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Die Bestrahlung von Zellen mit UV-Licht fiihrt zur Bildung
von Cyclobutanpyrimidin-Dimeren (CPDs) und den so ge-
nannten (6-4)-DNA-Photoschiden (Schema 1). Die beiden
Schéden sind die am hiufigsten auftretenden Photoprodukte
und werden in Dipyrimidinsequenzen in doppelstringiger
DNA gebildet.? Die Reparatur der beiden Schiden ist
wegen ihrer hohen Mutagenitit unerlésslich. Von besonderer
Bedeutung ist die durch Photolyasen vermittelte Reparatur
dieser Schédden. Photolyasen sind in der Lage, die am CPD-
oder (6-4)-Schaden beteiligten Einheiten direkt in die ent-
sprechenden Monomere zu spalten (reparieren).? Wihrend
Bildung und Reparaturmechanismus des CPD-Schadens gut
untersucht sind, war bisher wenig iiber den (6-4)-Schaden
bekannt. Insbesondere der Mechanismus der Reparatur
durch (6-4)-Photolyasen war lange ungeklirt. Derzeit geht
man davon aus, dass das Enzym die Schadstelle mithilfe
zweier konservierter Histidinreste im aktiven Zentrum in ein
Ogxetan-Intermediat iiberfiihrt (Schema 1), das anschlieBend,
nach erfolgtem Elektronentransfer von einem lichtaktivierten
FADH", gespalten wird.”* Wir prisentieren hier die ersten
Raumstrukturen einer (6-4)-Photolyase und stellen auf der
Grundlage biochemischer Daten und der Strukturen des mit
geschddigter und reparierter DNA komplexierten Enzyms
einen neuen Mechanismus vor, der das gespannte Oxetan-
Intermediat umgeht.

Fir die Strukturstudien wurde Einzelstrang-DNA, die
eine einzige TT-Sequenz, flankiert von Guaninbasen, enthilt,
im Handschuhkasten mit UV-Licht (254 nm) bestrahlt. In
derartigen Sequenzen findet die photochemische Reaktion
am TpT-Dinucleotid statt.®! Die DNA mit dem (6-4)-Schaden
wurde durch HPLC isoliert (10 % Ausbeute; siche Tabelle S1
in den Hintergrundinformationen). Das Auftreten des (6-4)-
Schadens wurde durch Totalverdau und anschlieBende
HPLC-MS/MS-Messung der bestrahlten Stridnge iiberpriift
(Abbildungen S1 und S2 in den Hintergrundinformationen).
Der DNA-Einzelstrang mit dem (6-4)-Schaden wurde mit
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Schema 1. Bildung des CPD- und (6-4)-Schadens sowie Reparatur des
(6-4)-Photoprodukts (rote Pfeile) tiber ein mégliches Oxetan-Intermedi-
at mithilfe zweier konservierter Histidinreste und anschlieRende Spal-
tung durch lichtinduzierten Elektronentransfer.

dem zugehorigen Gegenstrang hybridisiert, wobei fiir die
Kristallisationsstudien DNA-Doppelstriange mit einem Nu-
cleotid-Uberhang verwendet wurden. Die (6-4)-Photolyase
aus D. melanogaster mit N-terminalem Strep-Tag Il wurde in
E. coli iiberexprimiert. Das Protein wurde zundchst mit
DNase I behandelt, um genomische DNA zu entfernen, und
nachfolgend iiber eine Strep-Tag-II-Sdule und abschlieSend
iiber eine Heparin-Séule gereinigt.

Die oxidiert vorliegende (6-4)-Photolyase wurde unter
Lichtausschluss mit einem 15-meren DNA-Doppelstrang, der
einen zentralen Thymin-Thymin-(6-4)-Photoschaden ent-
hielt, cokristallisiert. Die Struktur der (6-4)-Photolyase wurde
mit Selenomethionin-markierten Proteinkristallen und der
Methode der einfachen anomalen Dispersion (SAD) be-
stimmt (Tabelle S2 in den Hintergrundinformationen). Es
wurden zwei Kristallstrukturen erhalten: das Enzym im
Komplex mit dem T(6-4)T-Schaden im aktiven Zentrum bei
2.0 A Auflsung sowie — nach Reduktion mit Dithionit und
Bestrahlung der Kristalle mit WeiBlicht — die (6-4)-Photolyase
im Komplex mit dem T(6-4)T-Schaden (2.7 A Auflésung;
Abbildung 1d und Abbildung S3 in den Hintergrundinfor-
mationen). Im zweiten Fall sieht man ein repariertes TpT im
aktiven Zentrum. Wie vermutet, entspricht die Struktur der
(6-4)-Photolyase den bereits zuvor verdffentlichten Struktu-
ren der CPD-Photolyasen und der Cryptochrome; dazu ge-
horen eine o/f-Domine und eine FAD bindende helicale
Domine (Abbildung 1a)."'?! Wihrend der Schadenserken-
nung 6ffnet die (6-4)-Photolyase die DNA um die Schadstelle
vollstdndig, wobei das Dimer um fast 180° aus der DNA in die
aktive Tasche des Enzyms gedreht wird. Mehrere Protein-
reste stabilisieren die Ausbuchtungsstruktur (,,bulge”) der
DNA (Abbildung 1b). Arg421, ein hoch konservierter Rest in
(6-4)-Photolyasen, ragt in den Duplex hinein, stapelt sich
iiber der Guaninbase am 3'-Ende und wechselwirkt mit dem
Phosphatriickgrat der neunten (3.1 A) und zehnten (3.1 A)
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Abbildung 1. a) Struktur des (6-4)-Photolyase-DNA-Komplexes. b) Schematische
Darstellung der Protein-DNA-Wechselwirkungen. Ausgeklappte Lision: rot; direkte
Wasserstoffbriicken/elektrostatische Wechselwirkungen: gelb, wasservermittelte
Kontakte: griin; Reste, die die hydrophobe Tasche bilden: blau. c) Fo-DFc-Elektro-
nendichtekarte der Schadstelle nach ,simulated annealing“-Verfeinerung in CNS,
berechnet ohne die Koordinaten der Lasion, vor ((c), DNA in Rosa) und nach der
Reparatur ((d), reparierte DNA in Cyan), konturiert bei 3 0. Blau: N, rot: O, orange:
C-Atome von FAD, grau: C-Atome wichtiger Aminosduren im aktiven Zentrum.

Base des geschédigten Stranges. Auf dhnliche Weise stehen
Lys431 und Ser424 in Kontakt mit dem Phosphatsauerstoff-
atom der elften Base des geschidigten Stranges (beide 2.8 A).
AuBlerdem bilden Lys161 und Arg502 Salzbriicken zum
Phosphatriickgrat der Basen 14 und 12 (2.6 und 3.0 A) des
ungeschidigten Stranges in 3’-Richtung des Schadens. Wie bei
den CPD-Photolyasen und den Cryptochromen liegt das
FAD in einer U-formigen Konformation vor.*'? Der Ade-
ninrest faltet sich zuriick zur Ribitylkette und liegt oberhalb
des Flavinringsystems. Diese Konformation wird durch Was-
serstoffbriicken zwischen der N1-Position und des NH,-
Restes von Asp406 (3.1 und 3.2 A) stabilisiert. Die Schad-
stelle selbst (Abbildung 1c¢) wechselwirkt mit dem Protein
iiber Watson-Crick-Wasserstoffbriicken zwischen GIn299 und
dem Pyrimidin-N3-Atom (2.8 A) und -O2-Atom (3.2 A)
sowie liber eine Wasserstoffbriicke zwischen der Pyrimidin-
C5-Hydroxygruppe und His365 (2.8 A). Dieser Rest ist in (6-
4)-Photolyasen hoch konserviert.” Der Schaden ist in einer
auffallend hydrophoben Tasche aus Trp302, Trp409, Pro247,
Pro293 und Val294 lokalisiert. In dieser Tasche befindet sich
nur ein Wassermolekiil, das eine Wasserstoffbriicke zur Hy-

’ H369
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droxygruppe in der C5-Position (2.9 A) des Pyri-
midinrestes bildet (Abbildung S4 in den Hinter-
grundinformationen).

In der Struktur des reparierten TpT (Abbil-
dung 1d) bleibt His365 weiterhin in Kontakt mit
dem urspriinglichen C5-Sauerstoffatom, das sich
nach der Ubertragung des Sauerstoffatoms an
Position C4 der 3'-Thyminbase befindet. Abgese-
hen vom Transfer des Sauerstoffatoms veréndert
sich die Struktur des aktiven Zentrums iiberra-
schenderweise kaum. Besonders interessant ist,
dass Glu299 im reparierten Komplex nur eine
einzige Wasserstoffbriicke zum TpT-Dinucleotid
bildet, was das Zuriickdrehen der reparierten
Schadstelle in die DNA-Doppelhelix erleichtern
konnte. Die Kristallstrukturen deuten darauf hin,
dass die eukaryotische (6-4)-Photolyase dhnliche
Energie- und Elektronentransfermechanismen
wie die bakteriellen Klasse-I-CPD-Photolyasen
nutzt. Die Lichtenergie wird vom FADH™ absor-
biert, wobei der anschlieBende Elektronentrans-
fer zur Schadstelle iiber eine kurze Distanz von
27A (NH; papadenin—O4 Lision) €rfolgt und vermut-
lich unter Beteiligung des Adeninrestes von FAD
verluft.

Mithilfe von Mutationsstudien wurde die
zentrale Hypothese untersucht, dass die zwei
hochkonservierten Histidinreste His365 und
His369 in direkter Nachbarschaft zur Schadstelle
essenziell fiir die Katalyse sind. Dazu wurden die
beiden Histidinreste sowie Tyr423, das mit His369
wechselwirkt, sukzessive mutiert. In Uberein-
stimmung mit den Literaturdaten ist die Mutante
His365Asn nicht in der Lage, den (6-4)-Schaden
zu reparieren;!” dagegen weist die Mutante
His369Met eine stark verringerte, aber noch de-
tektierbare Restaktivitdt auf (Abbildung S5 in
den Hintergrundinformationen). Die letzte Mu-
tation der Triade, Tyr423Phe, verringert ebenfalls die Repa-
raturaktivitét, jedoch in deutlich geringerem Ausmaf als die
His369Met-Substitution. Kristallstrukturen der Mutanten
zeigen, dass die Mutationen die Struktur des aktiven Zen-
trums nicht verdndern. Zusammen belegen diese Daten, dass
die Triade His365-His369-Tyr423 von zentraler Bedeutung fiir
die volle katalytische Aktivitét ist.

Die Strukturdaten der (6-4)-Photolyase im Komplex mit
geschidigter DNA vor und nach der In-situ-Reparatur sind
nicht in Finklang mit dem Oxetan-Mechanismus, wie er in
Schema 1 dargestellt ist. Wiirde ein Oxetan-Intermediat ge-
bildet, miisste eine Deprotonierung der C5-OH-Gruppe
durch einen der essenziellen Histidinreste erfolgen. Ferner
wiirde man eine Aktivierung der Acylimin-Einheit infolge
einer Protonierung durch den zweiten Histidinrest erwarten.
Beide Histidinreste liegen jedoch so weit unterhalb der
Schadstelle, dass eine Acylimin-Protonierung ausgeschlossen
werden kann. Tatsdchlich befindet sich die Acylimin-Einheit
in einer weitgehend hydrophoben Umgebung (Abbil-
dung 1b). Die Kristallstrukturen belegen ferner, dass die
betreffende C5-OH-Gruppe Wasserstoffbriicken zum Was-
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sermolekiil 276 (2.9 A) und zu His365 (2.8 A) ein-
geht. His365 steht wiederum in Kontakt mit His369
(2.8 A), das mit der OH-Gruppe von Tyr423 (2.6 A)
wechselwirkt. In einer ENDOR-Studie demon-
strierten Weber und Mitarbeiter, dass der Histidin-
rest nahe der Ribitylkette von FAD (H1’) — His365 in
unserem Fall — sehr wahrscheinlich protoniert vor-
liegt, was in Einklang mit den Strukturdaten ist.
Damit wird eine Deprotonierung der C5-OH-
Gruppe unwahrscheinlich.!' Insgesamt ist daher die
Bildung eines gespannten Oxetan-Intermediats
fragwiirdig. Die Relevanz unserer strukturellen Be-
obachtungen wird durch die Tatsache untermauert,
dass das Enzym im Kiristall nach Reduktion und
Bestrahlung aktiv ist.

Wir gehen momentan davon aus, dass C5-OH
nicht vom Enzym deprotoniert wird, sondern im
Gegenteil durch Protonierung mithilfe von His365 in
eine bessere Abgangsgruppe umgewandelt wird. Der
direkte Transfer der C5-OH-Gruppe wihrend der
Reparatur wurde mit '®O-markiertem Wasser in
Reparaturexperimenten bestitigt; dabei konnte das
vollstindige Verbleiben von '°O in der reparierten
DNA nachgewiesen werden. Wir glauben, dass der
erste Schritt der Reparatur ein direkter Elektro-
nentransfer vom durch Licht angeregten FAD auf
die (6-4)-Schadstelle ist (Schema 2). Dabei wiirde
das Radikalanion II erzeugt. Nach der Reduktion
konnte durch Protonierung von C5-OH das Inter-
mediat III entstehen. Das Wassermolekiil miisste im
néchsten Schritt, moglicherweise aktiviert durch die
Histidinreste, das Acylimin angreifen, wobei das In-
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termediat IV entstiinde. Dieses konnte dann iiber V,
nach dem Riicktransfer des Elektrons zum FAD und
des Protons zum His365, zu den einzelnen reparier-
ten Basen fragmentieren.

Um die Bildung von III zu iiberpriifen, haben wir
die direkte Reparatur eines T(6-4)T-Schadens (R =
CH;) mit der eines U(6-4)T-Schadens (R =H) verglichen.
Die fehlende Methylgruppe im Fall des U(6-4)T-Schadens
sollte die Stabilitdt von III deutlich herabsetzen und den
Reparaturprozess verlangsamen. Dies wurde tatsdchlich be-
obachtet: Die Reparatur des U(6-4)T-Schadens ist um den
Faktor 4-5 langsamer (Abbildung S6 in den Hintergrundin-
formationen), was fiir den vorgeschlagenen Mechanismus in
Schema 2 spricht.

Wir berichten hier iiber die erste Kristallstrukturanalyse
einer (6-4)-Photolyase. Die Strukturdaten zeigen das Enzym
im Komplex mit einem DNA-Strang, der eine (6-4)-Schad-
stelle enthélt, vor und nach dessen In-situ-Reparatur. Es
konnte kein Oxetan-Intermediat beobachtet werden. Des
Weiteren wurden wéahrend und nach der Reparatur nur sehr
geringe Strukturédnderungen im aktiven Zentrum festgestellt,
was erneut gegen die Bildung eines stabilen Oxetan-Inter-
mediats spricht (Abbildung S3 in den Hintergrundinforma-
tionen). Die Bildung eines sehr kurzlebigen Oxetan-Inter-
mediats kann nicht ausgeschlossen werden. Die Lage und der
Protonierungsstatus der entscheidenden Histidinreste, das
H,'®O-Experiment, das einen direkten Transfer der C5-OH-
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Schema 2. Vorgeschlagener Reparaturmechanismus der lichtinduzierten, auf
Elektronentransfer beruhenden Spaltung des (6-4)-Schadens. T(6-4)T: R=CHj,
U(6-4)T: R=H.
Gruppe belegt, sowie die geringere Effizienz der Reparatur
des U(6-4)T-Schadens liefern starke Hinweise, dass die Re-
paratur der in Schema 2 dargestellten Reaktionssequenz
folgt.
Experimentelles
(6-4)-Photolyase aus D. melanogaster wurde in den Vektor
pDESTO007 kloniert,'” in Escherichia coli (Rosetta-gami pLysS
(DE3); Novagen) iiberexprimiert und als Fusionsprotein mit N-ter-
minalem Strep-Tag 11 sowie mit anschlieBender Heparin-Affinitéts-
chromatographie gereinigt (Abbildung S7 in den Hintergrundinfor-
mationen). Die Mutanten wurden mit der ,,QuickChange mutage-
nesis“-Methode (Stratagene) erhalten. Die DNA mit (6-4)-Schaden
wurde durch 14-stiindige Bestrahlung eines Einzelstranges bei
254 nm in einer Belichtungsapparatur unter anaeroben Bedingungen
erhalten und anschlieBend mit HPLC gereinigt. Die Aktivitdt des
Proteins wurde in HPLC-Assays mit DNA untersucht, die einen (6-
4)-Schaden enthielt (Abbildung S8 in den Hintergrundinformatio-
nen). Hierfiir wurde das Enzym/DNA-Gemisch 1 h unter Weillicht
bestrahlt und die Reaktion durch Hitzedenaturierung des Enzyms
gestoppt. Die Cokristalle der DNA-gebundenen (6-4)-Photolyase
wurden durch die Methode der Dampfdiffusion im héngenden
© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 10233
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Tropfen erhalten (Enzym 8.5 mgmL ', molares Verhiltnis DNA/
Protein 1.1:1), wobei gleiche Volumina an Reservoir- (0.1Mm Hepes,
pH 7.0, 15-20% PEG 4000 oder 0.1m MIB-Puffer, pH 8.6, 20-25%
PEG 1500) und Enzym/DNA-Losung gemischt wurden (PEG =Po-
lyethylenglycol, MIB = Malonséure, Imidazol, Borsdure). Alle Kris-
tallisationsexperimente erfolgten unter Rotlicht. Durch Trénken der
Kristalle in Gefrierschutzlosung mit Reduktionsmittel und anschlie-
Bende Bestrahlung unter WeiBlicht wurde die Reparatur initiiert. Die
Messungen wurden an der Swiss Light Source des Paul Scherrer In-
stituts durchgefiihrt und die Strukturen mithilfe von Selenomethio-
nin-markiertem Protein durch einfache anomale Dispersion (SAD)
gelost. Experimentelle Phasen wurden mit SHARP berechnet,!'*!7!
und die Struktur wurde mit ARP/wARP!"® und COOT!"! erhalten.
Strukturverfeinerungen wurden mit REFMAC?! und CNSP!
durchgefiihrt. Die Atomkoordinaten und Strukturfaktoren (PDB-
Eintrage 3CVU und 3CVY)) sind hinterlegt unter: PDB, Collabo-
ratory for Structural Bioinformatics, Rutgers University, New
Brunswick, NJ (www.rcsb.org).
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