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Die DNA-Doppelhelix kodiert die genetische Information
von fast allen Organismen auf der Welt. Durch Friedrich
Miescher wurden 1869 die Nukleinsduren, welche er Nuklein
nannte, entdeckt. Erwin Chargaff entschliisselte die Grund-
bausteine der DNA als Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G)
und Thymin (T) und beschrieb die heutzutage bekannten
Chargaff-Regeln, welche die Zusammensetzung der Basen A
und T sowie G und C in einem Verhiltnis von jeweils 1:1
beschreiben.! Diese Entdeckungen, zusammen mit ront-
genspektroskopischen Daten von Rosalind Franklin und
Maurice Wilkins, legten den Grundstein fiir die Entdeckung
der berithmten DNA-Doppelhelixstruktur, welche von James
Watson und Francis Crick aufgekliart wurde.” Basierend auf
dieser Struktur konzipierten sie die molekularen Prinzipien
der komplementdren Basenpaarung, welche die Basis der
prézisen Replikation des DNA-Duplex sind. Schlielich wird
dadurch sichergestellt, dass die genetische Information von
Generation zu Generation weitergegeben werden kann.

Seit der Entdeckung der DNA-Doppelhelixstruktur
stellte sich immer die Frage, wie dieses komplexe Molekiil in
der Lage ist, Informationen sicher zu speichern. Selbst wenn
die Replikationsmaschinerie, welche die DNA durch Paarung
von A mit Tund G mit C vervielfdltigt, nur einen Fehler pro
einer Millionen aufeinanderfolgende Schritte macht, wiirde
das immer noch zu tausenden Fehlpaarungen bei z.B. einem
ganzen menschlichen Genom von 10° Basen fiihren. Selbst
wenn die Halbwertszeit von z.B. Cytosin, welches leicht zu
Uracil deaminieren kann, eine Millionen Jahre wire, so
wiirde man bei einem humanen Genom von 10° Basen, in dem
jede vierte Base ein Cytosin ist, tausende Deaminierungs-
reaktionen pro Tag und Zelle erwarten.”! Des Weiteren ist
das Erbgut von Mitochondrien umgeben, welche reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) generieren konnen. Einige dieser
reaktiven Spezies konnen die DNA angreifen und eine Viel-
zahl an oxidativen Schidden produzieren. Weiterhin kann die
DNA durch UV-Licht (4 <300 nm), welches Teil des Son-
nenlichts ist, zu sogenannten DNA-Photoschidden degradiert
werden. Zusammengefasst fithren alle diese Lésionen zu ei-
nem stdndigen Verlust genetischer Information. Im Endeffekt
wiirden diese Vorgéinge verhindern, dass ein DNA-Duplex
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den Bauplan eines komplexen Lebewesens, z.B. des Men-
schen, kodieren kann.

An diesem Punkt kommt die DNA-Reparatur ins Spiel,
fiir deren Erforschung der diesjdhrige Nobelpreis fiir Chemie
an Tomas Lindahl (Basenexzisionsreparatur), Paul Modrich
(Mismatch-Reparatur) und Aziz Sancar (Reparatur chemisch
komplexer Schiden) vergeben wurde. Diese Forscher sind
Pioniere im Feld der DNA-Reparatur. Sie kldrten zentrale
biochemische Prozesse auf, welche die DNA stidndig nach
auftretenden Schéden durchsuchen. Sobald ein Schaden ent-
deckt wird, 16sen die Reparatursysteme eine Serie von Vor-
giangen aus, welche letzten Endes zur Entfernung der be-
schiadigten Base aus dem DNA-Duplex und zur Wiederher-
stellung der genetischen Information fiithren.

Tomas Lindahl erkannte friih, dass die DNA, obwohl
iiberraschend robust, viel zu fragil ist, um ihre Funktion als
genetisches Speichermedium zu erfiillen.* Daraus folgerte
er, dass so etwas wie eine DNA-Reparatur existieren muss.
Tomas Lindahl arbeitete grotenteils an der Basenexzisions-
reparatur (BER), welche beschidigte Basen aus dem Genom
entfernt. Das BER-System stiitzt sich auf unterschiedliche
schadensspezifische DNA-Glykosylasen.”! Diese Enzyme
erkennen entweder eine spezifische Lasion oder ein kleine
Gruppe von DNA-Schiden, welche ein gemeinsames Struk-
turmotiv besitzen. Die Enzyme setzen dabei einen ausge-
feilten molekularen Erkennungsmechanismus ein, der es ih-
nen erlaubt, beschidigte von unbeschéddigten Basen zu un-
terscheiden. Bis dato sind viele dieser Glykosylasen bekannt,
und fiir die meisten gibt es sogar Kristallstrukturen zusam-
men mit ihren jeweiligen Substraten.”! Tomas Lindahl ent-
deckte vor allem die Uracil-Glykosylase, welche fehlgepaar-
tes Uracil aus einem U:G-Basenpaar, in dem die Base C zu U
deaminiert wurde, entfernt (Abbildung 1).”) Andere Gly-
kosylasen sind z.B. das humane Protein hOGGl1, das 8-oxo-
dG entfernt,® und die bakterielle Glykosylase MutM, die
FaPy-dG-Schidden aus dem Genom ausschneidet (Abbil-
dung 2).”’ Diese beiden Verbindungen werden jeweils nach
einer oxidativen Schidigung der Guanin-Base gebildet.!'")
Andere Reparatur-Glykosylasen, wie z. B. MDB4!!!l oder die
Thymin-DNA-Glykosylase (TDG)," konnen T:G-Fehlpaa-
rungen erkennen. Sie entfernen die Base T nach z. B. erfolgter
Deaminierung von SmC. Alle diese Glykosylasen verwenden
einen mehr oder weniger gleichen Reparaturmechanismus,
welcher das Herausdrehen der beschiadigten Base aus dem
Duplex in das aktive Zentrum des Enzyms beinhaltet.”” Ein
Nukleophil im aktiven Zentrum greift dann das C1'-Kohlen-
stoffatom der glykosidischen Bindung an, wobei diese ge-
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Abbildung 1. Links: DNA-Doppelhelix (B-Form) mit Zucker-Phosphodiester-Riickgrat (blau) und zueinander gerichteten DNA-Basen. Rechts: G:C-
Basenpaar (schwarz). Die Base C kann zu U deaminieren, wobei eine U:G-Fehlpaarung entsteht. Diese wird durch die Uracil-DNA-Glykoysylase
(UDQG) repariert. Die Base U ist rot gezeichnet. Die Base C kann des Weiteren tautomerisieren, und diese Form (blau) ist dann in der Lage, mit A
unter Bildung eines C'"™":A-Basenpaares zu reagieren, welches durch das Mismatch-Reparatursystem, in Bakterien bestehend aus MutS, MutH
und MutL, entfernt wird. Des Weiteren sind die UV-induzierten Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und die (6-4)-Schiden gezeigt.
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Abbildung 2. Oxidativer Stress: Die Reaktion mit reaktiven Sauerstoff-
spezies fiihrt zur Bildung von 8-oxo-dG- und FaPy-dG-Lasionen."™

brochen und das kovalente DNA-Glykosylase-Addukt unter
Ausbildung einer abasischen Stelle hydrolysiert wird. Diese
abasischen Stellen werden wiederum von Endonukleasen
erkannt, welche daraufthin die Phosphodiesterbindung
schneiden und somit eine Liicke erzeugen, die schlieBlich
durch Einfiigen einer neuen Base wieder geschlossen wird.
Die Basenexzisionsreparatur ist ein vielseitiges Reparatur-
system, welches viele Schidden aus unserem Genom relativ
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direkt entfernt. Dieser Mechanismus schiitzt unser Genom
vor Schidden, welche durch Deaminierung, Alkylierung und
oxidativen Stress entstehen. Alle diese Schidden haben jedoch
nur einen geringen deformierenden Einfluss auf den DNA-
Duplex.

Paul Modrich war ein Wegbereiter im Bereich der Mis-
match-Reparatur, welche ein komplexer DNA-Reparatur-
mechanismus ist, der fehlgepaarte Basen, die wihrend der
Replikation durch das Enzym DNA-Polymerase erzeugt
werden, eliminiert."" Die Basis dieser Schiden auf chemi-
scher Ebene ist dabei oft eine Tautomerisierung der DNA-
Base. DNA-Basen konnen in unterschiedlichen tautomeren
Formen vorliegen, und obwohl die Formen, die fiir die Aus-
bildung von Watson-Crick-Basenpaaren verantwortlich sind,
mit Abstand die stabilsten sind, konnen andere Tautomere
der DNA-Basen ebenfalls vorkommen. Sollten diese wihrend
der Replikation in der DNA-Polymerase vorhanden sein,
kann es zu einer Fehlinkorporation der Gegenbase wihrend
der Elongationsphase kommen. Ein beriihmtes Beispiel ist
die DNA-Base Cytosin (Abbildung 1). Das am héufigsten
vorkommende Tautomer besitzt eine Anordnung H-Briicken-
Donor (d)/H-Briicken-Akzeptor (a)/H-Briicken-Akzeptor
(a), welche eine Watson-Crick-Basenpaarung mit Guanin und
dessen komplementirer (a)-(d)-(d)-Wasserstoffbriickenan-
ordnung eingehen kann. Wenn Cytosin jedoch zur Imino-
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Form tautomerisiert, entsteht eine Anordnung (a)-(d)-(a),
welche eine Fehlpaarung mit dem (d)-(a)-Motiv von Adenin
eingehen kann. DNA-Polymerasen sind iiberraschend tole-
rant beziiglicher solcher Fehlpaarungen. Vor kurzem wurden
sogar Kristallstrukturen einer tautomerisierten DNA-Base im
aktiven Zentrum einer DNA-Polymerase veroffentlicht.!'”)
Da bei Fehlpaarungen zwischen dem (alten) DNA-Strang,
welcher das Templat fiir die DNA-Replikation enthilt, und
dem neu synthetisierten Strang, in dem der Fehler entstanden
ist, unterschieden werden muss, ist die Mismatch-Reparatur
ein komplizierter Prozess. Wichtig dabei ist, dass das Repa-
ratursystem entscheiden muss, ob es die Base C oder A, wie es
im obigen Beispiel der Fall ist, aus der Fehlpaarung entfernt.
Obwohl der Prozess der Strangerkennung noch nicht kom-
plett aufgeklart ist, ist er am weitesten entschliisselt in Bak-
terien. Die drei Enzyme MutS,"! MutH und MutL werden in
diesem Fall fiir die Reparaturreaktion verwendet. Diese En-
zyme nutzen die Tatsache aus, dass manche Adenin-Basen an
Position N6 methyliert sind.'”! Wihrend der Replikation der
DNA fehlt dem neu synthetisierten Tochterstrang dieses
Methylierungsmuster, wodurch das Reparatursystem diesen
erkennen kann. Wihrend der Mismatch-Reparatur bindet
das bakterielle MutS (als Dimer, (MutS),) die fehlgepaarte
Base und MutH bindet den hemimethylierten Strang. MutL
iibernimmt dabei eine Mediatorfunktion zwischen MutS und
MutL, wobei diese in rdumliche Nidhe gebracht werden, um
dadurch MutH zu aktivieren. Darauthin wird das Phosphor-
diesterriickgrat in unmittelbarer Umgebung der Fehlpaarung
des unmethylierten Strangs geschnitten. Der gesamte En-
zymkomplex verschiebt sich daraufhin entlang des Duplex,
um ein ganzes Stiick DNA um die Fehlpaarung herum zu

entfernen, wobei eine einzelstrangige Liicke entsteht. Es folgt
eine De-novo-DNA-Synthese, bei der diese Liicke aufgefiillt
und schlieBlich die Enden verbunden werden. In Menschen
ist der Mechanismus der Mismatch-Reparatur immer noch
Gegenstand aktueller Forschung.'¥!

Aziz Sancar ist ein Pionier im Bereich von DNA-Repa-
raturprozessen, die dazu da sind, chemisch komplexe DNA-
Schiden wie z. B. UV-induzierte Schiden zu reparieren.’ Es
existieren speziell fiir UV-Schidden Reparaturenzyme, welche
in der Lage sind, diese direkt in doppelstringiger DNA zu
reparieren. Diese Reparaturenzyme sind die CPD- und (6-4)-
Photolyasen.'™ Mit diesen Enzymen wird es Bakterien er-
moglicht, selbst nach langer Exposition von UV-Licht in
Gegenwart von langwelligem Sonnenlicht zu iiberleben.
Dieser als Photoreaktivierung bezeichnete Prozess ist au-
Berdem wichtig in Pflanzen.” Durch UV-Strahlung werden
aus zwei benachbarten T-Basen entweder durch eine
[2m+27]-Cycloaddition in einem sehr schnellen Vorgang!!!
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) oder iiber eine Pa-
terné-Biichi-Reaktion die (6-4)-Photoaddukte gebildet (Ab-
bildung 1). Um diese Dimere zu reparieren, fithren die DNA-
Photolyasen einen komplizierten Reparaturprozess durch,
welcher auf Energie- und Elektronentransfervorgéngen ba-
siert.®! Photolyasen beinhalten zwei Kofaktoren, von denen
einer (entweder ein Methenyltetrahydrofolat oder ein De-
azaflavin) Licht der Wellenldnge 350—400 nm absorbiert und
die Anregungsenergie durch einen Forster-Mechanismus auf
ein reduziertes und deprotoniertes Flavin (FADH™), welches
im aktiven Zentrum vorhanden ist, iibertragt. Kristallstruk-
turen von Photolyasen® und Kokristallstrukturen der CPD-
23 yund (6-4)-Photolyasen® (Abbildung 3) mit DNA, die ei-

Abbildung 3. Kristallstruktur der CPD-Photolyase (grau) mit dem Deazaflavin-Kofaktor F,, (blau) und dem FAD-Kofaktor (orange). Der DNA-
Duplex ist dunkelblau gezeichnet, mit der herausgedrehten CDP-Lision (magenta), welche sich zwischen den DNA-Basen T7 und T8 bildet. Das
aktive Zentrum ist durch den Kasten hervorgehoben. Unten rechts: Blick in das aktive Zentrum, welches den reparierten CPD-Schaden im Kom-
plex mit FADH™ zeigt. Das FADH ™ hat eine U-Konformation.??*?! Einige Wassermolekiile sind ebenfalls im aktiven Zentrum vorhanden (+).
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nen Schaden enthielt, konnten zeigen, dass die Enzyme das
gesamte Dinukleotid aus den Duplex in das aktive Zentrum
herausdrehen, um es in rdumliche Nihe des FADH * zu
bringen. Der Schliisselschritt in diesem Reparaturprozess ist
dabei ein Elektronentransport vom FADH * zum Schaden,
welcher darauthin sofort zu Thymin-Monomeren zerfillt.
Obwohl Mismatch-Reparatur, Basenexzisionsreparatur
und Photoreaktivierung zentrale Elemente von genomischen
Reparatursystemen sind, besitzen die meisten Spezies in der
Natur, Menschen inbegriffen, zusétzlich ein weiteres, kom-
plexes Reparatursystem, welches Nukleotidexzisionsrepara-
tur (NER) genannt wird. Dieses Reparatursystem, welches
ebenfalls u.a. von A. Sancar ausfiihrlich untersucht wurde,
entfernt nicht nur UV-Schiden,? " sondern auch eine Reihe
von Bulky-Addukt- und Cisplatin-Schiden, welche wihrend
der Chemotherapie mit Cisplatin entstehen, aus dem Genom.
Dazu wird ein kompliziertes Zusammenspiel vieler Proteine
benotigt.””l Heutzutage unterscheiden wir zwischen globalen
NER-Prozessen! und NER-Prozessen, die an die Trans-
kription gekoppelt sind,”” und wir verstehen, dass Defizite
des NER-Systems, in welchem Unterkompartiment auch
immer, besonders fiir uns Menschen extrem schidlich sind.”
Die Proteine, die sowohl in globaler als auch in transkripti-
onsgekoppelter NER eine Rolle spielen, sind mittlerweile
identifiziert. Ihre molekularen Details, die letztendlich zur
Schadenserkennung fiihren, sind jedoch immer noch nicht
komplett verstanden. Kiirzlich erschienene Kristallstrukturen
der Schliisselproteine der NER im Komplex mit spezifischen
DNA-Schédden geben jedoch nach und nach Einblicke, wie
diese unterschiedlichen Schiden erkannt werden.’'! Die
Historie der Entdeckung des NER-Reparaturprozesses ist
spannend. Interessierten Lesern sei ein frither exzellenter
Ubersichtsartikel zu diesem Thema ans Herz gelegt.*"
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