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Eine verbluffende Verzerrung von DNA, hervorgerufen durch eine 
Methyltransfer ase (Nobel-Vortrag) * * 

Richard J. Roberts * 

Ein groBer Teil meiner biologischen Arbeiten wurde durch 
mein fruhes chemisches Training beeinfluBt. Beim Studium ei- 
ner neuen chemischen Verbindung ist die erste und wichtigste 
Aufgabe, ihre molekulare Struktur genau zu beslimmen. Fur 
einen Molekularbiologen bedeutet das gemeinhin, eine DNA zu 
sequenzieren, denn erst bei genauer Kenntnis der Sequenz kon- 
nen gezielt Experimente zur Aufklarung der Funktion entwor- 
fen werden. Ich wurde zum ersten Ma1 mit der Vorstellung von 
makromolekularen Sequenzen konfrontiert, als ich als Postdoc 
bei Jack Strominger in Harvard arbeitete. In dieser Zeit besuch- 
te ich auch Fred Sangers Labor in Cambridge in England, um 
das RNA-Fingerprinting und -Sequenzieren zu lernen. 

Kurz bevor ich ans Cold Spring Harbor Laboratory wechselte, 
horte ich einen Vortrag von Dan Nathans uber Restriktionsen- 
zyme und war sofort iiberzeugt, da13 hier der Schlussel zur 
DNA-Sequenzierung lag. Der Gedanke war, daR durch das 
Kartieren von Restriktionsschnittstellen und das Sequenzieren 
kurzer Fragmente Iangere Sequenzen mit der Lange von Genen 
zusammengefugt werden konnten. Meine Arbeitsgruppe be- 
gann damit, so viele Restriktionsenzyme wie moglich zu isolie- 
ren und zu charakterisierenl']. Mit diesen Enzymen fingen wir 
an, die DNA des Adenovirus-2 zu karferenL2l und kurze Frag- 
mente zu identifizieren, bei denen sich das Sequenzieren lohnen 
konnte. Eines dieser Fragmente sollte das S-Ende einer Adeno- 
virus-2-mRNA zusammen mit dem eukaryontischen Promotor 
enthalten, der ihre Expression kontrollierte. Diese Jagd nach 
dem promotortragenden Fragment fuhrte uns zur Entdeckung 
unterbrochener Gene und des SpleiBens von RNAt3- 'I. Mittler- 
weile hatten Fred Sanger und Walter Gilbert Methoden zur 
DNA-Sequenzierung entwickelt, und wir konzentrierten uns 
auf die Sequenzvoraussetzungen fur das SpleiRen von RNA. Joe 
Sambrook, Walter Keller und andere klonierten die dreiteilige 
Leadersequenz, die auf den spaten mRNAs des Adenovirus-2 
liegt, und Sayeeda Zain bestimmte die Sequenz[']. Bald darauf 
gingen wir die gesamte Sequenz des Adenovirus-2-Genoms an, 
die schlieBlich in gemeinsamer Arbeit mit der Arbeitsgruppe 
von Ulf Pettersson aufgeklart wurdeE8]. 
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Schon friihzeitig erkannten wir, daB Computerunterstutzung 
fur das Sequenzierungsprojekt unverzichtbar war: und wir ent- 
wickelten viele Programme, um DNA-Sequenzen zusammenzu- 
setzen und zu analysieren[' - 14]. Zur gleichen Zeit begannen wir 
und andere, die Gene fur Restriktionsenzyme und die sie beglei- 
tenden Methyltransferasen (MTasen) zu klonieren und zu se- 
quenzieren" 5 ,  "I. Unsere urspriingliche, naive Annahme war, 
daB es in jedem Restriktions-Modifikations-System eine gemein- 
same Region in der Proteinsequenz des Restriktionsenzyms und 
der MTdse gibt, die zur Erkennung der DNA-Sequenz fuhrt. 
Diese Annahme beruhte darauf, daD beide Enzyme exakt die 
gleiche DNA-Sequenz erkennen mussen. Wenn diese gemeinsa- 
me Proteinsequenz einmal identifiziert ware, hielten wir es fur 
wahrscheinlich, daR wir mit Hilfe von In-vitro-Techniken andere 
DNA-Sequenzen erkennbar machen konnten, um so durch Pro- 
tein-engineering neue Restriktionsenzyme herzustellen. Diese 
Vorstellung erwies sich jedoch als hoffnungslos naiv. Nicht nur, 
daD keine Ahnlichkeit zwischen den Gensequenzen der Restrik- 
tionsenzyme und der MTasen bestand, es gab auch keine Ahn- 
lichkeiten zwischen den Genen fur unterschiedliche Restriktions- 
enzyme. Dagegen gab es bemerkenswerte Sequenzahnlichkei- 
ten unter den Genen fur MTasen, besonders bei solchen, die 
5-Methylcytosin bilden. Diese Beobachtung bestimmte die 
letztcn Jahre meiner Forschungsanstrengungen und fuhrte zu 
unserer neuesten Entdeckung, die Gegenstand dieses Vortra- 
ges ist. 

Die Methylierung von Adenin- und Cytosinresten findet sich 
im allgemeinen bei Prokaryonten; die Cytosinmethylierung ist 
bei Eukaryonten weitverbreitet. In Bakterien ist die DNA-Me- 
thylierung Teil des Restriktions-Modifikations-Systems" '1 und 
des Systems zur Repardtur von Fehlpaarungen['*]. In hoheren 
Eukaryonten scheint die Methylierung von Cytosinresten essen- 
tiell zu ~ e i n [ ' ~ ] ,  um Genexpression, Entwicklungsregulation, ge- 
nomische Pragung und Inaktivierung des X-Chromosoms zu 
kontrollieren[201. 

Bakterien methylieren ihre DNA auf drei Arten, um sie gegen 
Restriktionsenzyme zu schiitzen: an der 5- (m5C) und der N4- 
Position von Cytosin (m4C) sowie an der N6-Position von Ade- 
nin (m6A). Bis heute wurden 50 unterschiedliche m5C-MTase- 
Gene sequenziert[211. Als wir 1987 anfingen, die Sequenzen 
dieser Gene zu vergleichen, war die verfugbare Computer-Soft- 
ware bei vielen Sequenzen noch nicht in der Lage, sie auf Uber- 
einstimmung hin zu vergleichen, weil sich die Ahnlichkeiten zwi- 
schen ihnen auf kurze Stucke beschrankten, die wir nun Motive 
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nennen und die durch untereinander ziemlich verschiedene Se- 
quenzen getrennt sind. Die Ahnlichkeiten konnten jedoch mit 
blorjem Auge el-kannt werden. Janos Posfai begann in meiner 
Arbeitsgruppe damit, Algorithmen zu entwickeln, die diese kur- 
Zen iihnlichen Stiicke bei den Proteinen finden konnten[221. Das 
Programm suchte nach kurzen Triplettmustern (Abb. 1) und 
fugte sie zu Motiven zusammen, die hochkonservierte Regionen 
innerhalb eines jeden Proteinsatzes reprasentierten. Anhand die 

Abb. 1. A) Beispiele fur die Triplettmuster, die verwendet wurden, um multiple 
Sequenzen auf ihre Ubereinstimmung hin zu untersuchen. Jedes Muster enthalt drei 
bestimmte Aminosauren an jeweils festgelegten Positionen (X); an den anderen 
Positionen (-) ist jede beliebige Aminosauren erlaubt. Das einfachste Muster (links 
oben) unifaRt alle moglichen Tripeptide (20 x 20 x 20 = 8000 Kombinationen). Alle 
Sequenzen werden nach jedem dieser Muster abgesucht (hei zehn Aminosauren 
224000 insgesanit), und deren Haufigkeit wird registriert. B) Beispiele gemeinsamer 
Muster, die in mSC-MTasen gefunden wurden. 

ser Motive wurde die Anfangsiibereinstimmung fixiert. Durch 
eine Lockerung der Suchkriterien fiur die Tripletts, die dann nur 
auf die Sequenzen zwischen den Hauptmotiven angewendet 
wurden, konnten Motive rnit geringerer Ubereinstimmung iden- 
tifiziert werden, die ein weitergehendes Ordnen ermoglichten. 
SchlieDlich konnten auch Lucken eingefugt werden, um die 
Anordnung zu vervollstandigen. Wir haben die Programme 
standig weiterentwickelt und um eine Benutzeroberflache rnit 
graphischer Ausgabe erganzt ; diese kann die generelle Archi- 
tektur einer Gruppe von Proteinen sichtbar machen. In Abbil- 
dung 2 ist schematisch die Verwandtschaft zwischen den m5C- 
MTasen verdeutlicht. Es gibt sechs Regionen mit starker 
Ahnlichkeit und vier weitere mit geringerer Ahnlichkeit, 
anhand derer die Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen 
definiert werden kann. Dazwischen befinden sich Regionen un- 

terschiedlicher Lange und Sequenz. Ahnliche Analysen der 
m5C-MTasen wurden auch von anderen Arbeitsgruppen durch- 
gefiihrt I2  '1. 

Zwei der sechs hochkonservierten Motive konnte funktionel- 
le Bedeutung zugeordnet werden. Motiv IV, das als Blocksche- 
ma in Abbildung 3 a gezeigt ist, enthalt einen Cysteinrest, von 
dem Dan Santi et al. postulierten, er habe eine katalytische 
Schliis~elfunktion~~~~. Sie hatten vorgeschlagen (Abb. 3 b), da8 
in einem der ersten Schritte in einer Michael-Reaktion ein kova- 
lenter Komplex zwischen diesem MTase-Cysteinrest und der Po- 
sition 6 eines Cytosinrestes gebildet wird. Dies sollte die Posi- 
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Verwandtschaft von zwolf reprasentativen 
m5C-MTasen. Die sechs hochkonservierten Motive, anhand derer die Anfangsiiber- 
einstimmung definiert wurde, sind farbig unterlegt (hellrot: Motiv 1, F-G-G; gelb: 
Motiv IV, PC; griin: Moth VI, ENV; hellblau: Motiv VIII, Q-R-R; dunkelrot: 
Motiv IX, RE; dunkelblau: Motiv X. GN). Die offenen Kastchen reprisentieren 
die vier schwachkonservierten Motive. Links stehen jeweils die Orgdnismen, aus 
denen die Enzyme gewonnen wxden. 

tion 5 des Cytosinrestes aktivieren und die Ubertragung einer 
Methylgruppe vom Cofaktor S-Adenosylmethionin (AdoMet) 
ermoglichen. Dieser Mechanismus wurde durch eine Reihe bio- 
chemischer Befunde gestutzt, einschlierjlich der wichtigen Beob- 
achtung, da13 die Reaktion durch 5-Fluorcytosin aus mechani- 
stischen Grunden gehemmt ~ i r d [ ~ ~ I .  In spateren Arbeiten 
wurde die kovalente Zwischenstufe isoliertr26 -28 ]  und das Cy- 
stein aus Motiv IV als Bindungsstelle nachgewiesenr261. Neuere 
Versuche haben gezeigt, darj der Ersatz dieses Cysteinrestes 
durch einen Glycin-, Serin- oder anderen Aminosaurerest die 
MTase-Aktivitat bl~ckiert[ '~ -311.  

Richard J.  Roberts, geboren 1943 in Derby, England, promovierte 1968 an der Sheffield Univer- 
sity in Organischer Chemie. Nach einem Postdoc-Aufenthalt bei J .  L. Strominger an der Harvard 
University arbeitete er von 1972 bis 1992 am Cold Spring Harbor Laboratory, das er als Assistant 
Director of Research verlieJ. Derzeit ist er Director of Eukaryotic Research bei den New England 
Biolabs, Beverly, Massachusetts. Neben intensiven Studien zu den Restriktionsenzymen des 
Typs II beschaiftigte ihn unter anderem das Adenovirus-2. Heute gilt sein Hauptinteresse den 
DNA-Methitbransferusen. Er war dariiber hinaus einer der Pionieve bei der Entwicklung der 
computergestiitzten Sequenzanalyse von Proteinen und Nucleinsuuren. 
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Abb. 3. a) Blockdiagramm des hochkonservierten Motivs IV (PC). Reste, die allen 
m5C-MTase-Sequenzen gemeinsam sind, sind kraftig gelb unterlegt, solche mit drei 
oder weniger Abweichungen schwach gelb. b) Schematische Darstellnng des Ver- 
laufs der Methylierung von Cytosin. 

Auch Motiv I konnte eine Funktion zugeordnet werden. Es 
enthalt drei hochkonservierte Aminosaurereste, FGG (Abb. 4 a). 
Wichtig ist auBerdem, daB es deutliche Ahnlichkeit rnit Motiven 
aus anderen MTasen aufweist (Abb. 4b), d. h. die drei Klassen 
von DNA-MTasen, m5C-, m4C- und m6A-MTase, dazu die 
Protein- und RNA-MTasen enthalten alle ein verwandtes Mo- 
tiv. Die funktionelle Gemeinsamkeit besteht darin, daR alle 
MTasen AdoMet als Methyldonor nutzen; daher wurde vermu- 
tet, daB Motiv I an der Cofaktorbindung beteiligt istL3*- 331. 
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Abb. 4. a) Blockdiagramm des hochkonservierten Motivs I (FGG). Reste, die allen 
m5C-MTase-Sequenzen gemeinsam sind, sind rot nnterlegt, solche mit drei oder 
weniger Abweichungen orange. b) Konsensussequenzen von Motiv 1 und seinen 
Entsprechungen in anderen MTascn (nach [32]). 

Unser Interesse war darauf gerichtet, die Region innerhalb 
der m5C-MTasen zu identifizieren, die fur die sequenzspezifi- 
sche Erkennung des DNA-Substrates verantwortlich ist. Weil 
die Gemeinsamkeit dieser Gruppe von MTasen die Chemie der 
katalysierten Reaktion ist, nahmen wir an, daB jede der gemein- 

samen Regionen, wie die Motive I und IV, direkt an der Umset- 
zung beteiligt ist, entweder durch Wechselwirkung rnit dem Co- 
faktor oder dadurch, daB sie Aminosaurereste bereitstellt, die 
fur die Katalyse von Bedcutung sind. Weil dagegen die genaue 
DNA-Sequenz, die von jedem Enzym erkannt wird, eine andere 
ist, envarteten wir, daB diese Erkennung durch eine Region 
vermittelt wird, die bei allen Enzymen unterschiedlich ist. Nur 
eine Region, das sogenannte variable Segment z\n.lschen den 
Motiven VIII und IX. schien ein aussichtsreicher Kandidat da- 
fur zu sein. Eine Untersuchung dieser variablen Regionen ergab, 
daO sich nicht nur die Sequenz, sondern auch die Lange der 
Segmente von MTase zu MTase erheblich unterscheidet. 

Die meisten bekannten m5C-MTasen sind monospezifisch, 
erkennen also nur eine einzige Sequenz. Es gibt jedoch einige 
MTasen, die mehr als eine spezifische Sequenz erkennen, die 
,,multispezifischen" MTasen, die von mehreren Bacillus-Bacte- 
riophagen codiert werden. Diese Enzyme bestehen ebenso wie 
die monospezifischen aus einer einzigen Polypeptidkette, haben 
jedoch die ungewohnliche Eigenschaft, mehrere, ziemlich unter- 
schiedliche Sequenzen zu methylieren. Ein Beispiel ist M.Q3TI, 
das die Sequenzen GGCC und GCNGC erkennt und methyl- 
liert[34]. Dieses Enzym ist in Abbildung 2 mit aufgefuhrt; dort ist 
auch die ungewohnlich lange variable Region sichtbar. Eine 
Reihe eleganter Studien der Arbeitsgruppe von Tom Trautner 
zeigte uberzeugend, daB Punktmutationen innerhalb der varia- 
blen Regionen von M.Q3TI und anderen multispezifischen 
MTasen deren Fahigkeit, eine der spezifischen Sequenzen zu 
erkennen, unterbinden, wahrend die ubrigen nach wie vor er- 
kannt ~ e r d e n [ ~ ~ *  361. Mit den monospezifischen MTasen war ein 
vergleichbares Experiment nicht moglich, weil Mutationen, die 
die DNA-Erkennung verhinderten, gleichzeitig auch die MTase- 
Aktivitat blockierten. Meine Mitarbeiter Saulius Klimasauskas 
und Janise Nelson fuhrten eine Reihe von Experimenten durch, 
in denen sie einzelne Domanen zwischen zwei der monospezifi- 
schen MTasen austa~schten[~']. Wir entschieden uns fur 
M.HpaII (Erkennungssequenz CmCGG) und M.HhaI (Erken- 
nungssequenz GmCGC) , weil beide Tetranucleotid-Sequenzen 
erkennen und weil die methylierte Base an der gleichen Position 
innerhalb der Erkennungssequenzen liegt. Die variablen Regio- 
nen, mit oder ohne flankierende Sequenzen, wurden, wie in Ab- 
bildung 5 gezeigt, ausgetauscht. In mehreren Fallen entstanden 
aktive MTasen, und der Vergleich der Hybride zeigte eindeutig, 
daR die Sequenzspezifitat ausschliefllich in der variablen Region 
verankert ist. Uberraschend war, daB Hybride, in denen die 
variable Region zusammen mit dem benachbarten Motiv IX 
ausgetauscht wurde, eine vie1 hohere Methylierungsaktivitat 
hatten als Hybride, bei denen nur die variable Region ausge- 
tauscht worden war. 

In einer anderen Sene von Experimenten vertauschte Mi Sha 
die variablen Regionen von M.HpuII und M.iMsp1. Beide 
Enzyme erkennen die Sequenz CCGG, doch M.MspI methyliert 
den ersten Cytosinest der Seq~enz[~*],  M.HpuI1 den ~ w e i t e n ~ ~ ~ ] .  
Aus den Ergebnissen dieser Experimente folgte, daI3 auch die 
Wahl der zu methylierenden Base von der variablen Region 
abhangt 1401. 

Wahrend wir unsere Studien zur Biochemie und Molekular- 
biologie der MTasen vorantrieben, wurde immer deutlicher, daB 
eine Kristallstruktur unverzichtbar war, wenn wir den Reak- 
tionsmechanismus vollstandig verstehen wollten. Ashok Dubey 
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5.  Schematische Darstellung der Hybride P1-P6 und H1-H6 zwischen 
M.HpoII (PO) und M.HhuI (HO). Die MTasen standen unter der Kontrolle eines 
IPTG-induzierbaren Promotors auf einem pBR322-Derivat. Offene Kastchen sym- 
bolisieren Sequenzen von M.HpaII, schraffierte solche von M.HliaI. In der Spalte 
,.Aktivitat" ist das .4usmaB des Schutzes von Plasmid-DNA in vivo aufgefiihrt, wie 
er durch Resrrilitionsenzymspaltung in vitro vor (-) oder nach (+) IPTG-Induk- 
tion bestimmt wurde (- bedeutet kein Schutz, + bedeutet schwdcher Schutz, + + 
bedeutet > 90 % Schutz). Die Spezifititen der Hybrid-Methyltransferasen sind 
rechts angegeben. 

aus meiner Gruppe begann eine Zusammenarbeit mit Xiaodong 
Cheng aus der Arbeitsgruppe von Jim Pflugrath in Cold Spring 
Harbor. Sie reinigten M.MspI, das wir intensiv untersucht hat- 
ten, und versuchten, es zu kri~tallisieren[~' -431.  Spiiter versuch- 
ten sie, M.HpaII, das wir ebenfalls untersucht  hatter^[^^], zu 
kristallisicren. In beiden Fallen hatten sie keinen Erfolg. Erst 
unser dritter Anlauf rnit M.Hha1 war erfolgreich. Das Enzym ist 
Teil des HhaI-Restriktionssystems von Huemophilus haemolyti- 
cus, das von meiner Arbeitsgruppe entdeckt worden warL4*]. 
Mit 327 Aminosauren ( M ,  x 37 kDa) ist es eine der kleinsten 
mSC-MTasen. Das zugehorige Gen war kloniert und sequen- 
~ i e r t [ ~ ~ ] ,  das Protein in E. coli ubere~primiert[~'. 47a1 und detail- 
lierten kinetischen Studien unterzogen  ord den[^^^. Sanjay Ku- 
mar reinigte das Enzym, und im Dezember 1991 kristallisierte es 
bereitwillig - ein wunderbares Weihnacht~geschenk[~'~]! Inner- 
halb von elf Monaten hatte Xiaodong Cheng die Struktur des 
biniren Komplexes aus M.HhaI und AdoMet rnit einer Auflo- 
sung von 2.5 A b e ~ t i m m t [ ~ ~ ] .  

Die Struktur war aul3ergewohnlich aufschluBreich (Abb. 6); 
es hdndek sich um eine grol3e und eine kleine Domane, die 
gemeinsam eine Furche bilden, die ideal geeignet scheint, eine 
DNA-Helix zu umschlieljen. Die Beteiligung von Motiv I 
(FGG) an der AdoMet-Bindung wurde bestatigt, und auch ein 
anderes der konservierten Motive, Motiv X (GN), scheint bei 
der AdoMet-Bindung eine Rolle zu spielen. Motiv IV (PC) liegt 
nahe der AdoMet-Bindestelle auf der gleichen Seite der Furche. 
Motiv VIII (QRR) befindet sich am Boden der Furche, wo die 
positiven Ladungen des Motivs moglicherweise fur die Bindung 
des Phosphodiester-Ruckgrats der DNA-Helix wichtig sind. 
Das konservierte Motiv TX (RE) schlangelt sich durch die kleine 
Domane, die ansonsten fast aus der gesamten variablen Region 
besteht. Es bildet offenbar ein Ruckgrat, das die Struktur der 
kleinen Domane stabilisiert. Das konservierte Motiv VI (ENV) 
schlieljlich ist eindeutig an der korrekten Positionierung von 
Motiv TV beteiligt. 

Abb. 6. Struktur von M.Hha1 im binaren Komplex mit seinern Cofaktor AdoMet. 
Die Motive sind mit den gleichen Farben wie in Abbildung2 gekennzeichnet. Der 
Cofaktor AdoMet ist in well3 als Kalottenmodell gezeigt. 

Die Struktur lieferte eine uberzeugende Erklarung fur unsere 
fruhere Beobachtung, dalj Domanenaustausche, die Motiv IX 
und die variable Region urnfafiten, aktivere MTasen lieferten als 
solche, die die variable Region allein betrafenL3'. 401. Obwohl 
Moth  TX bei den MTasen ziemlich hoch konserviert ist, gibt es 
doch auch Unterschiede zwischen den einzelnen MTasen; von 
diesen kann man envarten, daB sie die Fahigkeit eines heterolo- 
gen Motivs IX beeinflussen, die Struktur der kleinen Domane zu 
stabilisieren. 

Bald nachdem wir Kristalle des binaren Komplexes aus 
M.HhaI und AdoMet erhalten hatten, versuchten wir, Cokri- 
stalle zu gewinnen, die auch DNA enthielten. Zwei Arten von 
Komplexen wurden ins Auge gefal3t. Die eine sollte M.HhaI 
zusammen mit nativer DNA und S-Adenosylhomocystein 
(AdoHcy) enthalten, die andere M.HhuI rnit AdoMet und einer 
in der Erkennungssequem rnit 5-Fluorcytosin substituierten 
DNA-Doppelhelix. Im zweiten Fall wurde man zwar eine kova- 
lente Zwischenstufe erwarten, in der die Methylgruppe auf die 
Position 5 des Cytosinrestes ubertragen wurde, die Ablosung 
der DNA aus dem kovalenten Komplex rnit dem Protein sollte 
jedoch durch die Anwesenheit des Fluoratoms gehemmt sein, da 
dieses eine sehr schlechte Abgangsgruppe ist. Ein solcher Kom- 
plex konnte als Modell fur den Ubergangszustand der DNA- 
Methylierung angesehen werden. 

Saulius Klimasauskas schlol3 sich dem Cokristallisationsteam 
an, und wir erhielten relativ einfach gute Kristalle mit nativer und 
5-fluorcytosinhaltiger DNA. Xiaodong Cheng, die mittlerweile 
ein eigenes Labor in Cold Spring Harbor hat, loste die Struktur 
des Cokristalls rnit 2.8 8, Auflosung (Abb. 7)[491. Wir hatten 
erwartet, dal3 die DNA-Helix in irgendeiner Weise verzerrt ist, 
um die chemische Reaktion zu ermoglichen, denn der Reak- 
tionsmechanismus erfordert, daB sich der Cysteinrest dem Cy- 
tosinrest senkrecht zur Ringebene nahert. Wir stellten uns 
hauptsachlich eine extreme Biegung der DNA vor. Zu unserer 
Uberraschung war die Verzerrung vie1 mehr als eine Biegung 
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Der eine ist ein Glutaminrest aus der kleinen Domane und der 
andere ein Serinrest aus der Schleife des aktiven Zcntrums. Er- 
staunlichenveise ist kciner diescr R a t e  bei den anderen m5C- 
MTdscn konserviert. was darauf hindeutet, daIj vide andere 
Reste ebenfalls dazu beitragen konnen, die DNA-Helix auf die 
geschildertc Wcise LU Gffnen. Wie aus Abbildung 7 711 entneh- 
men ist, kann man sich die Wechselwirkung zwischen M.HhaI 
und DNA so vorstellen, dal$ das En7ym die DNA ,,umarmt", 
dabei in die Helix eindringt und so das Herausschieben des 
Cytosinrestes unterstutzt. 

An den sequenzspczifischen Wechselwirkungen zwischen 
M.HhaI und seinem Substrat sind im wesentlichcn zwci Schlei- 
fen, die Sequenrerkennungsschleifcn der kleincn Domiine, be- 
teiligt. Eine Schleife wechselwirkt rnit dem Guanosinrest. der 
iuriickbleibt. wenn der Cystosinrest aus der Helix gleitet, und 
nimmt spczifische Kontakte LU den benachbarten Rascn des 
gleichen Stranges auf. AuSerdem stellt sic den Glutaminrest, der 
die Liicke fiillt, die der Cytosinrest hinterlafit. Die zweite brken- 
nungsschleife wechsclwirkt hauptsiichlich rnit dem Strang, der 
das Zielcytosin enthalt. Die Wechselwirkungen im kovalentcn 
Komplex 5ollen jedoch als Endpunkt einer komplizierteren 
Wechselwirkung angesehen werden. Sie mussen daher die einlei- 
tenden Schritte. die zur Sequenzerkennung fuhren, nicht genau 
widerspiegeln. Genaueres uber diese einleitenden Schritte kann 
von Experimenten mit mutierten Proteinen oder mil DNA-Ana- 
loga erwartet werden, die Komplexe bilden konnen, ohne das 
Zielcytosin aus der Helix LU dringcn. In diesem Zusammenhang 
sollte vermerkt werden, dafi keines der gut charakterisierten 
DNA-bindenden Motive15o1 in diesem System eine Rolle zu spie- 
len scheint. 

Fruhere Studien iiher DNA-Protein-Wechselwirkungen erga- 
ben ziemlich drdstische Vcrzcrrungen der DNA durch Proteine. 
die aber meistens in Verbiegcn und Knicken bestanden; cine dcr 
starksten DNA-Konformationsanderungen war dabei die Ab- 

Abb. 7. Struktur von M.llha1 im terniiren Komplex mit einem DKA-Duplex-Oli- 
gonucleotid als Substrat und dem Endprodukt der Reaktion. AdoHcy. Die Motive 
sind rnit den gleichen I'arben wie in Abbildung 2 gekennzeichnet. AdoHcy ist in 
wei0, die DNA-Basen in orange, die Desoxyribosen in pink und die Phosphatreste 
in grun dargestellt. a) Blick von der Seite aufdie DSA-Achse. b) Blick von oben auf 
die DNA-Achsr. 

und vie1 elegantcr. Das Zielcytosin gleitet aus der Achsc dcr 
DNA-Helix heraus und in eine Tasche im Enzym hinein, die den 
katalytisch aktiven Cysteinrest enthalt. Der Rest dcr Helix 
bleibt relativ unverzcrrt. Eine weitere starke Konformationsan- 
derung hatte in der Schleife des aktiven Zcntrums stattgefun- 
den, die Motiv IV enthalt. Die gesamte, zwanzig Aminosauren 
lange Schleife hatte sich um fast 180" aus ihrer ursprunglichen 
Position gedreht, um damit den katalytisch aktiven Cystcinrest Abb. 8. Ukrbagerung der Strukturen von M.HhaI mit und ohne DNA. urn zu 
in Kontakt rnit dem Zielcytosin zu bringen (Abb. 8) .  verdeutlichen. wie sich die Konformation beim Binden von DNA andert (Farben 

wie in Abb. 7) .  Die Position der Schleife des aktiven Zentrums (gelb) ist im ternaren Die Position in der DNA-Helix, die u r sp rWich  vom Zielcy- Komplex fmit 
tosin eingenommen wurde, wird nun von zwei Restcn ausgefiillt. Band ilus drei 

A12ge:v. Clzem. 1994, 106. 1285 1291 1289 



AUFSATZE R. J. Roberts 

4 b) 

Abb. 9. Rlick auf die DNA im terniren Komplex von Abb. 7 (ohne Darstellung des 
Proteins). Die Basen sind gelb, die Desoxyribosen pink und die Phosphatreste griin 
dargestellt. a) Blick yon der Seite auf die UKA-Achse. b) Hick von oben auf die 
DNA-Achse. 

flachung und Verbiegung, die durch das TATA-Box-bindende 
Protein hervorgerufen wurdeL5 '3 521. Es hatte jedoch keine Rei- 
spiele fur eine DNA-Protein-Wechselwirkung gegeben, die das 
Herausgleiten cincr Base aus der Helix vcrursachte. Da die Ba- 
sen normalenveise im Tnneren der DNA eingebettet sind, bietet 
der hier vorgestellte Mechanismus eine elegante Moglichkeit, 
die Basen vollstlndig mglnglich zu machen. Wir nehmcn an, 
daI3 auch andere Proteine, die chemische Reaktionen an DNA- 
Basen durchfuhren, diesen Mechanismus nutzen. Naheliegende 
Kandidaten dafiir sind die MTasen, die N6-Methyladenin oder 
N4-Methylcytosin bilden. Einige der Enzyme, wie die DNA- 
Glycosylasen, die DNA-Schaden reparieren, konnten die be- 
schidigte Base ebenfalls aus der Helix schicben, bevor sie sie 
ausschneiden. Viele Proteine, die mit DNA wechselwirken, miis- 
sen die Helix iiffnen ; dazu gehoren Topoisomerasen, Helicasen, 
DNA-Polymerasen und/odcr ihrc Hilfsproteine, die am Repli- 
kationsursprung angreifen, RNA-Polymerasen und Kekombi- 
nationsenzyme. In der Struktur in Abbildung 9 sicht man, dal3 
die Phosphodiesterbindungen neben dem Zielcytosin gegeniiber 
ihrer Position in normaler B-DNA verzerrt sind, und man kann 
sich vorstellen, daO eine weitere Offnung der Helix von hier aus 
einfach sein sollte. 

Uberraschenderweise benotigt die Wechselwirkung zwischen 
M. HhaI und DNA keine externe Energiequelle. Konforma- 
tionsanderungen innerhalb des Proteins und die spezifischen 
Wechselwirkungen zwischen Protein und DNA liefern vermut- 
lich geniigend Energie, um die Helix zu offnen. Diese Energie 
wird dann gespeichert, um fur die Ruckkehr des Zielcytosins zur 
Verfugung zu Ftehen. Es ware verwunderlich, wenn dieser Me- 
chanismus nicht auch bei anderen Reaktionen verwendet wiir- 
de. Unterbrochene Gene waren nrcht erwartet worden, konnten 
jedoch leicht gefunden werden, als man einmal von ihrer Exi- 
stenz wuBte. Dieser Mechanismus, eine Base aus der DNA zu 

schieben, konnte sich ebenfalls als wichtig und weitverbreitet 
erweisen als erster Schritt, eine DNA-Helix zu offnen. Wir soll- 
ten keine Zeit verlieren, diese Moglichkeit zu untersuchen. 

Ich bin allen zu groJe.1 Dank verpflichtet, die in meiner Gruppe 
hart gearheitet haben, urn unseren Erjolg ucherzustellen. Nichts 
von dern Erreichten ware ohne ihren Beitrag moglich gewesen. 
AuJer denen, die ausdriicklich im Text genannt sind, danke ich 
Phyllis Myers, Kathy 0 'Neill, Margaret Wallace, Louise 
D 'Alessandro, Jodie Freyer, Carol Marcincuk, Dana Macelis und 
Ching Lin. deren Einsatz besonders wichtig war, wn mir das Le- 
hen zu erleichtern. Ich danke Jim Watson dajiir, ahJ er mich 
iiberredet hat, nach Cold Spring Harbor zu gehen, und fur vide 
anregende Gesprache. Von den vielen Kollegen waren mir vor al- 
lem Ashok Bhagwat, Mike Botchan, Don Comb, Greg Freyer, 
Rich Gelinas, Tom Gingeras, David Herman, Winship Herr, A h  
rian Krainer, Stu Linn und Ira Schildkraut gute Freunde und 
werlvolle Quellen der Kritik unddes Rats. Ich danke den National 
Institutes of Health und der National Science Foundation f u r  vie1 
Unterstiitzung im Laufe der Jahre. SchlieJlich bin ich meiner Frau 
Jean undmeinen Kindern Alison, Andrew, Chrisfopher und Aman- 
da verpflichtet, die meiner IIingabe an die Wissenschaft hilfreich 
und verstkndnisvoll gegeniihergestanden haben. 
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