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Kristallstruktur eines Cisplatin-(1,3-GTG)-Schadens im Komplex mit
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Cisplatin (cis-Diammindichloroplatin(II)) ist eines der am
weitest verbreiteten Antikrebsmedikamente und wird gegen
Eierstock-, Hals-, Kopf- und Nackenkrebs sowie nicht-klein-
zelligen Lungenkrebs eingesetzt.!'! Es ist als eines der wenigen
Therapeutika in der Lage, Krebs zu heilen. Allerdings be-
schriankt sich diese Eigenschaft auf Hodenkrebs mit Hei-
lungsraten von bis zu 90%.% Die Antitumorwirkung von
Cisplatin beruht auf der Bildung stabiler DNA-Addukte
(Abbildung 1).04¢ Die Hauptaddukte sind 1,2- (Pt-GG (1),
47-50%; Pt—AG, 23-28%) und 1,3-Intrastrangverkniipfun-
gen (Pt—-GNG, 8-10%), wobei in letzterem Fall die beiden
Guanine durch eine weitere Nucleobase getrennt sind.[**!
Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass 1,2-Intrastrangaddukte von
Zellen toleriert werden. Zwei spezialisierte DNA-Polymera-
sen (Pol 1 und Pol €) ermdglichen durch ihr Zusammenspiel
die Replikation iiber Schaden 1. Dieser komplexe Prozess
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Abbildung 1. Strukturen des Cisplatin-(1,2-GG)-Schadens 1 und des
Cisplatin-(1,3-GTG)-Schadens 2. Darstellung der DNA-Sequenz 3, die
den Schaden 2 enthilt.
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wird durch Pol n initiiert, die fehlerfrei ein dC gegeniiber dem
Schaden einbaut. AnschlieBend verldngert Pol T diese
Struktur zum Endprodukt. Dieser Prozess wirkt dem thera-
peutischen Effekt von Cisplatin entgegen und trégt somit zu
Resistenzbildung bei.”! Derzeit wird vermutet, dass 1,3-In-
trastrangaddukte die Replikation stdrker behindern und
somit zytotoxischer sind.!'*!!]

Hier berichten wir, wie Pol 1 den Pt-GTG-Schaden par-
tiell mit zwei Nukleobasen paart und somit die Replikation
ermoglicht. Rontgenkristallographische Daten zeigen einen
Pt-GTG-Schaden (2) in Komplex mit Pol ) und erkldren den
Mechanismus der partiellen Replikation.'>" Zur Aufkli-
rung des Mechanismus wurde der DNA-Templatstrang 3
hergestellt, der ein einzelnes Cisplatin-(1,3-GTG)-Intra-
strangaddukt enthielt. Dazu wurde ein kurzes DNA-Oligo-
mer mit einer isolierten GTG-Sequenz mit aktiviertem Cis-
platin umgesetzt.'¥ Der Pt-GTG-geschidigte DNA-Strang
wurde durch Umkehrphasen-HPLC und anschlieBende An-
ionentauscher-HPLC gereinigt. Mit diesem zweistufigen Iso-
lierungs-/Reinigungsprotokoll wurde das Pt-GTG-geschi-
digte Oligonukleotid 3 mit einer Reinheit von iiber 98 %
isoliert.'”! Um das Uberlesen des Schadens durch Pol 1 zu
untersuchen, wurden Primerverldngerungsstudien durchge-
fithrt (Abbildung 2).

Der DNA-Strang 3 (18mer) mit dem Pt-GTG-Schaden
und, als Kontrolle, derselbe Strang ohne Pt-GTG-Schaden
wurden mit einem 5'-Fluorescein-markierten DNA-Primer
hybridisiert. Die beiden DNA-Konstrukte wurden anschlie-
Bend mit gereinigter Pol 1 aus Saccharomyces cerevisiae in-
kubiert. Dabei variierte die Konzentration der vier Nukle-
otidtriphosphate von 1 bis 1000 nm (Abbildung 2a). Die Re-
aktion wurde durch Gelelektrophorese untersucht. Pol n
verldngert das ungeschidigte DNA-Templat (Abbildung 2 a),
wihrend eine komplette Verldngerung des geschadigten
DNA-Templats nicht moglich ist. Dies wird durch kiirzlich
veroffentlichte Daten von humaner Pol 1) bestitigt."s! Pol 1
aus S. cerevisiae baut gegeniiber vom Schaden die erste Base
effizient ein, wiahrend eine Verldngerung um eine zweite Base
nur gezwungenermal3en erfolgt.

Als néchstes interessierte uns, welche Base Pol  wihrend
des partiellen Uberlesens einbaut. Dazu fiigten wir dem Pri-
merverldngerungsassay die einzelnen Triphosphate hinzu
(Abbildung 2b,c). Die Daten zeigen, dass das Enzym gegen-
iiberliegend zu 3'dG des Pt-GTG-Schadens korrekt ein dC
einbaut. Der zweite Nukleotidyltransfer dagegen ist viel
langsamer (Abbildung 2¢), erfolgt bei hoheren Enzymkon-
zentrationen aber dennoch (350 nMm, Abbildung 2c¢, rechts).
Wihrend dieses Schrittes baut das Enzym entweder dA oder
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Abbildung 2. Primerverliangerungsstudie mit Pol 1 und Fluorescein-
markierten Primern. a) Primerverlingerungsstudien in Abhingigkeit
von der Enzymkonzentration; Endkonzentrationen von 1-1000 nm

Pol 1 mit einem Uberschuss an Substrat (10 um Templat-DNA und
100 um Nukleotidtriphosphat) in 10 mm Tris-HCl, 50 mm NacCl, 10 mm
MgCl,, 1 mm Dithiothreitol (DTT), pH 7.9. b) Korrekter Einbau von dC
gegeniiberliegend zu 3'dG des Pt-GTG-Schadens. c) Selektivitit des
Nukleotideinbaus gegeniiberliegend zum zentralen dT des Schadens
(entweder Einbau von dA oder dG).

dG ein, wobei dG bevorzugt wird. Fiir eine abasische Stelle ist
dieser Effekt bekannt: Das Hefe-Enzym bevorzugt den
Einbau von dG gegeniiber dA, da dG eine bessere Basen-
stapelung eingeht.””) Nach diesem zweiten Verlingerungs-
schritt wird das Enzym blockiert (Abbildung 2 a).

Um den Mechanismus der Inkorporation von zwei Basen
durch Pol n gegeniiberliegend zum drei Nukleobasen umfas-
senden Pt-GTG-Schaden zu untersuchen, haben wir Pol 1 aus
S. cerevisiae zusammen mit einem Templat-Primer-Komplex,
der einen Pt-GTG-Schaden im zweiten Verldngerungsschritt
enthélt, kristallisiert. Fiir das Experiment wurde der Primer
mit einem 2’,3’-Didesoxycytosin am Ende versehen. Die Di-
desoxybase endet dabei direkt gegeniiberliegend zum 3'dG
des Pt-GTG-Schadens, um eine weitere Verldngerung durch
die Polymerase zu verhindern. Die Kiristallisation wurde mit
dATP in der Kristallisationslosung durchgefiihrt. Kristalle des
Enzyms im Komplex mit Pt-GTG und dATP in der aktiven
Tasche beugten die Rontgenstrahlung bis 2.5 A (detaillierte
Informationen tiiber Datensammlung, Auswertung und
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Strukturverfeinerung sind in den Hintergrundinformationen
zu finden). Die Struktur wurde durch Kombination der ex-
perimentellen Pt-SAD-Phasen (SAD =single-wavelength
anomalous dispersion) mit den Phasen, die durch den mole-
kularen Ersatz mit dem Apoenzym erhalten wurden,
gelost.2

Abbildung 3a zeigt die Struktur des Komplexes mit der
fiir die Y-Familie der DNA-Polymerasen typischen ,,Rechte-
Hand-Struktur” und einer zuséitzlichen Polymerase-assozi-
ierten Domine (PAD).”"! Ein Beispiel fiir die Elektronen-
dichte des Pt-GTG-Schadens ist in Abbildung 3b zu sehen. In
der Elementarzelle des Kristalls befinden sich zwei Komplexe
A und B, die den DNA-Primer-Komplex in unterschiedlichen
Konformationen zeigen (Abbildung 3c,d). Met74 befindet
sich im Komplex A zwischen den Nukleotiden —2 (dC) und
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Abbildung 3. Kristallstruktur eines DNA(Templat-Primer)-Duplex mit
einem Cisplatin-(1,3-GTG)-Schaden im Komplex mit Pol 1. a) Gesamt-
struktur des Komplexes mit dem Protein in Banderdarstellung. Der
Schaden ist als rotes und dATP als graues Stabmodell dargestellt. Die
beiden fiir die Katalyse notwendigen Ca®"-lonen sind als griine Kugeln
dargestellt. b) Elektronendichtekarte (F,,;—D F,q) fiir den Pt-GTG-
Schaden (Komplex B), konturiert mit 20 (blau); Gberlagert (griin) ist
die anomale Differenz-Fourier-Elektronendichtekarte des Platin-Atoms
(30). Die beiden Guanine des Schadens sind mit einem internen
Winkel von ca. 70° fixiert. c) Drehung der DNA um etwa ein Nukleotid
in die aktive Tasche; Komplex A blau, Komplex B griin. d) Ansicht um
90° gedreht. Zur Veranschaulichung wurde die Finger-Domine in der
Binderdarstellung entfernt. e) Detaillierte Ansicht der aktiven Taschen.
Das 3'dG des Schadens bildet ein Watson-Crick-Basenpaar mit dem
ddC-Ende des Primers. R73 fixiert von oben das hereinkommende
dATP. In Komplex B ist die DNA weiter in die aktive Tasche des
Enzyms gedreht, wobei Glu79 Wasserstoffbriicken zum zentralen, un-
gepaarten Thymin des Schadens bildet. Das 5'dG bildet eine H-Briicke
mit dem dATP. Dies verursacht jedoch eine VergréfRerung des Ab-
stands von 5.1 A auf 8.5 A zwischen der modellierten Hydroxygruppe
und dem Nukleotid in der aktiven Tasche.
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—1 (dT) des Pt-GTG-Schadens. In Komplex B dagegen ist
dieses Methionin durch die Drehung der DNA um ein Nu-
kleotid in die aktive Tasche zwischen dem 5'dG des Pt-GTG-
Schadens und der —1-Base (dT) positioniert (Abbildung 3e).
Solche Schwefel-Aren-Wechselwirkungen stellen einen be-
trachtlichen Anteil an stabilisierender Dispersionsenergie
bereit.”!! Die konservierte Aminosiure Arg73, die durch die
Stabilisierung fiir das Uberlesen eines DNA-Schadens es-
senziell ist,1” stapelt in Abwesenheit einer Templatbase iiber
dem hereinkommenden dATP. Dadurch wird das dATP fiir
den nukleophilen Angriff durch die 3'OH-Gruppe des Pri-
mers fixiert (Abbildung 3e und Abbildung S1 in den Hinter-
grundinformationen).

In beiden Komplexen A und B bildet das ddC-3'-Primer-
ende mit dem 3'dG des Pt-GTG-Schadens ein ideales
Watson-Crick-Basenpaar (Abbildung 3e). Die perfekte
Watson-Crick-Basenpaarung erméglicht den effektiven und
korrekten Einbau von dCTP gegeniiberliegend zum 3'dG-Teil
von Pt-GTG wihrend des ersten Replikationsschrittes. Die
Pt-GTG-Verkniipfung verursacht eine starke Verformung der
DNA, da das Platinatom die zwei Guanine mit einem inter-
nen Winkel von ca. 70° fixiert (Abbildung 3b). Das Haupt-
merkmal der beschriebenen Struktur ist das zentrale Thymin
des Schadens 2. Es befindet sich nicht zwischen den beiden
Guaninen, sondern ist komplett aus dem DNA-Doppelstrang
herausgedreht und teilweise flexibel (Abbildung 3).' Folg-
lich ist das zentrale Thymin unféhig, den zweiten Verlidnge-
rungsschritt zu dirigieren, der nun gegeniiberliegend zum
5'dG (Pt-GTG) erfolgt. Tatsdchlich beobachten wir in der
Kristallstruktur eine Wechselwirkung zwischen dem herein-
kommenden dATP mit dem 5'dG-Teil des Schadens. Zusétz-
lich verhindert das herausgedrehte zentrale dT des Pt-GTG
Schadens eine weitere Bewegung des Enzyms entlang des
Templat-Primer-Doppelstrangs. Dies erkldrt, warum Pol n
nach dem zweiten Verldangerungsschritt stoppt. Abbildung 4
zeigt die Blockade im Detail mit dem Protein des Komplexes
als graue Oberflidche. Das zentrale dT des Pt-GTG-Schadens
ist direkt vor dem Protein positioniert und verhindert somit
jegliche weitere Bewegung der Polymerase entlang des DNA-
Strangs.

Abbildung 4. Grofansicht der aktiven Tasche in Komplex B, tberlagert
mit der semitransparenten Oberfliche des Proteins. Met74 befindet
sich zwischen dem zentralen dT und dem 5'dG des Schadens und ver-
hindert dadurch eine weitere Bewegung der Polymerase entlang des
DNA-Templatstrangs.
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Die Kristallstruktur erkliart ebenfalls die Ineffizienz des
zweiten Verldngerungsschrittes. Fiir eine effiziente Katalyse
muss der Templat-Primer-Komplex von Komplex A in
Komplex B drehen. In dieser Konformation ist der Primer-
strang fiir den Angriff des Triphosphats korrekt positioniert.
Die Triebkraft fiir die Drehung ist die Bildung von Wasser-
stoffbriicken zwischen dem hereinkommenden Triphosphat
und der Templatbase. Die Drehbewegung A —B ist notig,
weil dadurch der Abstand zwischen der 3'OH-Gruppe am
Primer-Ende und dem o-Phosphat des dNTP verringert
wird.">*! In Komplex B befindet sich das Templat-Primer-
Konstrukt in der korrekten Position fiir den Nukleotidyl-
transfer. Tatsichlich ist eine Wasserstoffbriicke (3.1 A) zwi-
schen dem NH,(6) des hereinkommenden dATP und dem
O(6) des 5'dG des Schadens vorhanden (Abbildung 3e).
Jedoch ist der Abstand zwischen der modellierten 3'OH-
Gruppe am Primer-Ende und dem a-Phosphat des dNTP
nicht verringert, sondern von 5.1 A (A) auf 8.5 A (B) ver-
grofert. Der vergrofierte Abstand ldsst sich durch die starke
Verzerrung der DNA durch den Cisplatin-Schaden erklédren.
Ein Abstand von 8.5 A ist definitiv zu weit fiir einen effizi-
enten Nukleotidyltransfer. Zum Vergleich: In den ,,High-Fi-
delity“-Polymerasen des T7-Phagen®! und von Bacillus ste-
arothermophilus®” betrigt der Abstand zwischen dem a-
Phosphat und dem modellierten 3'OH des Primers ungefahr
35A.

Unsere Daten zeigen, dass die ,,Low-Fidelity“-Polyme-
rase Pol 1 zwei Nukleobasen gegeniiberliegend zum Pt-GTG-
Schaden einbaut und somit ein Uberlesen des Schadens er-
moglicht. In der Kristallstruktur erkennt man, dass das her-
ausgedrehte, zentrale dT des Pt-GTG-Addukts eine voll-
standige Replikation iiber den Schaden durch Pol 1 verhin-
dert. Das dT kann durch seinen herausgedrehten Zustand
nicht in der aktiven Tasche positioniert werden, wodurch die
Bewegung der Polymerase entlang des Primer-Templat-
Komplexes verhindert wird. Allerdings sind partiell iiberle-
sene Strukturen bekannte Substrate fiir DNA-Polymerase C.
Die hier beschriebene partielle Replikation weist auf die
Moglichkeit hin, dass sogar die stark Helix-verzerrenden Pt-
GNG-Schédden durch die konzertierte Wirkung der beiden
Polymerasen 1 und C in vivo iiberlesen werden kénnen.
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