erfolgt wie in oben beschriebenen
Fallen der Vierschritt aus Entwinden, Entfer-
nen, Neusynthese und Ligation. NER ist bei
Bakterien wie bei Archaea und Menschen sehr
dhnlich beschaffen und ebenfalls unverzichtbar.
Das Ausschalten der Gene fur die Synthese der
NER-Enzyme bei Halobakterien fiihrte zu ei-
ner extremen Empfindlichkeit gegen UV-Licht
(MarsHALL 2020).

Es kommt auch vor, dass Ribonukleotide*
Lirrtimlich® in die DNA eingebaut werden.
Das liegt unter anderem daran, dass Ribonuk-
leotide in einer um einige GroéBenordnungen
hoheren Konzentration in der Zelle vorliegen
als Desoxyribonukleotide*. Auflerdem werden
im Verlauf der Replikation Oligoribonukleoti-
de als Primer* fiir die Initiation der DNA-Syn-
these verwendet, wonach es passieren kann, dass
die Ribonukleotide unvollstindig entfernt und
anschlieBend in die DNA eingebaut werden.
Bei einigen Archaea konnte der durchschnitt-
liche Einbau von einem Ribonukleotid pro ca.
1000 DNA-Bausteine nachgewiesen werden
(MaArsHALL 2020). Der Reparaturmechanismus
hierfiir ist bei allen Organismen ihnlich und
wird als ,,universell konserviert” bezeichnet, was
einerseits eine gemeinsame Abstammung aller
Organismen unterstellt, andererseits ihre weit-
gehende Unverdnderlichkeit anzeigt. Die Nu-
klease RNaseH?2 fithrt gezielt entweder am 3°-
Ende (Bakterien, Eukaryoten) oder am 5-Ende
des Ribonukleotids eine Bindungsspaltung ein.
AnschlieBend erfolgt auch hier die Wiederher-
stellung durch Entwinden, Entfernen, Neusyn-
these und Ligation.

Einzigartige Reparaturvorgdnge in
Eukaryoten

Reparaturvorginge bei Eukaryoten sind weit-
aus komplexer als bei Prokaryoten und Archaea,
auch wenn die verwendeten Enzyme ihnlich
sind. Kurz zusammengefasst verlaufen sie nach
folgendem Muster: An der Stelle des Schadens
bildet sich ein Proteinkomplex (9-1-1-Kom-
plex), der ein Signal auslost, das in der Form
einer Kaskade von Phosphorylierungen* iiber

einige Stationen weitergegeben wird. Zentrale
Rollen kommen dabei zwei sehr groBen Protei-
nen ATM und ATR zu (jeweils ca. 350 kDa¥),
die iiber 100 R eaktionspartner phosphorylieren.
AnschlieBend erreicht das Signal dann Eftektor-
Proteine wie p53, die MaBnahmen zur Scha-
densbehebung auslosen (NDA & NAKANISHI
2006). Dazu gehort das Anhalten des Zellzyklus,
das eine Vervollstindigung der Reparatur vor
der Zellteilung erméglicht (Huane & Znou
2021; Nupa & Nakantsai 2006). Ebenso wie in
Bakterien wird die Synthese von Reparaturen-
zymen angekurbelt und zum Schaden passende
Reparaturprogramme werden ausgelost — oder
im Fall eines zu hohen Reparaturaufwands der
Zelltod. Die groBen Unterschiede zwischen
Eukaryoten und den anderen Organismen lie-
gen vor allem in der Weiterleitung des Signals,
wihrend die Reparaturprogramme, die oben
erliutert wurden, bei Eukaryoten in vieler-
lei Hinsicht Ahnlichkeiten zu denjenigen von
Bakterien bzw. Archaea aufweisen.

Reparatur von Schéiiden der RNA

Reparaturen von RINA-Molekiilen sind ne-
ben Schiden durch Oxidation und Hydrolyse
auch wegen der ,biochemischen Kriegsfith-
rung® zwischen Organismen erforderlich (z. B.
bei intrazellulirem Parasitismus). Im Verlauf
der vergangenen zwanzig Jahre sind viele fas-
zinierende Enzyme entdeckt worden, die die
Funktion haben, beschidigte RNA-Molekiile
wiederherzustellen. Repariert werden tRINA-
Molekiile und Ribosomen, nicht jedoch kleine
RNA-Molekiile. Es sind unter anderem Repa-
raturenzyme beschrieben worden, die zugleich
gegensitzliche Aktivititen ausiiben: das Brechen
und das Reparieren bestimmter Bindungen
(BurroucHs & ARraVIND 2016). Zudem ver-
fiigen RNA-R eparatursysteme nicht nur iiber
die Kompetenz, RNA-Molekiile zu reparieren,
sondern kdnnen auch kiinftigen erneuten An-
griffen vorbeugen. Nach der Reparatur wird die
reparierte Stelle durch Methyltransterasen me-
thyliert, sodass erneute Spaltungen verhindert
werden (SHUMAN 2023). Die Reparatursyste-
me bestehen bei Prokaryoten aus verschiede-
nen Enzymen, die aufeinander abgestimmt die
Reparatur von RNA-Molekiilen ausfithren. In
Eukaryoten sind die einzelnen funktionellen
Module zu einem einzigen, riesigen Multien-
zymkomplex kombiniert, der wegen seiner Mul-
tifunktionalitit als ,,Schweizer-Messer-Protein®
bezeichnet wird (BurRrOUGHS & ARAVIND 2016).
RNA-Reparaturenzyme kommen in allen Do-
minen des Lebens vor und die einzelnen Mo-
dule sind bei allen Lebewesen sehr dhnlich, gel-
ten also auch als ,,hochkonserviert*.
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Diskussion: Erklarung der
Entstehung von Reparatursystemen
durch Evolution?

Bereits der Umstand, dass Erbgutmolekdile che-
misch unbestindig und auf mannigfaltige Wei-
se flir Schiden anfillig sind, gibt Forschern zu
denken. DE Laart et al. (1999) sehen es als ,,fun-
damentales Problem, dass die genetische In-
formation in einer Form gespeichert wird, die
chemisch nicht inert [nicht reaktionstihig] ist™.

Das hier beschriebene Ausmal3 der Schiden
an Nukleinsiuren allein durch Einwirkung von
Wasser und UV-Licht lisst gegenwirtig weit
verbreitete Spekulationen tber eine hypotheti-
sche ,,RNNA-Welt“ als evolutionire Etappe vor
dem Entstehen erster Zellen als absurd erschei-
nen. Zugleich wird deutlich, dass angenom-
mene frithe primitive einzellige Lebensformen
ohne einen umfangreichen ,,Werkzeugkoffer*
mit hocheffizienten Erkennungs-, Signal- und
Reparaturenzymen nicht iiberlebensfihig sein
konnten. Kaum ein Autor wagt den Versuch,
im Detail zu erkliren, wie die Reparaturme-
chanismen entstanden sein koénnten. Es wird
einfach ohne Begriindung behauptet, sie seien
evolviert. Zugleich wird oft konstatiert, dass die
Reparaturwerkzeuge von Bakterien bis Men-
schen ,,extrem konserviert” seien — damit wa-
ren sie nach evolutionirer Lesart seit ca. 3,54
Milliarden Jahren Evolution im Wesentlichen
unverandert: ,,Dartiber hinaus sind mehrere
DNA-Reparatursysteme in jeder oder min-
destens in zwei der Dominen des Lebens tief
konserviert [...], sogar in Prokaryoten® (Bur-
ROUGHS & ARAVIND 2016). Die vielfach nicht
ausgesprochene, aber zwingende Folgerung ist
demnach, dass praktisch alle hochkomplexen
Reparaturenzyme sehr schnell bis quasi zeit-
gleich im Zuge der frithen Evolution entstan-
den sein miissten. Allerdings bringt niemand
den Mut auf, eine derart vernunftwidrige An-
nahme zu Papier zu bringen.

Die Abhingigkeit vieler Reparaturprozes-
se von der molekularen Energiewihrung ATP
stellt ebenfalls eine schwierige Hiirde fiir evolu-
tionare Modelle dar, da hierfiir eine bestindige
ATP-Synthese bendtigt wird. Das ist aber nur
mit einem duferst komplexen Energiestoffwech-
sel inklusive ATP-Synthase mdglich. Es miisste
also angenommen werden, dass beides zugleich
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entstanden ist. Es durfte wohl kaum gelingen,
hierflir einen plausiblen schrittweisen Vorgang
als Erklirung zu formulieren, wihrend intelli-
gente Planung hier nahe liegt.

Nicht nachvollziehbar aus Sicht der Evo-
lutionslehre ist tiberdies der gewaltige Unter-
schied zwischen Bakterien/Archaea und Euka-
ryoten hinsichtlich der Signaliibertragung im
Fall von Schiden am Erbgut. Wihrend bei E.
coli DNA-bindende Proteine durch Freilegen
eines DNA-Bereichs das Reparaturprogramm
auslosen, lduft das Signal bei Eukaryoten iiber
eine Kaskade von Phosphorylierungen. Das
sind fundamental verschiedene biochemische
Abliufe. Uber Modelle einer schrittweisen
Umstellung der Reparatursysteme im Zuge der
angenommenen Evolution von Archaeen bzw.
Bakterien zu Eukaryoten inklusive der Selek-
tionsdriicke, die das bewirkt haben konnten, ist
der Literatur nichts zu entnehmen.

Ein weiteres schwerwiegendes Problem
wire auch eine allmihliche Entwicklung von
Nukleasen. Primitive, wenig spezifisch schnei-
dende Nukleasen wiirden das Erbgut sofort
zerstoren. Daher miissten alle Nukleasen von
Anfang an mit hoher Prizision nur an den erfor-
derlichen Stellen geschnitten haben. Aulerdem
muss immer eine strenge Kontrolle der Aktivitit
der Nukleasen gewihrleistet sein — analog zu
einem Skalpell, das in einer Schutzhiille auf-
bewahrt werden muss (Sprvak 2015). Zugleich
muss eine rasche Aktivierung der Synthese die-
ser Enzyme moglich sein. Das stellt eine weite-
re immense Uberforderung fiir kleinschrittige
Szenarien einer frithen Evolution dar.

Die koordinierte und genau aufeinander
abgestimmte Zusammenarbeit verschiedener
Enzyme notigt den Gedanken an ein sorgfiltig
programmiertes Ensemble von Nanorobotern
auf. Es Uiberrascht daher nicht, dass viele Auto-
ren ihre evolutioniren Hypothesen teleologisch
(auf ein Ziel hin gerichtet) formulieren (MAR-
sHALL 2020; Hervorh. hinzugef.): ,,Die DNA-
Reparaturmechanismen haben sich so entwi-
ckelt, um eher die allgemeinen Verzerrungen
des DNA-Riickgrats als die eigentliche Verin-
derung zu erkennen, was die Erkennung eines
breiten Spektrums von DNA-Lisionen ermog-
licht.* Solche zielorientierten Aussagen sind
mit dem Wesen evolutionirer Ablaufe, die we-
der Ziel noch Zweck verfolgen, nicht vereinbar
— sehr wohl dagegen mit intelligenter Planung.
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Glossar

ATP: Adenosintriphosphat, der univer-
selle molekulare Energietrager in der
Zelle (,Energiewahrung")
Desoxyribonukleotid: molekularer Ein-
zelbaustein der DNA

Extremophil: ,das Extreme liebend” —
Bezeichnung fiir Organismen, die unter
sehr harschen Bedingungen leben (z. B.
im Toten Meer oder in heien Quellen)
glykosidische Bindung: chemische Bin-
dung in der DNA zwischen Nukleoba-
sen und Zuckereinheiten

kDa (kilodalton): Gewichtseinheit von
Makromolekiilen (1 Da =1 g/mol)
kinetisch: Kinetische GroRen beschrei-
ben die Geschwindigkeit chemischer
Reaktionen.

Nukleobase: Teil der DNA oder RNA, der
einen entscheidenden Beitrag zur Reil3-
verschluss-artigen Bildung der Doppel-
helix-Molekdile leistet
Phosphorylierung: Anfiigen einer PO.-

Primer: kurzes Stlick RNA, das bei der
Replikation als Hilfsmolekil (Auxiliar)
dient und spater wieder entfernt bzw.
durch DNA ersetzt wird

Regulon: Gruppe voneinander unab-
hangiger Gene, die von demselben Pro-
tein reguliert werden

Repressor: Protein, das einen DNA-Ab-
schnitt blockiert und dadurch dessen
Ablesen und damit die Synthese des
entsprechenden Proteins verhindert
Ribonukleotid: molekularer Einzelbau-
stein der RNA

Ribosomen: flir Proteinbiosynthese
zustandige molekulare Maschinen in
der Zelle

Thermodynamisch: In der Chemie be-
schreiben thermodynamische GrofRen
die Tendenz chemischer Prozesse, die
sich aus der Differenz der Energien von
Reaktionsprodukten und -ausgangs-
stoffen ergibt. Spontane chemische

Gruppe

Polymerase: Enzym, das die DNA-Ket-

Reaktionen verlaufen stets in Richtung
energiearmerer Produkte.

tenverlangerungsreaktion katalysiert
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Dariiber hinaus ist die Ahnlichkeit der R epara-
turwerkzeuge (Enzyme) in allen Dominen des
Lebens weit besser verstandlich, wenn man sie
durch funktionelle Notwendigkeit erklirt, an-
statt gemeinsame Abstammung anzunehmen.
So wie alle Schraubenschliissel und -zieher in
ihrer Form ahnlich sind, weil sie fiir sehr ahnli-
che Zwecke geschaftfen wurden, so sind es auch
Enzyme, deren Zweck die Reparatur von Nu-
kleinsauren ist.
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