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Die Suche nach einzelnen DNA-Schaden unter
Millionen von Basenpaaren: DNA-Glycosylasen bei der
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Die Instandhaltung der genomischen
Integritdt ist von entscheidender Be-
deutung fiir das Uberleben eines jeden
Organismus. DNA-Schidden konnen
spontan oder nach FEinwirkung von
chemischen Stoffen oder Strahlung auf-
treten und konnen, wenn sie nicht re-
pariert werden, gefdhrliche Konse-
quenzen haben.!"” DNA-Lisionen fiih-
ren zu Mutationen, die indirekt zelluldre
Mechanismen stéren und in Sdugetieren
die Entstehung von Krebs hervorru-
fen.’ Um solch schwerwiegende Folgen
abzuwenden, hat die Natur eine Reihe
von Enzymmaschinerien fiir unter-
schiedliche DNA-Reparaturen hervor-
gebracht:[*! 1) Reparatur durch Scha-
densumkehr, 2) Basenexzisionsrepara-
tur (BER), 3) Nucleotidexzisionsrepa-

ratur, 4) Fehlpaarungsreparatur und
5) Reparatur von Doppelstrangbrii-
chen.

Unter diesen Prozessen ist die BER
auf dem molekularen Niveau am besten
verstanden, vor allem in Bezug auf den
enzymatischen Mechanismus, der den
DNA-Schaden behebt (Schema 1).>f
BER-Proteine sind hauptsiachlich DNA-
Glycosylasen, die die nucleosidische
Bindung zur beschiddigten DNA-Base
hydrolysieren, wodurch eine abasische
Stelle entsteht. AnschlieBend wird das
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Schema 1. Mechanismus der Basenexzision durch eine bifunktionelle DNA-Glycosylase (z.B.
hOGG1) uber ein Schiff-Base-Addukt zwischen Protein und DNA. B =basische Seitenkette des

Enzyms.

Desoxyribofuranosid durch f3,8-Elimi-
nierung entfernt. Monofunktionelle
DNA-Glycosylasen benotigen dafiir ei-
ne Lyase als zusétzliches Enzym, bi-
funktionelle DNA-Glycosylasen ent-
halten diese katalytische Lyase-Aktivi-
tdt bereits als zweite Funktion. Zum
Schluss wird das fehlende Nucleotid
durch DNA-Polymerasen und Ligasen
eingefiigt.

Wihrend die bioorganischen Details
des Mechanismus der Basenexzision
bekannt sind, war bisher unklar, wie die
eigentliche Erkennung von DNA-Sché-
den abliuft.! DNA-Glycosylasen miis-
sen Millionen unbeschéidigter Basen-
paare iiberpriifen, um ein einziges be-
schidigtes Nucleotid aufzuspiiren und
dann herauszuschneiden. Es ist schwer
vorstellbar, dass die verschiedenen che-
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mischen DNA-Modifikationen (z.B.
desaminierte, methylierte, alkylierte
oder oxidierte Basen) gemeinsame
Merkmale aufweisen, die durch BER-
Glycosylasen erkannt und lokalisiert
werden konnen.

Aus dem Mechanismus der Hydro-
lyse der Glycosidbindung ist offensicht-
lich, dass insbesondere die enzymatische
Aktivierung der Abgangsgruppe einen
Zugang der beteiligten DNA-Glycosy-
lase zu der beschédigten Base erfordert,
die aber als Teil des Basenstapels nor-
malerweise im Inneren des DNA-Du-
plexes verborgen ist. Deswegen sind alle
DNA-Glycosylasen zum ,,Basen-Flip-
ping*“ befdhigt, bei dem die beschédigte
Base aus der DNA in eine au3erhelicale
Proteintasche herausgedreht wird. Dort
kann die modifizierte Base durch spe-
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zifische Kontakte mit Aminosduren
tiber elektrostatische Wechselwirkun-
gen, Stapelwechselwirkungen oder
Wasserstoffbriicken erkannt werden. Es
wurde vorgeschlagen, dass diese Wech-
selwirkungen in der Bindungsstelle im
Protein zwischen beschidigter und un-
beschidigter DNA-Base unterscheiden.
Mithilfe kristallographischer Daten ei-
ner Reihe von Komplexen aus BER-
Proteinen und DNA wurde bewiesen,
dass das ,,Basen-Flipping®“ eine ubiqui-
tare Eigenschaft der DNA-Glycosylasen
darstellt.>!

Die Beobachtung eines ,Basen-
Flippings“ in einer statischen Protein-
struktur gibt aber keine Antwort auf die
Frage, wie Schédden in der DNA-Helix
vor dem ,Flipping“-Prozess erkannt
werden. In den spaten 90er Jahren wur-
den einige Modelle vorgeschlagen, die
beschreiben sollten, wie Proteine DNA-
Schiden lokalisieren.*' 1997 teilten
Verdine etal. die DNA-Lisionen in
stark und weniger stark helixdestabili-
sierende ein. Es ist klar, dass eine stark
helixdestabilisierende Lasion durch das
Abtasten der DNA-Oberfliche geortet
werden kann, bis eine solche voriiber-
gehend auflerhelicale Lésion gefunden
wurde. Das Protein stoppt dann auf dem
Schaden und katalysiert die Basenexzi-
sion. Fiir die Erkennung intrahelicaler
Léasionen, die die Duplexstruktur nicht
stark destabilisieren, wurde dagegen
vorgeschlagen, dass sowohl beschidigte
als auch unbeschidigte Basen in der
auflerhelicalen Proteintasche iiberpriift
werden. Das bedeutet, dass das Enzym
entlang der DNA-Helix wandert und
eine auBlerhelicale Base durch die
ndchste ersetzt, bis die Basenlésion lo-
kalisiert wurde. Dieses ,Basen-Flip-
ping“ unbeschidigter Basen wird be-
sonders kontrovers diskutiert.

Offensichtlich sind die entscheiden-
den Informationen iiber die Erkennung
von DNA-Schédden nur aus Strukturen
zu erhalten, in denen BER-Glycosyla-
sen an unbeschiddigte DNA gebunden
sind. Aber wie lésst sich ein enzymatisch
aktives Protein auf spezifischen Posi-
tionen einer unbeschidigten Ziel-DNA
einfangen? 2005 présentierten Verdine
etal. die Antwort:"l Die publizierte
Struktur beschreibt einen Komplex aus
humaner 8-Oxoguanin-Glycosylase
(hOGG1) und einem unbeschidigten
DNA-Duplex. Sie hatten zuvor iiber
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eine Struktur der inaktivierten hOGG1
berichtet, die an 8-Oxoguanin-haltige
DNA gebunden vorlag."! Diese iltere
Struktur zeigt eindeutig die Situation
nach dem ,Basen-Flipping“: Das 8-
Oxoguanin ist tief im aktiven Zentrum
des Proteins vergraben, an dem die
Hydrolyse der nucleosidischen Bindung
stattfinden kann.

Fiir die aktuelle Struktur von
hOGG1 gebunden an unbeschidigte
DNA entwickelte die Arbeitsgruppe
von Verdine eine Strategie zur kova-
lenten Verkniipfung, um das Protein an
einem unbeschéddigten Guanin einzu-
fangen.™ Der experimentelle Ansatz
sieht im Wesentlichen zwei Modifika-
tionen vor (Abbildung 1):1Y 1) Die Ge-
genbase Cytosin des Zielguanins in der
DNA wurde mit einer kurzen Alkyl-
kette modifiziert, die eine Disulfid-
Funktionalitit tragt. 2) Das Asn 149 der
hOGG1 wurde zu Cys mutiert. Nach
diesen beiden Verdnderungen konnten

Protein und DNA gezielt iiber eine Di-
sulfidbriicke verkniipft werden. In der
Struktur des entsprechenden hOGG1-
DNA-Komplexes war das unbeschidig-
te Guanin tatsdchlich aus der DNA-
Helix herausgedreht, aber im Unter-
schied zum 8-Oxoguanin wird dem un-
beschéddigten Guanin der Zutritt in das
aktive Zentrum verwehrt. Stattdessen
befindet sich das Guanin in einer be-
nachbarten aufBlerhelicalen Bindungs-
stelle, die als ,,Pfortner” gewdihrleistet,
dass nur 8-Oxoguanin in das eigentliche
aktive Zentrum gelangt und abgespalten
wird, nicht aber das unbeschédigte
Guanin. Dieses Ergebnis ist deswegen
so wichtig, weil es zeigt, dass das prote-
ininduzierte ,,Basen-Flipping“ unbe-
schiadigter DNA-Basen prinzipiell er-
folgen kann und die Diskriminierung
der DNA-Lision dann zwar in einer
auBerhelicalen Position, aber nicht im
aktiven Zentrum erfolgt.
Obwohl diese Strukturanalyse das
Modell stiitzt, bei dem ein
BER-Enzym unter konti-
nuierlichem ,,Basen-Flip-
ping“ wandert, erheben
sich einige Zweifel. Ins-

besondere im Hinblick
auf das Abfragen von
Millionen von Basenpaa-
ren, das zum Erkennen
einer einzigen beschidig-

ten Stelle erforderlich ist,
erscheint ein kontinuierli-
ches ,,Basen-Flipping* als
zu langsam. Die entschei-
dende Frage ist nun, ob
die Base fiir die Erken-

nung eines Schadens
wirklich  herausgedreht
werden muss.”! In diesem
Zusammenhang ist die
Beobachtung wichtig, dass
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Abbildung 1. Komplexe aus hOGG1 (N149C-Mutante) und
beschidigter DNA (oben, oG =8-Oxoguanin) oder unbeschi-
digter DNA (unten) mit Disulfidverkniipfungen. Das unbe-
schidigte Zielguanin ist herausgedreht, aber im Gegensatz
zu 8-Oxoguanin nicht in das aktive Zentrum insertiert.
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alle Enzyme, die Basen
aus dem DNA-Duplex
herausdrehen, auch die
DNA an der Bindungs-
stelle  deutlich abkni-
cken.”?! Diese Storung
der DNA-Struktur kann
aber vor, gleichzeitig mit
oder nach dem ,Basen-
Flipping“ erfolgen. Wenn
DNA-Glycosylasen in der
Lage sind, auch unbe-
schiadigte DNA abzukni-
cken, konnte ein alterna-
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nismus die beschiadigten s aw
Stellen lokalisieren. Solch
ein Mechanismus wurde
von Tainer etal. vorge-
schlagen.”'”  Entspre-
chend konnte eine lokale
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Flexibilitit der DNA-
Konformation, hervorge-
rufen z.B. durch syn-
Konformationen oder
Wobble-Fehlpaarungen

an der Stelle der Beschi-
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digung, durch Aminoséu-
ren erkannt werden, die
selbst eine konformative

Spannung auf die DNA-

Helix erzeugen, bevor

das ,,Basen-Flipping® er-
folgt.

Ein solches Szenario
wurde kirzlich durch
Verdine et al. anhand der
DNA-Protein-Struktur
von MutM nachgewie-
sen' Die bakterielle
DNA-Glycosylase MutM
erkennt ebenfalls 8-Oxo-
guanin und kann daher
als Pendant der zuvor
diskutierten hOGG1 be-
trachtet werden. Ahnlich
wie bei hOGG1 wurde
auch enzymatisch aktives
MutM mithilfe einer Strategie zur ko-
valenten Verkniipfung'™®! sowohl auf
beschidigten Stellen als auch auf unbe-
schiadigtem Guanin eingefangen (Ab-
bildung 2). Fiir diese Studien wurde das
Phosphodiester-Riickgrat der DNA im
Bereich der Proteinbindungsregion mit
einer thiolhaltigen Alkylkette modifi-
ziert. Die Cystein-Mutante von MutM
(Q166C) ergab eine Reihe interessanter
Strukturen, in denen verschiedene
DNA-Zielsequenzen abgefangen wur-
den. Ahnlich dem entsprechenden
hOGG1-Komplex befindet sich auch in
der Struktur von MutM mit einer 8-
Oxoguanin-haltigen DNA die beschi-
digte Base deutlich erkennbar in einer
herausgedrehten, aulerhelicalen Positi-
on. Sehr viel wichtiger erscheinen die
Details derjenigen MutM-Strukturen,
die auf unbeschiadigten DNA-Duplexen
eingefangen wurden. In diesen Fillen
insertierte die aromatische Seitenkette

kniipfung.
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Abbildung 2. Oben: Der Komplex aus MutM (Q166C-Mutante)
und beschadigter DNA zeigt das ,,Basen-Flipping* von 8-Oxo-
guanin. Unten: Beispiel eines Abtastungskomplexes aus MutM
(Q166C-Mutante) und unbeschidigter DNA mit Disulfidver-

von Phe114 direkt neben der eigentli-
chen Zielbase in die DNA, aber es
wurde keine Base herausgedreht. Die
Phe 114-Seitenkette bewirkt ein Abkni-
cken der DNA an der Intercalations-
stelle, wodurch wiederum das ,,Base-
Flipping“ von 8-Oxoguanin gegeniiber
Guanin kinetisch begiinstigt  wird:
Folglich wird 8-Oxoguanin herausge-
dreht, nicht aber Guanin. Offensichtlich
wirkt also nicht nur eine positive Se-
lektion fiir das Herausdrehen besché-
digter Basen, sondern zusitzlich eine
negative Selektion fiir das Herausdre-
hen unbeschédigter Basen.

Die beiden diskutierten Strukturen
mit hOGG1 und MutM geben neue
Einblicke in den Prozess der Lokalisie-
rung von DNA-Schiden. Die Diskrimi-
nierung beschéddigter DNA-Basen ge-
geniiber unbeschddigten kann iiber
mindestens zwei Mechanismen erfol-
gen: 1) Die konformative Spannung
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durch die Intercalation der Phel14-
Seitenkette von MutM in die DNA-
Helix ergibt eine kinetische Priferenz
fir das ,,Basen-Flipping* der bescha-
digten DNA-Base. Dieser Teil des Lo-
kalisierungsprozesses fiir DNA-Schidden
kann von der AuBenseite der Helix
durchgefiihrt werden. 2) Sollte die Gly-
cosylase gelegentlich einen Fehler ma-
chen und versuchen, eine unbeschédigte
Base in das aktive Zentrum herauszu-
drehen, so hat dies keine gefdhrlichen
Konsequenzen. Wie anhand der
hOGGI1-Struktur gezeigt, ist eine Bin-
dungsstelle vor dem aktiven Zentrum in
der Lage, zwischen beschéddigten und
unbeschddigten Basen zu unterschei-
den. Man darf gespannt sein, ob weitere
interessante DNA-Protein-Strukturen
aufgedeckt werden, die diese beiden
Modelle der Lokalisierung von DNA-
Schiden verfeinern.
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