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DNA-Replikation

Sie haben im vorhergehenden Kapitel
erfahren, dass die DNA aus zwei gegen-
ldufigen Strdngen besteht, in denen die
Nukleinbasen immer komplementar
gepaart sind. Aufgrund dieser Tatsache
kann aus der Basensequenz des einen
Strangs die Sequenz des anderen ermit-
telt und nachgebaut werden. Um die
DNA zu verdoppeln, miissen also die
komplementdren Strange voneinander
getrennt werden, damit sie als Matrizen
dienen konnen. Watson und Crick ent-
wickelten die Modellvorstellung des
semikonservativen Replikations-
mechanismus, da die neuen Doppel-
strdnge jeweils aus einem Mutterstrang
und einem Tochterstrang synthetisiert
werden.

Ablauf der DNA-Replikation
Initiation

Die beiden DNA-Sténge bilden eine Art
Strickleiter, die zu einer Doppelhelix
gewunden ist. Das Enzym Helikase
entspiralisiert diese Struktur und 6ffnet
sie an einer Stelle, d. h. trennt die kom-
plementdren Basen voneinander. Thre
Arbeit beginnt an festgelegten Punkten.
An diesen Replikationsurspriingen
(Origins) befindet sich eine spezifische
Nukleotidsequenz, die von DNA-binden-
den Proteinen erkannt wird. Hier setzt
die Helikase an, und so entsteht mitten
im DNA-Molekiil eine Replikations-
blase, deren Enden als Replikations-
gabeln bezeichnet werden. Um die
Replikation der DNA zu beschleunigen,
entstehen mehrere Replikationsblasen
auf einem Chromosom, weiten sich in
beide Richtungen aus und vereinigen
sich mit anderen. Der in einer Blase ge-
bildete DNA-Abschnitt wird als Repli-
kon bezeichnet. Die Helikase gleitet,
ATP-getrieben, den DNA-Strang entlang;
damit sich die gerade getrennten Basen
nicht sofort wieder paaren, lagern sich
Einzelstrangbindungsproteine (SSB-
Proteine) an die gedffnete DNA an. Der
Helikase folgt eine DNA-Polymerase,
ein Enzym, das die Verldngerung des
neuen DNA-Strangs katalysiert (bei
Sdugern gibt es fiinf Typen: a, B, v, 6
und ¢). Da die DNA-Polymerase die
Synthese des DNA-Strangs nicht initi-

ieren kann, bildet die Primase (bei Eu-
karyoten eine Untereinheit der DNA-
Polymerase o) eine Startsequenz aus ca.
zehn RNA-Nukleotiden, den Primer.
Im Anschluss daran héngt die DNA-Po-
lymerase o einige DNA-Nukleotide an,
so dass die DNA-Polymerase 6 oder €
ansetzen kann, welche dann mit der
Replikation fortfahrt.

Elongation und Termination

Die DNA-Polymerase gleitet am Mutter-
strang entlang, liest die Basensequenz
und verldngert den Tochterstrang Nu-
kleotid fiir Nukleotid. Die Energie hier-

flir erhdlt sie aus energiereichen Nukleo-

tidtriphosphaten, die statt einem Phos-
phat eine Kette aus drei Phosphatresten
besitzen. Durch die Hydrolyse von zwei
Phosphatmolekiilen wird die zur Poly-
merisation notige Energie freigesetzt,
und das resultierende Nukleotid wird
in den Tochterstrang eingebaut.

Da die DNA eine Polaritit aufweist,
kann die DNA-Polymerase diese nur in
eine bestimmte Richtung verldngern,
ndmlich von 5' nach 3'. Die DNA-Poly-
merase kann also nur an einem Matri-
zenstrang der Helikase folgen und den
Tochterstrang synthetisieren. Der so
kontinuierlich neu gebildete Strang
wird als Leitstrang bezeichnet.

Am komplementéren Strang syntheti-
siert die DNA-Polymerase entgegenge-

Leitstrang

setzt zur Laufrichtung der Helikase den
Folgestrang. Offnet sich die Replika-
tionsblase, wird ein kleines Stiick des
Tochterstrangs synthetisiert. Wandert
die Helikase weiter, so entsteht ein
zweites Stlick usw. (LJAbb. 1). Der Fol-
gestrang wird diskontinuierlich gebil-
det. Die entstehenden Einzelstiicke
werden nach ihrem Entdecker Okaza-
ki-Fragmente genannt. Im Anschluss
verbindet eine DNA-Ligase die Stiicke
zu einem kompletten DNA-Strang.

Die DNA-Polymerase o besitzt zusitz-
lich Exonukleaseaktivitdt, d. h., sie
kann Nukleotide aus dem DNA-Strang
entfernen. Trifft sie auf einen Primer, so
entfernt sie diesen und ersetzt die Nu-
kleotide durch DNA-Bausteine. Die
DNA-Ligase verkniipft diese dann mit
dem DNA-Abschnitt, der dem Primer
folgt. Einen Uberblick iiber die Replika-
tion mit allen beteiligten Enzymen ge-
ben [JAbbildung 1 und [JTabelle 1.

Korrekturlesefunktion

Die DNA-Polymerasen 4 und ¢ lesen
schon wéhrend der Replikation Korrek-
tur. Erkennen sie ein falsch eingesetztes
Nukleotid, so fahren sie etwas zurtick,
schneiden es mit Hilfe ihrer Exonu-
kleaseaktivitdt heraus und ersetzen es
durch das korrekte Nukleotid. So wird
beim Kopieren eine Fehlerquote von
1:1 Milliarde erreicht.

RNA-Primer —~

Okazaki-Fragment

Wanderungsrichtung der Replikationsgabel

[JAbb. 1: DNA-Replikation. [nach 8]
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[Tab. 1: Ubersicht iiber die an der Replikation

Enzyme Funktionen beteiligten Enzyme.

Helikasen trennen die komplementéren Basenpaare und somit den DNA-Doppelstrang

SSB-Proteine verhindern die erneute Basenpaarung

DNA-Polymerase (o.-€) Obilden den Leitstrang kontinuierlich in 5' — 3'-Richtung
[Ibilden den Folgestrang diskontinuierlich, die entstehenden Einzelstiicke werden

als Okazaki-Fragmente bezeichnet

DNA-Polymerase § und € Uibernehmen zusétzlich Korrekturlesefunktion, Exonukleaseaktivitat

Primasen bilden aus RNA-Nukleotiden Primer, die als Ansatzstellen fiir die DNA-Polymerase
dienen. Die Primer werden anschlieBend durch DNA-Nukleotide ersetzt.
DNA-Ligasen verkniipfen die replizierten DNA-Abschnitte zu einem durchgehenden Strang

Reparaturmechanismen

Verdnderungen im genetischen Code er-

moglichen Evolution und Artenvielfalt.
Mutationen kdnnen zwar zu vorteil-
haften Anpassungen fiihren, viel wahr-
scheinlicher aber sind sie schédlich fiir
den Organismus und miissen deshalb
repariert werden. Verdnderungen in der
DNA werden durch verschiedene Fak-

toren induziert: Ein Teil der Mutationen

wird durch die Replikation verursacht,
andere Veranderungen werden durch
chemische (z. B. freie Radikale) oder
physikalische Faktoren (z.B. UV-Strah-
len oder ionisierende Strahlung) indu-
ziert. Liegt ein Defekt auf einem Strang
vor, so dient der komplementére Strang
als Korrekturvorlage. Typische Defekte
sind Briiche eines Einzel- oder
Doppelstrangs, Verinderung einer
Nukleinbase oder eine Pyrimidin-
basendimerisierung.

Etliche Enzyme sind an der Reparatur
der DNA beteiligt. Bei der Exzisions-
reparatur konnen einzelne Nukleotide
(Basenexzisionsreparatur) oder kurze
Sequenzen eines Stranges (Nukleotid-
exzisionsreparatur) herausgeschnitten

und mittels der Vorlage des komplemen-

tdren Strangs ersetzt werden. Bei ande-

ren Defekten, z. B. einem Doppelstrang-

bruch, kénnen die Informationen des
homologen Chromosoms herangezogen
werden.

[1Bei der Basenexzisionsreparatur
erkennt ein Enzymkomplex die fehler-
hafte Base und schneidet diese unter
Zuriicklassen eines Pentosephosphat-
rumpfs heraus. Dieser Rumpf wird an-
schlieBend entfernt, und eine DNA-Po-
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[JAbb. 2: Nukleotidexzisionsreparatur. [nach 9]

lymerase ersetzt das fehlende Nukleo-
tid. Eine DNA-Ligase schlieBt den
Strang.

[ODie Nukleotidexzisionsreparatur
kommt vor allem bei durch UV-Strahlen

verursachter Dimerisierung von benach-

Zusammenfassung

barten Nukleinbasen (vornehmlich Thy-
mindimere) zum Einsatz ([JAbb. 2).
Diese Dimerisierung fiihrt zu einer Ver-
formung des DNA-Strangs (1). Eine
Endonuklease trennt einige Basenpaare
auf und entfernt den DNA-Strang, eine
Exonuklease schneidet anschliefend
um das Dimer herum eine Sequenz
von bis zu 32 Nukleotiden heraus (2).
Der komplementdre Strang dient einer
DNA-Polymerase als Vorlage zur Syn-
these des fehlenden Abschnitts (3). Eine
DNA-Ligase verbindet schlieBlich den
neuen Abschnitt mit dem Rest des
Strangs (4).

I Klinik: Xeroderma pigmentosum ist eine

autosomal-rezessiv vererbte Lichtiiber-
empfindlichkeit der Haut. Der DNA-Repa-
raturmechanismus ist defekt, was bei
sonnenexponierten Kdrperstellen auf-
grund der UV-Strahlung zu immer wieder-
kehrenden Entziindungen und haufig zu
Karzinomen fiihrt.

] Beim semikonservativen Replikationsmechanismus enthalt der neue

DNA-Doppelstrang je einen Mutter- und einen Tochterstrang.

[ Die Replikation kann in drei Phasen untergliedert werden: Initiation,

Elongation und Termination.

[0 Korrekturlesefunktion: Die DNA-Polymerasen 6 und € kénnen fehlerhafte

Einbauten sofort korrigieren.

[J Zur DNA-Reparatur dient haufig der komplementare Strang oder das

homologe Chromosom als Vorlage.

[J Bei der Exzisionsreparatur werden fehlerhafte Basen/Sequenzen erkannt,

durch Nukleasen entfernt und mit Hilfe einer DNA-Polymerase ersetzt.




