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Die DNA einer Zelle ist der ununterbrochenen Schiadigung
durch zahlreiche endogene und exogene Faktoren ausgesetzt.
Die entstehenden DNA-Schidden koénnen zu Mutationen
fiihren oder den Zelltod herbeifiihren.!) Einige der bedeu-
tendsten DNA-Schidden entstehen durch die Reaktion von
alkylierenden Reagentien mit den DNA-Basen. Die alky-
lierten Reaktionsprodukte konnen einerseits endogen durch
zelluldre Alkylierungsreagentien wie das S-Adenosylme-
thionin entstehen oder sind auf die Einwirkung exogener
Faktoren (unter anderem Umwelteinfliisse) zurtickzufiihren.
Auch bei der Krebstherapie werden alkylierende Agentien
eingesetzt, um die DNA von Tumorzellen zu schiadigen. Da-
bei treten diverse alkylierte Basen auf. Neben der N'-Position
von Guanin und Adenin sind die O°-Position des Guanins und
die O*-Position des Thymins fiir Alkylierungen anfillig. Vom
0°Methylguanin weifs man, dass es wihrend der Replikation
mit Thymin paaren kann, woraus eine Transitionsmutation
von G-C zu A-T resultiert.”

Zurzeit sind drei verschiedene Reparaturmechanismen
fiir die Entfernung von alkylierten Basen bekannt: Mithilfe
direkter oxidativer Desalkylierung durch Oxygenasen der
AlkB-Familie kann die Alkylgruppe an der Base direkt ent-
fernt werden.”! Die Alkylgruppe wird aufoxidiert und elimi-
niert. Ein weiterer Mechanismus verlduft iiber Basenexzisi-
onsreparatur-Glycosylasen.!! Hierbei wird die geschidigte
Base aus dem Strang entfernt. Die meisten Zellen reparieren
allerdings O°-Alkylguanin-Schiden hauptsichlich iiber O°-
Alkylguanin-DNA-Transferasen (AGTs). Diese Proteine
demethylieren O%-Methylguanin und O*-Methylthymin mit-
hilfe eines Cysteinrestes im aktiven Zentrum.F® AGTSs
transferieren die Alkylgruppe in einer Sy2-Reaktion auf
dieses Cystein, was ein irreversibel alkyliertes Enzym ergibt
(,,Suizid“-Enzym; Abbildung 1). Es existieren Kristallstruk-
turen der humanen AGT im Komplex mit O°-Methylguanin
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Abbildung 1. Suizid-Reparatur durch die O°-Alkylguanin-DNA-Transfe-
rase (AGT).

enthaltender doppelstringiger DNA.'l AGT enthilt ein He-
lix-Turn-Helix(HTH)-Motiv, das die DNA {iiber eine Wech-
selwirkung mit der kleinen Furche des Duplexes bindet.
DNA-Bindung fiihrt zur Aufweitung der kleinen Furche der
DNA und Interkalierung eines Arginin-Fingers in die Helix.
Wie auch bei den DNA klappenden Photolyasen!® wird die
alkylierte Base in die katalytische Tasche herausgeklappt
(base flipping). Dieses Herausdrehen der geschidigten Base
aus dem Duplex wird zusétzlich durch einen konservierten
Tyrosinrest unterstiitzt, der iiber sterische Hinderung und
LadungsabstoBung die Rotation des 3’-Phosphatrestes der
alkylierten Base induziert. Aulerdem bildet ein Arginin eine
Wasserstoffbriicke zum zuriickbleibenden ungepaarten Cy-
tosin in der DNA-Doppelhelix. Diese Wechselwirkung ist
essenziell fiir die Stabilisierung des herausgeklappten Nu-
cleotides.

Die Reparatur von alkylierten Basen durch AGTs spielt
eine grofle Rolle bei der Krebstherapie. Diverse Chemothe-
rapeutika wie Procarbazin, Dacarbazin, Temozolomid und
die Wirkstoffgruppe der Nitrosoharnstoffe sind alkylierende
Substanzen (Schema 1). Eine Reparatur der alkylierten
Guanine in der DNA durch AGTs fiihrt zu Resistenz der
Tumorzelle gegen diese alkylierenden Medikamente. Zur
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Schema 1. Alkylierende Chemotherapeutika.

Verbesserung der Chemotherapie mit diesen Wirkstoffen
werden daher AGT-Inhibitoren gesucht, die das schnelle
Auftreten von Resistenzen verhindern sollen.”1%

Anfang 2003 wurde von Margison und Mitarbeitern eine
neue Klasse von Proteinen aus Prokaryoten und niederen
Eukaryoten beschrieben, die in ihrer DNA bindenden Do-
méne Sequenzihnlichkeiten zu den AGTs aufweisen. Diese
werden als Alkyltransferase-dhnliche Proteine (ATL-Protei-
ne, alkyltransferase-like proteins) bezeichnet.'!! Wie bei den
AGTs wird hier ebenfalls das geschiddigte Nucleotid erkannt
und aus der DNA-Helix herausgedreht. Die ATLs unter-
scheiden sich jedoch von den AGTs in einigen charakteristi-
schen Eigenschaften:[1>716]

o Trotz der signifikanten Sequenzhomologie findet sich im
aktiven Zentrum statt des katalytisch aktiven Cysteins in
diesen neuartigen ATLs hauptsichlich ein Tryptophan
oder auch ein Alanin.

e Aufgrund der fehlenden Cysteingruppe kann keine Al-
kyltransferaseaktivitdt, d.h. keine direkte Reparatur des
entstandenen DNA-Schadens, stattfinden. Eine Mutation
des Tryptophans zu Cystein fithrt nicht zur Wiederher-
stellung der Alkyltransferaseaktivitit, was zeigt, dass die
ATL-Proteine keine Reparaturaktivitit entfalten konnen.

e Ebenfalls konnte weder Glycosylase- noch Endonuc-
leaseaktivitdt als alternativer Reparaturmechanismus
nachgewiesen werden.

o ATLs inhibieren reversibel die Aktivitdt der AGT-Repa-
raturenzyme, da sie spezifisch an die Alkylschdden binden.

o Eine Inaktivierung der ATL-Gene fiihrt zu einer erhohten
Empfindlichkeit gegen DNA alkylierende Agentien, d.h.,
ATLs schiitzen den Organismus vor den biologischen
Folgen von DNA-Alkylierung.

Tainer und Mitarbeiter erforschten nun den Mechanismus
der Schadenserkennung der ATLs und deren Verbindung zur
allgemeinen Nucleotid-Exzisions-Reparatur (NER), die so
genannte Bulky-Adduct-Schiden aus dem Genom ent-
fernt.!1”!

Um Aufschliisse iiber Struktur und Wirkungsweise der
ATLs zu erlangen, wurde Atll aus Schizosaccharomyces
pombe in Komplex mit verschiedenen Oligonucleotiden
kristallisiert. Als DNA-Schaden fungierte entweder ein O°-
Methylguanin (O%mG) oder das toxikologisch relevante

www.angewandte.de

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Addukt O°-4-(3-Pyridyl)-4-oxobutylguanin (O°pobG). Tai-
ner und Mitarbeiter stellten fest, dass die katalytische Do-
mine von Atll grofe Ahnlichkeit zur humanen AGT auf-
weist. Im katalytischen Zentrum sind die fiir DNA-Bindung
und Herausklappen des Nucleotids verantwortlichen Reste
konserviert. Allerdings fehlt Atll in der Tat das reaktive
Cystein fiir die direkte Reversion des Alkylschadens. Dieses
ist im Fall von Atll — wie erwartet wurde — durch ein Tryp-
tophan ersetzt, das durch hydrophobe Wechselwirkungen die
herausgeklappte Alkylbase stabilisiert.

Der O°-mG- oder O°-pobG-Schaden ist in Komplex mit
Atll in das aktive Zentrum mit der typischen PWHRYV-Se-
quenz gedreht. Ein Arginin bildet eine Wasserstoffbriicke
zum ungepaarten Cytosin und stabilisiert somit das heraus-
geklappte Alkylguanin zusitzlich. Die Atll-Bindetasche fiir
alkylierte Nucleotide ist ungefihr dreimal so grof3 wie jene
der AGTs. Dies erklirt die Vielfalt an Schiden, die durch
Atll erkannt werden, z.B. O%Benzyl-, O°-(4-Bromthenyl)-
oder O°-Hydroxyethylguanin. Die Promiskuitit der Binde-
tasche ist erstaunlich. Interessant ist, dass in den aktiven Ta-
schen der E.-coli-AGTs (Ada und Ogt) nicht geniigend Platz
fiir das herausgeklappte O°-pobG vorhanden ist. Dies lsst
darauf schlieen, dass ATLs fiir die Reparatur von sperrigen
Addukten in Organismen wie E. coli bendtigt werden. Die
DNA-Bindung erfolgt bei Atll wie bei AGTs iiber ein HTH-
Motiv. Tainer und Mitarbeiter konnten zudem bei Atll mehr
DNA-Protein-Kontakte als bei AGTs nachweisen, was die
starke Affinitidt zu alkylgeschiadigten Basen erklirt. Zusétz-
lich wird die DNA um ca. 45° abgewinkelt. Die starke Bie-
gung der DNA durch Atll wird vor allem durch die N-ter-
minale Helix unterstiitzt.

Das Herausklappen von geschédigten Basen ist ein weit
verbreiteter Prozess, den viele Nucleotid modifizierende
Enzyme (z.B. DNA-Reparaturenzyme oder RNA modifi-
zierende Enzyme) nutzen. All diese Enzyme verbinden mit
dem Klappen eine katalytische Funktion, in deren Folge die
geklappte Base modifiziert oder eliminiert wird. Trotz her-
ausgeklappter Alkylbase zeigt Atll jedoch keinerlei enzy-
matische Aktivitdt zur Spaltung. Dies ist auBBergewohnlich,
denn warum soll ein Protein eine geschidigte Base heraus-
klappen, wenn keine chemischen Prozesse folgen? Da den
ATL-Proteinen eine katalytische Funktion fehlt, wurde friih
vermutet, dass das Herausklappen des Nucleotids nur ein
Schalter sein konnte, der andere Reparatursysteme aktiviert.
Da z.B. O%meG keinen Transkriptionsstop hervorruft,
konnte Atll als Erkennungsprotein an den Schaden binden
und dadurch die Transkription blockieren, was eine an-
schlieBende Reparatur ermoglicht (Abbildung 2). Wechsel-
wirkungsstudien mit verschiedenen NER-Proteinen zeigen
nun tatsichlich direkte Zusammenhénge zwischen ATLs und
dem NER-System. NER ist ein allgemeiner Reparaturpro-
zess, bei dem ein schadhaftes DNA-Teilstiick komplett her-
ausgeschnitten wird und die resultierende Einzelstrangliicke
mit den korrekten Nucleotiden ausgefiillt wird. Atl von
E. coli wechselwirkt z. B. mit UvrA und UvrC aus E. coli, die
am NER-Mechanismus beteiligt sind. Biochemische Wech-
selwirkungen zwischen Atll und Rad13 (beide aus S. pombe)
konnten ebenfalls eindeutig nachgewiesen werden. Vermut-
lich ist ATL daher tatséchlich eine reine Erkennungseinheit
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Abbildung 2. Erkennung von O°-Alkylguanin-Schaden durch ATLs. Der
entstandene Protein-DNA-Komplex rekrutiert durch starke Biegung der
DNA und Herausklappen der alkylierten Base die NER.

von Schiden, die diese der Reparatur durch NER-Proteine
zufiihrt. Dies ist zusitzlich zu den bereits bekannten Repa-
raturmechanismen ein neuer Weg zur Reparatur von alkyl-
geschédigten Basen.

Es steht noch offen, ob ATLs auch bei hoheren Lebewe-
sen eine Rolle bei der generellen Schadenserkennung spielen.
Die Autoren konnten allerdings die ersten ATLs nun auch in
einem multizelluldiren Organismus (der Seeanemone Nema-
tostella vectensis) nachweisen. Eine humane Version der
ATLs wurde noch nicht gefunden. Es bleibt daher festzuhal-
ten, dass viele, vor allem kleine Schiden wihrend der Re-
plikation oder Transkription schlicht iibersehen werden und
zu Mutationen fiihren."! Die ATL-Proteine binden an diese
Schéiden und klappen sie heraus, wodurch die ,,unsichtbaren®
Schéden fiir die Reparatursysteme wie NER sichtbar werden.
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