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Die Idee, dass fehlgepaarte Basenpaare in Zellen auftre-
ten und solche Schédden ihre eigene Reparatur induzieren,
wurde vor rund 50 Jahren durch Robin Holliday im Zusam-
menhang mit der genetischen Rekombination vorgeschla-
gen."! Wihrend dieses Prozesses werden DNA-Helices ge-
brochen und neu miteinander verkniipft.”! Die Prizision der
Wiederverkniipfung wurde in Zusammenhang gebracht mit
der Bildung von Heteroduplexiibergdngen, einer Region in
der Helix, in der die Doppelstringe der Rekombinations-
partner zusammenlaufen. Holliday fiihrte aus, dass fiir den
Fall, dass in der Heteroduplexregion Sequenzdifferenzen
zwischen den beiden DNA-Stringen herrschen, ein oder
mehrere fehlgepaarte Basenpaare auftreten. Er erwog, dass
die Prozessierung solcher Fehlpaarungen das rekombina-
tionsassoziierte Phdnomen der Genkonversion erkldren
konnte.V! Er schrieb: ,,Wenn es Enzyme giibe, welche solche
geschiidigten Stellen in der DNA reparieren konnten, dann
wire es moglich, dass dieselben Enzyme Abweichungen bei
der Basenpaarung erkennen, welche sie durch Austauschre-
aktionen berichtigen konnten.*

Direkte Evidenz, dass Fehlpaarungen Reparaturreaktio-
nen auslosen, wurde dann in bakteriellen Transformations-
experimenten gefunden.®™ Unser Interesse an diesem Effekt
wurde durch Arbeiten an Escherichia coli (E. coli) im Labor
von Matt Meselson in Harvard initiiert. Wagner und Mesel-
son brachten artifiziell konstruierte Heteroduplex-DNA mit
mehreren fehlgepaarten Basenpaaren in E. coli-Zellen ein
und fanden, dass die Fehlpaarungen eine Reparaturreaktion
auslosten.l® Sie zeigten auch, dass bei dicht beieinander lie-
genden Fehlpaarungen, d.h. Fehlpaarungen, die nur etwa
1000 Basenpaare voneinander getrennt sind, iiblicherweise
die Reparatur am gleichen DNA-Strang erfolgt. Basierend
auf diesem Effekt der Strangbevorzugung schlugen Wagner
und Meselson vor, dass die Fehlpaarungsreparatur neben
ihrer Rolle in der genetischen Rekombination ,,... auch Mu-
tationen korrigieren konnte, die durch Replikationsfehler ent-
stehen. In diesem Fall konnte es sein, dass die Fehlpaarungs-
reparatur in gerichteter Weise erfolgt und mit dem Austausch
von Schwesterchromatiden verkniipft ist oder dass sie mit be-
sonders hoher Effizienz an neu synthetisierten DNA-Stringen
stattfindet, moglicherweise wegen deren Untermethylierung
oder aufgrund einer speziellen Beziehung zur Replikations-
gabel * Es zeigte sich, dass diese Vermutung richtig war, und
wir wissen heute durch Ergebnisse vieler Laboratorien, dass
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das primére Ziel der Fehlpaarungsreparatur die Beseitigung
von DNA-Biosynthesefehlern ist.”

Um verniinftig zu funktionieren, muss das Reparatursys-
tem zwei Aufgaben erledigen konnen: 1) Es muss die fehl-
gepaarten Basenpaare erkennen, die durch Replikationsfeh-
ler entstehen, und 2) es muss die Identitdt des neu syntheti-
sierten DNA-Strangs erkennen, der den Fehler enthilt. Im
Labor von Meselson zeigte Pat Pukkila, dass die Strangspe-
zifitdt der Fehlpaarungsreparatur in E. coli durch den Zu-
stand der Adeninmethylierung in d(GATC)-Sequenzen be-
stimmt ist.”) Da diese Methylierungsmodifikation nach der
DNA-Synthese eingefiihrt wird, existiert der neu syntheti-
sierte DNA-Strang voriibergehend zunéchst in einem unmo-
difizierten Zustand. Es ist diese voriibergehende Abwesen-
heit der Methylierung, welche die Reparaturreaktion auf den
neu synthetisierten Strang richtet (Abbildung 1). In Uber-
einstimmung mit der Idee, dass die Fehlpaarungsreparatur
zur Replikationsgenauigkeit beitrédgt, zeigten Miro Radman,
Barry Glickman und andere,’!"! dass die durch die Methyl-
gruppen ausgeloste Strangselektivitdt des Reparaturweges
mit vier E. coli-Mutatorgenen zusammenhéngt: mutH, mutL,

Strangdiskriminierung:
Adenin-Methylierung von d(GATC)-Sequenzen

CH. > H,C

mutH-, mutL-, mutS- und
uvrD-Genprodukte werden benétigt

Abbildung 1. Methyldirigierte Fehlpaarungsreparatur in E. coli.
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mutS und uvrD. Die Inaktivierung jeweils eines dieser Gene
fiihrt zu deutlich gesteigerten Mutationsraten in E. coli-
Zellen (Faktor 50 bis 100), was klar verdeutlicht, wie wichtig
der Reparaturweg zur Vermeidung von Mutationen und zur
Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitét ist.

An diesem Punkt betraten wir das Forschungsgebiet.
Mich interessierte, wie fehlgepaarte Basen erkannt werden
und wie die DNA-Methylierung auf einem Strang der DNA-
Helix die Fehlpaarungsreparatur auf den unmethylierten
Strang zieht. Um diese Fragen anzugehen, bendtigten wir
einen biochemischen Assay. Mithilfe verschiedener Kniffe,
die Norton Zinder und Mitarbeiter an der Rockefeller Uni-
versity entwickelt hatten,'"! produzierte A-Lien Lu eine
Reihe von Heteroduplex-DNAs (z.B. wie in Abbildung 2 A
gezeigt). Es handelt sich um zirkulire DNA-Molekiile, deren
Stringe sich in einem definierten Zustand der d(GATC)-
Methylierung befinden und eine G-T-Fehlpaarung innerhalb
einer EcoRI-Restriktionsschnittstelle aufweisen.'"**! Da die
Fehlpaarung die DNA-Spaltung durch EcoRI verhindert,
fiihrt der Verdau der DNA mit den Endonukleasen EcoRI
und BamHI zur Bildung eines linearen Vollldingenprodukts
(Abbildung 2B, unrepariert). Wenn aber die Reparatur am

5° -GAATTC
3’ -CTTAAG

A 5° -GAATTC
3’ -TTTAAG

Verdau von EcoRI & BamHI: >

Reparatur am
unmethylierten Strang
3

Produkt mit 6.4 kb

B Methylierung  +/- +/- +/+ +/- +/- +/-
GT GC GT GT GT GT

Fehlpaarung

' ATP omitted '

I

unrepariert [

repariert

Abbildung 2. Methyldirigierte Fehlpaarungsreparatur in E. coli-Extrakten. A) In-vitro-
Assay zur Untersuchung der Fehlpaarungsreparatur. Eine G-T-Fehlpaarung innerhalb
einer EcoRI-Restriktionsschnittstelle in unreparierter DNA blockiert die DNA-Spal-
tung durch die Endonuklease. B) In-vitro-Reparatur der Heteroduplex-DNA aus (A).
Die Reparatur residualer Heteroduplex-DNA in Abwesenheit von exogenen dNTPs
(rechte Spur) ist auf die Gegenwart von DNA-Biosynthesevorliufern im Zellextrakt
zuriickzuftihren."® Teil (A) mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [15]; Teil (B) mit

freundlicher Genehmigung aus Lit. [14].
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unmethylierten Strang stattfindet, wie von Meselson voraus-
gesagt, dann wird die G-T-Fehlpaarung zu einem G-C-Ba-
senpaar repariert, und die EcoRI-Sensitivitdt wird wieder-
hergestellt. Verdau mit EcoRI und BamHI fiihrt nun zu zwei
kleinere Fragmenten (Abbildung 2B, repariert). Tatsichlich
tiberfithrte Inkubation dieser DNA mit E. coli-Extrakten die
zirkuldre DNA in eine EcoRI-empfindliche Form. Wie schon
von Meselson und Mitarbeitern angenommen wurde,® ist
diese In-vitro-Reaktion vollstindig blockiert, wenn beide
DNA-Striange methyliert vorliegen. Wie schon im Fall der
methyldirigierten In-vivo-Reparatur®" ist auch die In-vitro-
Reparaturreaktion von den MutH-, MutL-, MutS- und UvrD-
Proteinen abhingig.!'*!!

Michael Su, Bob Lahue und Karin Au wiesen nach, dass
die extraktbasierten Reparaturreaktionen alle denkbaren
Base-Base-Fehlpaarungen mit der Ausnahme von C-C-Fehl-
paarungen reparieren.’® AuBerdem ist mindestens eine
halbmethylierte d(GATC)-Stelle fiir das Auslosen der Re-
paraturreaktion notwendig.!"” Dieses Resultat fiihrte zu einer
starken Vereinfachung unserer Substratmolekiile fir die
Reparaturreaktion, die folglich eine Fehlpaarung und eine
einzelne d(GATC)-Stelle enthielten (Abbildung 3, oben), die
durch rund 1000 Basenpaare getrennt sind (der
kiirzere Abschnitt). Im Wesentlichen haben wir
alle unsere nachfolgenden Arbeiten mit solchen
zirkuldren DNA-Molekiilen durchgefiihrt.

A-Lien Lu demonstrierte, dass die extrakt-
basierte Reparaturreaktion von einer DNA-Syn-
these begleitet wird, welche am unmethylierten
Strang erfolgt, was auf einen Exzisions-Repara-
turmechanismus hindeutete."! In Zusammenar-
beit mit Jack Griffith an der University of North
Carolina bestétigten Michael Su und Michelle
Grilley diese Ergebnisse. Die Behandlung der
halbmethylierten Heteroduplex-DNA mit dem E.
coli-Extrakt unter Bedingungen, in denen die
DNA-Synthese blockiert ist, fithrte zur Bildung
einer Einzelstrangliicke, die sich iiber den kiirze-
ren Abschnitt zwischen den beiden Stellen auf der
zitkuldren DNA erstreckt.'®!’! Das gleiche Er-
gebnis wurde fiir die beiden halbmethylierten
Konfigurationen  beobachtet  (Abbildung 3,
unten). Da die beiden Striange der Helix antipar-
allel verlaufen, besagt dieses Resultat, dass keine
obligate Polaritdt der beiden DNA-Strénge vor-
herrscht und die methyldirigierte Reparatur eine
bidirektionale Exzision unterstiitzt.

Um den Reparaturmechanismus zu untersu-
chen, isolierten wir die MutH-, MutL-, MutS- und
UvrD-Proteine in aufgereinigter Form.! Wir
wussten von vorhergehenden Arbeiten von Peter
Emmerson,” dass das uvrD-Genprodukt eine
DNA-Helikase II ist, ein Enzym, das die beiden
DNA-Striange der Helix ATP-abhingig entwin-
det. Die Funktion der anderen drei Proteine war
damals unbekannt.

Michael Su wies nach, dass MutS fiir die Er-
kennung der Fehlpaarung zustindig ist (Abbil-
dung 4 A)."*? Der ultimative Beweis fiir diese
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Abbildung 3. Methyldirigierte Reparatur in E. coli-Extrakten unterstiitzt
die bidirektionale Exzision. Inkubation von 5'-(links) oder 3’-halbmethy-
lierter (rechts) G-T-Heteroduplex-DNA in E. coli-Extrakten in Gegenwart
von Didesoxynukleosid-5"-Triphosphat fihrt zur Bildung einer Einzel-
strangliicke, die sich tiber den kiirzeren Abschnitt zwischen den beiden
Stellen auf der zirkuliren DNA erstreckt."®'?
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Schlussfolgerung war die schone Kristallstruktur des MutS-
Dimers aus E. coli im Komplex mit einem DNA-Strang mit
G-T-Fehlpaarung (Abbildung 4B), die von Titia Sixma und
Mitarbeitern am Netherlands Cancer Institute gelost
wurde.”™ Michelle Grilley zeigte, dass MutL anschliefend in
einer ATP-abhingigen Reaktion an den MutS-Heteroduplex-
Komplex bindet (Abbildung 4C), ansonsten aber nicht die
kovalent kontinuierliche Struktur der DNA-Helix verdn-
dert.”?! Kate Welsh und A-Lien Lu fanden heraus, dass das
MutH-Protein eine eng assoziierte, aber nahezu inaktive
Endonuklease-Aktivitdt besitzt (<1 Turnover/Stunde), die
DNA an der unmethylierten d(GATC)-Sequenz schneiden
kann.”"! Wie unten diskutiert, fiihrt die Assemblierung des
terndren MutL-MutS-Heteroduplex-Komplexes zu einer
dramatischen Aktivierung dieser latenten MutH-d(GATC)-
Endonuklease.

Die vier Proteine allein sind nicht ausreichend, um die
Fehlpaarungsreparatur durchzufiihren. Bob Lahue und Karin
Au nutzten daher biochemische und genetische Ansétze, um
andere notwendige Faktoren zu identifizieren — und sie
fanden vier: 1) Die Exonuklease I, die Einzelstrang-DNA mit
3'—5'-Polaritdt hydrolysiert, 2) das Einzelstrang-DNA-Bin-
deprotein SSB aus E. coli, 3) das DNA-Polymerase-11I-Ho-
loenzym, das in der DNA-Replikation eine Rolle spielt, und
4) DNA-Ligase.” Sie demonstrierten, dass ein System be-
stehend aus MutH, MutL, MutS, UvrD (DNA-Helikase IT),
Exonuklease I (ExoI), SSB, DNA-Polymerase-III-Holo-
enzym und DNA-Ligase ausreichend ist, um die methyldiri-
gierte Fehlpaarungsreparatur in vitro zu rekonstituieren.

Abbildung 4. Biologische Aktivititen von
MutS und MutL. A) MutS bindet fehlge-
paarte Basenpaare. B) Kristallstruktur des
MutS-Dimers aus E. coli im Komplex mit
einem DNA-Strang mit einer G-T-Fehlpaa-
rung (Titia Sixma und Mitarbeiter).”!

C) MutL bindet an den MutS-Heterodu-
plex-Komplex in einer ATP-abhingigen Re-
aktion. Teil (A) mit freundlicher Genehmi-
gung aus Lit. [16]; die Kristallstruktur in
(B) wurde von Titia Sixma zur Verfiigung
gestellt.
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Der fiir diese Rekonstitutionsexperimente verwendete
Assay war eine verfeinerte Version des in Abbildung 1 be-
schriebenen Systems. In dem in Abbildung SA gezeigten
Beispiel ist eine G-T-Fehlpaarung in iiberlappenden Erken-
nungsstellen der zwei Restriktionsenzyme HindIII und Xhol
platziert. Auf diese Weise blockiert die Fehlpaarung die In-
zision der DNA durch beide Enzyme. Eine Reparatur des
unteren Strangs produziert ein A-T-Basenpaar und damit
eine gute Schnittstelle fiir HindIII. Eine Reparatur des
oberen Strangs ergibt ein G-C-Basenpaar und somit eine gute
Erkennungsstelle fiir die Endonuklease Xhol. Damit kann
die Reparatur an jedem dieser beiden Stringe direkt quan-
tifiziert werden. Ein Heteroduplex, der die d(GATC)-Stelle
nicht enthilt, ist kein Substrat fiir die aufgereinigten Enzyme
(Abbildung 5B, Spuren 1 und 2). Ein Heteroduplex, in dem
beide Stringe methyliert sind (Spuren 3 und 4), ist ebenfalls
kein Substrat. Halbmethylierte DNA wird hingegen repariert.

A 5-AAGCTTTCGAG Hindlll
3'-TTCGAGAGCTC Xhol

B

Fehlpaarung GT G-T GT G
Methylierungs- 0/0 +/+ +/- I+
produkt AT G-C|AT G-C|AT G-C|AT GC

unrepariert

repariert

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 5. Methyldirigierte Fehlpaarungsreparatur in einem aufgerei-
nigten System. A) Die Heteroduplex-DNA, die in diesem Experiment
verwendet wurde, enthilt eine Basenfehlpaarung in tiberlappenden
Erkennungsregionen zweier Restriktionsenzyme."® Auf diese Weise
kann die Reparatur an jedem der beiden Stringe direkt quantifiziert
werden. B) Die Reparatur des G-T-Heteroduplex ist methyldirigiert und
erfordert die Anwesenheit einer halbmethylierten d(GATC)-Stelle. Teile
(A) und (B) aus Lit. [23] mit freundlicher Genehmigung der AAAS.
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Wenn die Methylgruppe sich auf dem Strang befindet, der das
fehlgepaarte G enthilt, fithrt die Reparatur ausschlief3lich zu
G-C-Basenpaaren (Spuren 5 und 6). Ist der Strang mit dem
fehlgepaarten T methyliert, fithrt die Reparaturreaktion zu
einem A-T-Basenpaar (Spuren7 und 8), so wie es fiir die
methyldirigierte Reparatur erwartet wird. Das rekonstituierte
System ermdoglicht die Reparatur aller denkbaren Base-Base-
Fehlpaarungen mit Ausnahme der C-C-Fehlpaarung.*”!

Wie oben beschrieben, fiithrte die Analyse der im Extrakt
abgelaufenen Reaktion zu der Vermutung, dass das System
iiber eine bidirektionale Exzisionskapazitit verfiigt, die von
3’—5'- und 5'—3'-Exonukleasen abhingen sollte. Diese Ver-
mutung stellte sich als richtig heraus. Deani Cooper, Vickers
Burdett und Celia Baitinger® 2! wiesen nach, dass fiir den
Fall, dass sich die unmethylierte d(GATC)-Sequenz in 5'-
Richtung zur Fehlpaarung befindet, die In-vitro-Reparatur
streng von der Anwesenheit der 5'—3’-direktionalen Exonu-
klease VII (ExoVII) (oder auch RecJ-Exonuklease) abhingt.
Befand sich die d(GATC)-Sequenz in 3'-Richtung zur Fehl-
paarung, hing die Reparatur von der 3'—=5'-Hydrolyse durch
Exol oder ExoX ab.?**! Auch ExoVII (die sowohl eine 5'—
3'- als auch eine 3'—5'-Hydrolyse unterstiitzt)?” kann eine
Rolle in der 3'-direktionalen Exzision spielen.”®! Unsere ur-
spriinglichen Rekonstitutionsexperimente, die alleine mit
Exol durchgefiihrt wurden,”! waren nur deshalb erfolgreich
gewesen, weil die damals eingesetzten Prdparationen des
DNA-Polymerase-III-Holoenzyms mit ExoVII kontaminiert
waren.*!

Obwohl Extrakte, die aus RecJ-, ExoVII-, Exol- und
ExoX-defizienten E. coli-Zellen gewonnen wurden, nicht in
der Lage sind, die 3'- und 5'-direktionalen Fehlpaarungs-
reparaturen durchzufiihren, zeigen diese Stimme nur eine
siebenfach erhohte Mutationsrate, was deutlich weniger ist als
der Mutationsanstieg von 30-100, den man erhélt, wenn man
mit MutS- oder UvrD-defizienten Zellen arbeitet.” Diese
Diskrepanz wurde aufgelost, als gezeigt werden konnte, dass
die Entstehung von fehlgepaarten Basenpaaren in Recl-,
ExoVII-, Exol- und ExoX-defizienten Zellen mit einem
Verlust der Lebensfidhigkeit einhergeht, und zwar in einer von
der Upstream-Aktivitidt der Proteine MutH, MutL, MutS und
UvrD abhingigen Weise.”””! Diese Beobachtungen bestitigen,
dass die vier Exonukleasen direkt an der methyldirigierten
Fehlpaarungsreparatur in E. coli-Zellen beteiligt sind, und
dass die reduzierte Mutabilitdt der Exonuklease-defizienten
Stamme durch die ausbleibende Gesundung der Mutationen
infolge von Chromosomenverlust verursacht wird.

Nachdem der notwendige Satz aufgereinigter E. coli-
Proteine zuginglich war, konnten wir beginnen, den Mecha-
nismus der methyldirigierten Reaktion aufzukldren. Zunéchst
fithrt die Erkennung der Fehlpaarung durch MutS zu einer
Rekrutierung von MutL an den Heteroduplex (Abbildung 6).
MutL dient dazu, die Fehlpaarungserkennung durch MutS
mit der Aktivierung nachfolgender Reparaturaktivititen zu
verkniipfen. Eine der nachfolgenden Reaktionen wird durch
MutH mit seiner latenten d(GATC)-Endonuklease-Aktivitit
ausgelost, die oben bereits erwdhnt wurde. Karin Au konnte
nachweisen, dass die methyldirigierte Reparatur durch Ak-
tivierung der MutH-Endonuklease durch einen MutS-, MutL-
und fehlpaarungsabhingigen Prozess ausgelost wird."” Die
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die Funktion des Polymerase-I11-

Holoenzyms auf die Reparatursyn-

CH, CH,
3" 1 3" 1
2 51
Muts & Muth Muts & Mut™

ATP
$ADP +Pi

CH,
1

4
w
4

these der Fehlpaarungskorrektur in
E. coli beschriankt. Die Kompo-
nenten des Holoenzyms spielen
dagegen keine Rolle in der MutH-
Aktivierung oder der Inzision.!

ATP
$AOP+Pi . .
Das ist bemerkenswert, weil der
CH, Reparaturweg beim Menschen in
1

L

dieser Hinsicht deutlich anders ist.

<

5-Nick

Abbildung 6. Aktivierung der MutH-Endonuklease und Auslésung der methyldirigierten Fehlpaa-

rungsreparatur.

3-Nick Der methyldirigierte Repara-
turprozess erfordert die Interaktion
zweier DNA-Stellen, die in unseren
Substraten 1000 Basenpaare aus-
einander liegen. Der Mechanismus

CHy dieses Prozesses ist seit 20 Jahren

:

CH,
1

) :
2
A -
\
Muts g Mut Exol oder ExoX

Gegenstand der Debatte.***! Die
orientierungsabhingige Beladung
der Helikase II, die in Abbildung 7
zusammengefasst ist, lasst darauf
schlieBen, dass das Reparatursys-
tem die relative Orientierung der
oty Fehlpaarung und der d(GATC)-

—Q_

(sowie ExoVIl)

uw

DNA-Polymerase Il
‘ y-Komplex, B-Clamp
& SSB
CH,
E 1 — 3

Stelle erkennen kann. Das impli-
ziert, dass die Signaliibertragung
‘ entlang der DNA-Helixkonturen

zwischen den beiden Stellen erfol-
gen muss. Es gibt starke Hinweise
CH aus verschiedenen Laboratorien,

5 5

Abbildung 7. Exzisions- und Reparatursyntheseschritte der methyldirigierten Fehlpaarungsreparatur.

Inzision der DNA durch das aktivierte MutH ist auf den
unmethylierten DNA-Strang in der halbmethylierten
d(GATC)-Sequenz fokussiert und kann 5'- oder 3'-direktional
von der Fehlpaarung erfolgen, in Ubereinstimmung mit der
Bidirektionalitdt des Mechanismus. Dieser gezielte Strang-
bruch ist das notwendige Signal, das die Fehlpaarungsrepa-
ratur an den unmethylierten DNA-Strang dirigiert.

Die Assemblierung des MutL-MutS-Heteroduplex-Kom-
plexes aktiviert auch das Exzisionssystem, das aus dem uvrD-
Genprodukt, der DNA-Helikase II und den vier oben er-
wihnten Einzelstrang-Exonukleasen besteht (Abbildung 7).
Vivian Dao und Miyuki Yamaguchi demonstrierten, dass
MutS und MutL. die DNA-Helikase II in einer solchen Ori-
entierung an den durch MutH erzeugten Strangbruch diri-
giert, dass die Entwindung der Helix zum Schaden hin er-
folgt.”*? Diese Richtungsselektivitit wird fiir beide Hetero-
duplexorientierungen beobachtet, unabhéngig davon, ob der
Strangbruch in 5- oder 3'-Richtung zur Fehlpaarung liegt.
Der Einzelstrang, der durch die Entwindung der Helikase
freigelegt wird, wird anschlieBend durch ExoVII oder Rec]
abgebaut, wenn der Strangschnitt in 5'-Richtung zur Fehl-
paarung durchgefiihrt wurde. Erfolgt der Strangbruch in 3'-
Richtung zur Fehlpaarung, bauen Exol und ExoX den Ein-
zelstrang ab. Die auf diese Weise entstehende Einzelstrang-
liicke wird durch die Komponenten des DNA-Polymerase-
III-Holoenzyms repariert. Anna Pluciennik zeigte, dass sich
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dass MutS und vermutlich auch der
MutL-MutS-Komplex in einer
ATP-abhéngigen Weise am DNA-
Strang entlang gleiten kénnen.?+>¢!
Wir favorisieren die Idee, dass die Kommunikation zwischen
den beiden Stellen durch diese Art von Bewegung erzeugt
wird — der letzte Beweis steht allerdings noch aus.

Im Verlauf unserer Arbeiten zur Fehlpaarungsreparatur
in E. coli begannen wir uns dafiir zu interessieren, ob ein
dhnlicher strangabhidngiger Reparaturweg auch in hoheren
Zellen existiert. Ergebnisse verschiedener Laboratorien
zeigten, dass Fehlpaarungen auch in eukaryotischen Zellen
repariert werden,’*" aber es gab keinen Hinweis auf eine
strangdirigierte Reparatur. Das Problem, das bei der Unter-
suchung dieser Frage auftrat, war das Fehlen jeglicher Infor-
mationen beziiglich der Natur des biologischen Strangsignals.
Um dieses Problem zu adressieren, griff mein Doktorand
Jude Holmes auf die Befunde zuriick, die wir zuvor mit dem
E. coli-System erhalten hatten — ndmlich dass MutH und
halbmethylierte d(GATC)-Stellen die Voraussetzung fiir den
Strangbruch sind. Der Strangbruch ist das Signal, das die
methyldirigierte Fehlpaarungsreparatur steuert. Jude kon-
struierte Heteroduplex-DNAs, die einen spezifischen Ein-
zelstrangbruch (Nick) enthielten (Abbildung 8 A). Er fand,
dass der geschnittene Strang nach Zugabe von Extrakten aus
humanen Zellen (Abbildung 8 B) oder Zellen aus Drosophila
melanogaster tepariert wurde.”!! Der nicht geschnittene
Strang wurde nicht repariert. Ohne einen Einschnitt findet
keine Reparatur statt. Dariiber hinaus demonstrierte Woei-
horng Fang, dass die hydrolytischen Prozesse an der DNA auf
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Abbildung 8. Fehlpaarungsreparatur einer Heteroduplex-DNA, die
einen Einzelstrangbruch enthilt, in humanen Zellextrakten. A) Prinzip
des Substrat-Designs und Mechanismus der Fehlpaarungsreparatur.
B) Die Fehlpaarungsreparatur der DNA in humanen Zellkernextrakten
findet an demjenigen Strang statt, der den Einzelstrangbruch enthalt
(N). Am kovalent kontinuierlichen Strang (C) ist keine signifikante Re-
paratur erkennbar. Teil (B) aus Lit. [41].

dem kiirzeren Stiick zwischen dem Strangbruch und der
Fehlpaarung lokalisiert sind, unabhéngig von einer 5'- oder 3'-
Orientierung der beiden Stellen (Abbildung 8 A). Dieser
Befund erinnert an die bidirektionale methyldirigierte Re-
paratur in E. coli — wie aber unten gezeigt wird, unterscheiden
sich die Reparaturmechanismen beim Menschen in einigen
Punkten fundamental von denen in E. coli.

Zwei Veroffentlichungen der Arbeitsgruppen um
de la Chapelle, Vogelstein und Perucho aus dem Jahr 1993
erlaubten es uns, die entscheidenden Proteine zu identifizie-
ren, die fiir die Auslosung der Fehlpaarungsreparatur beim
Menschen benétigt werden.>*] Diese Arbeiten zeigten, dass
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die grofle Héufigkeit von Mutationen in einfachen Mono-
nukleotid- und Dinukleotid-Repeats (ein als Mikrosatelliten-
instabilitiat bezeichneter Phinotyp) fiir bestimmte Krebsarten
charakteristisch ist, unter anderem beim Lynch-Syndrom
(erblicher nicht-polyposer Darmkrebs, HNPCC). Das Lynch-
Syndrom ist ein vererbbaren Krebs, der rund 5% aller
Darmkrebsfélle und 15 % aller spontan auftretenden Krebse
mit Lynch-dhnlichen Symptomen ausmacht.[*+!

Wir wussten bereits, dass Mikrosatellitenmutationen ein
verbreitetes Phédnomen in E. coli-Zellen mit defekter Fehl-
paarungsreparatur sind.“) Es war deshalb plausibel anzu-
nehmen, dass diese Tumorzellen auch eine defekte Fehl-
paarungsreparatur aufweisen. Wir besorgten uns eine Reihe
von Tumorzelllinien mit Mikrosatelliteninstabilitdten, zu-
ndchst von Bert Vogelstein (John Hopkins University, School
of Medicine), spater aus anderen Quellen (Abbildung 9 A).
Guo-Min Li, Woei-horng Fang, Matt Longley und Jim
Drummond bestimmten tatsichlich, dass alle diese Zelllinien
eine defekte Fehlpaarungsreparatur aufweisen.*”>") Damit
war es uns moglich, die den Zellen fehlenden Reparatur-
komponenten zu identifizieren und zu isolieren (Abbil-
dung 9B,C). Jim Drummond und Guo-Min Li zeigten, dass
vielen dieser Linien das Protein MutSa fehlte. MutSa ist ein
Heterodimer der beiden MutS-Homologen MSH2 und
MSHG6,*! und es erwies sich als das primire humane Pro-
tein fiir die Fehlpaarungserkennung.’? Guo-Min Li identifi-
zierte die den anderen Zellen fehlende Reparaturaktivitit als
MutLa, ein Heterodimer aus den MutL-Homologen MLH1
und PMS2.*! Wihrend wir die biochemischen Arbeiten
vorantrieben, beschéftigten sich andere Forschungsgruppen,
insbesondere die von Richard Kolodner und Bert Vogelstein,
mit der Sequenzierung der MutS- und MutL-homologen
Gene in den Lynch-Familien. Sie zeigten, dass die Mutationen
in diesen Genen mit unterschiedlichen Krankheitsphénoty-
pen korrelieren.”** Es ist heute relativ klar, dass viele
Lynch-Krebse durch Defekte in einem dieser beiden Hetero-
dimere erzeugt werden.***! Die Inaktivierung der Fehlpaa-
rungsreaktion in den Tumorzellen erhoht die Mutationsrate
um den Faktor 100 bis 1000,°>>7 und es wird vermutet, dass
dies fiir die Entwicklung dieser Krebse direkt verantwortlich
ist.

Die letzten vier Tumorzelllinien, die in Abbildung 9 A
aufgefiihrt sind, erwiesen sich als aufergewohnlich: Jede
dieser Zelllinien entstammt einem sporadisch auftretenden
Krebs mit Mikrosatelliteninstabilitdten, und in jedem Fall war
die Fehlpaarungsreparatur defekt. Jim Drummond und Guo-
Min Li konnten zeigen, dass diese Zelllinien unfihig sind, die
MLHI1-Untereinheit von MutLo zu produzieren, und dass
durch Zugabe von aufgereinigtem MutLa die Reparatur in
Extrakten dieser Zellen wiederhergestellt werden kann.P”
Als wir diese Ergebnisse unseren mit den Sequenzierungen
befassten Kollegen mitteilten, reagierten sie skeptisch. Sie
hatten das MLHI-Gen in verschiedenen dieser Zelllinien
sequenziert und fanden es in normaler Form vor. Wer unsere
Ergebnisse sehr ernst nahm, war Sandy Markowitz an der
Case Western Reserve University, mit dem wir iiber ver-
schiedene dieser Zelllinien eng kooperiert hatten. Gemein-
same Experimente, die zum groften Teil in Sandys Labor
durchgefiihrt wurden, zeigten dann, dass das MLHI-Gen in
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Abbildung 9. Tumorzelllinien mit Mikrosatelliteninstabilititen sind durch eine defekte Fehlpaarungsreparatur und das Fehlen der Proteine MutSa
oder MutLa charakterisiert. A) Fehlpaarungsreparatur in Zelllinien mit Mikrosatellitenstabilitat und -instabilitit. B) Isolierung von MutSa (MSH2-
MSH6-Heterodimer). C) Isolierung von MutLa (MLH1-PMS2-Heterodimer). Teil (B) aus Lit. [48] mit freundlicher Genehmigung der AAAS. Teil (C)
mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [49], Copyright 1995 National Academy of Sciences, USA.

diesen Zelllinien durch eine CpG-Methylierung innerhalb der
Promotorregion epigenetisch stillgelegt ist.”” Das Gen ist
also normal, aber es wird nicht transkribiert — und demzufolge
wird die MLH1-Polypeptidkette nicht produziert, was letzt-
endlich zum Defekt der Fehlpaarungsreparatur fiihrt. Der
Beweis fiir diese Schlussfolgerung ist in Abbildung 10 gezeigt.
Behandelt man die sporadischen Krebszellen mit 5-Azacyti-
din resultiert eine transiente Cytosin-Demethylierung, die
sich in einer transienten Expression von MLH1 dufBert. Dies
ist ein duBlerst wichtiges Ergebnis fiir die klinische Praxis, da
man annimmt, dass die Stilllegung des ML HI-Lokus fiir etwa
15% aller Darmkrebse verantwortlich ist.’"!

Zusitzlich zu MutSo (welches Base-Base-Fehlpaarungen
und kleine Insertions-/Deletionsfehlpaarungen von ein bis

hMLH1

W - G G Actin

TAG 0 8 15 21

Abbildung 10. Behandlung von AN3CA-Tumorzellen mit 5-Azacytidin
resultiert in einer transienten MLH1-Expression. Die Zellen wurden an
Tag 2 und 5 uiber 24 h mit 5-Azacytidin behandelt. Die Konzentrationen
von MLH1 und Actin (Kontrolle) wurden durch Western-Blot be-
stimmt. Mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [50], Copyright 1998
National Academy of Sciences, USA.
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drei extrahelikalen Basen erkennt) und MutLa zeigen gene-
tische und biochemische Studien, dass sechs weitere Proteine
an der eukaryotischen Fehlpaarungsreparatur beteiligt sind:
MutSp (MSH2-MSH3-Heterodimer; préferiert Insertions-/
Deletionsfehlpaarungen von zwei bis etwa zehn extrahelika-
len Basen),P>¥U Exonuklease 1, das Einzelstrang-
DNA-Bindeprotein RPA (Replikationsprotein A),[0%%1 " die
DNA-Klammer PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-Anti-
gen),l””! den Clamp-Loader RFC (Replikationsfaktor C)!
und die DNA-Polymerase 6.1! Diese 8 Proteine sind ausrei-
chend, um ein minimales System zu rekonstituieren, das als
humane bidirektionale Fehlpaarungsreparatur in vitro fun-
gieren kann."®7") Wir identifizierten zwei strangspezifische
Reaktionen, die jeweils durch Subsets dieser Proteine unter-
stiitzt werden und Einblicke in den Mechanismus der Fehl-
paarungsreparatur beim Menschen liefern.

Die einfachste dieser Reaktionen (Abbildung 11) ist ein
triviales Beispiel dafiir, wie Strangspezifitit aufgebaut wird.
Die einzige Exonuklease, die definitiv an der eukaryotischen
Fehlpaarungsreparatur beteiligt ist, ist die Exonuklease 1
(Exol), die Duplex-DNA mit 5—3’-Polaritit hydroly-
siert.[! Jochen Genschel demonstrierte, dass Exol in einer
von der Fehlpaarung abhédngigen Weise durch MutSa akti-
viert wird,[**7 dhnliche Resultate erzielten auch Guo-Min Li
und Mitarbeiter.”? Wie schon im Fall des bakteriellen Pro-
teins MutS ist MutSa zu einer ATP-abhédngigen Bewegung
entlang der Helix fihig.**! Wir glauben, dass eine solche
Bewegung wahrscheinlich dazu dient, die Aktivitdten an den

Angew. Chem. 2016, 128, 8630 —8642


http://www.angewandte.de

: , MutS
5 % e

I
[ 7
l I/

ATP, Exo1

RPA

Exol und/oder MutSa

RPA

—eeeeeee

/
I

<o

MutSa & Exo1

Abbildung 11. Aktivierung von Exol durch MutSa und Kontrolle der
Prozessivitit des MutSa-Exol-Komplexes durch RPA.

beiden DNA-Stellen zu koppeln. Die Aktivierung von MutSa
fithrt dazu, dass Exol stark prozessiv wird. Die Prozessivitit
des MutSa-Exol-Komplexes wird durch das Einzelstrang-
Bindeprotein RPA kontrolliert, das nach Entfernen von un-
gefidhr 200 Nukleotiden den prozessiven Komplex von der
Helix verdringt.""™ Die resultierende, mit dem RPA auf-
gefiillte Einzelstrangliicke ist ein schlechtes Substrat fiir
Exol, und das Enzym kann ohne die fehlpaarungsabhéngige
Unterstiitzung von MutSa nicht an den Strang binden. Dies
fithrt zu einem iterativen Zyklus, in dem pro Bindeereignis
von Exol 200 Nukleotide solange entfernt werden, bis die
Fehlpaarung entfernt ist. An diesem Punkt ist die Exzisions-

5'-gerichtet

MutSa

%

Nobelaufsdtze

aktivitdt drastisch reduziert, weil MutSa die Exol-Bindung
an die DNA nicht ldnger unterstiitzen kann. MutLo wird fiir
diese Reaktion nicht benotigt, aber es verstarkt die Fehl-
paarungsabhéngigkeit der Exzision, indem es die hydrolyti-
sche Abbaureaktion an fehlpaarungsfreier Homoduplex-
DNA unterdriickt. Des Weiteren potenziert die Poly[ADP-
Ribose]-Polymerase PARP-1 die Fehlpaarungsabhingigkeit
des gesamten Systems.™

Die zweite strangspezifische Reaktion ist interessanter
(Abbildung 12). Farid Kadyrov, Leo Dzantiev und Nicoleta
Constantin demonstrierten, dass humanes MutLo, im Ge-
gensatz zu MutL aus E. coli, eine latente Endonuklease ist,
deren Aktivierung von mehreren Faktoren abhingt: einer
Fehlpaarung, einem vorhandenen Strangbruch, MutSa, dem
PCNA und dem RFC (der Clamp Loader, der PCNA auf der
Helix platziert).™ Die Aktivitit der Endonuklease ist
strangspezifisch: Sie wird an denjenigen Heteroduplexstrang
geleitet, der den vorhandenen Strangbruch enthélt. Inzision
durch das aktivierte MutLo kann an verschiedenen Stellen
des bereits eingeschnittenen Strangs erfolgen, aber die ein-
leitenden Prozesse scheinen bevorzugt an der distalen Seite
der Fehlpaarung anzusetzen. Die Reaktion erfolgt sowohl am
5'- als auch am 3’-Heteroduplex und ergibt Molekiile, in
denen die Fehlpaarung durch 5'- und 3'-Strangbriiche einge-
klammert ist. Farid Kadyrov zeigte, dass diese 5'-Termini als
Bindestelle dienen, um zwei unterschiedliche Mechanismen
der Fehlpaarungsentfernung einzuleiten: Hydrolytische Ex-
zision durch MutSa-aktivierte Exol™ oder eine synthese-
abhédngige Strangverdriangung durch die DNA-Polymerase
O (Abbildung 13). Andere Exzisionsmechanismen kénnten
auch moglich sein.

Wir glauben, dass die Endonukleaseaktivitit eine primére
Funktion von MutLa in der eukaryotischen Fehlpaarungsre-
paratur ist. Die Grundlage fiir diese Schlussfolgerung ist in
Abbildung 14 dargestellt. Farid identifizierte ein metallbin-
dendes Endonukleasemotiv. DQHA(X),E(X),E innerhalb
der C-terminalen Domine der PMS2-Untereinheit von
MutLo (Abbildung 14, rot hervorgehoben). Aminosdure-
substitutionen innerhalb dieses Motivs haben keine Auswir-

3'-gerichtet

MutSa

5’ 3[
L1 / / {
/ /. |
MutLa MutLo
ATP ATP
ADP + Pj ADP + Pj

5’ 3’

;i < I
L J
I b I

5’ 3’

== ]
7 L4 1

Abbildung 12. MutLa ist eine strangspezifische Endonuklease, deren Aktivierung von einer Fehlpaarung, einem vorhandenen Einzelstrangbruch,

MutSa, PCNA und RFC abhingt.
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Abbildung 13. Fehlpaarungsreparatur einer MutLa-inzisierten Heteroduplex-DNA durch MutSa-aktivierte Exol (links) oder durch syntheseabhingi-

ge Strangverdringung durch die DNA-Polymerase O (rechts).

kungen auf die Stabilitdt des MLH1-PMS2-Heterodimers, die
ATPase-Aktivitdt von MutLa oder die Assemblierung des
terndren MutLa-MutSa-Heteroduplex-Komplexes, aber sie
inaktivieren die Endonuklease und fiithren zu einem totalen
Verlust der Fehlpaarungsreparatur in humanen, Hefe- und
Miusezellen.”>" In Miusen ist die Inaktivierung der
MutLo-Endonukleasefunktion mit einer sehr starken
Krebsprédisposition und einem partiellen Defekt im Im-
munglobulinklassenwechsel assoziiert.["”)

Obwohl es nicht in Mitgliedern der MLH1-Familie vor-
kommt, ist das DQHA(X),E(X),E-Endonukleasemotiv in
den eukaryotischen PMS2-Homologen konserviert und findet
sich auBerdem in vielen bakteriellen MutL-Proteinen (Ab-
bilung 14). Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass, dhnlich wie
humanes MutLo und Hefe-MutLa, zumindest einige dieser
bakteriellen MutL-Proteine Endonukleasefunktion besit-
zen."™ Eine erwihnenswerte Ausnahme sind die MutL-Pro-
teine von Bakterien wie E. coli und verwandten Organismen,
deren Fehlpaarungsreparatur von der d(GATC)-Methylie-
rung abhidngt. Auffilligerweise fehlt diesen Proteinen das
Motiv, und sie verlieren offenbar ihre Endonukleaseaktivi-
tat.’>7 Daraus folgt, dass es in der Natur zwei vollig unter-
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schiedliche Mechanismen der Strang-Erkennung in der
Fehlpaarungsreparatur gibt.

Der Mechanismus der MutLa-Aktivierung ist komplex,
Anna Pluciennik und Leo Dzantiev konnten jedoch etliche
Aspekte aufkliren,” z.B. dass die einzige Funktion des
préiexistenten Strangbruchs im Heteroduplex (Abbildung 12)
darin besteht, eine Bindestelle fiir die DNA-Klammer PCNA
bereitzustellen, und dass die Funktion des RFC in der
MutLa-Aktivierung auf die Zufiihrung der DNA-Klammer
zur Helix beschrénkt ist. Das auf die Helix geladene PCNA
hat zwei wichtige Funktionen in der Reparaturreaktion. Die
physikalische Interaktion von MutLo mit dem gebundenen
PCNA ist entscheidend fiir die Aktivierung der Endonu-
klease, und die Orientierung, in welcher der PCNA auf die
DNA geladen wird, bestimmt die Strangdirektionalitdt der
Endonukleasewirkung.”! Diese Funktionen des gebundenen
PCNA sind in Abbildung 15 illustriert. Die zwei Seiten des
PCNA sind nicht dquivalent. Der RFC ldadt das PCNA in
definierter Orientierung auf einen 3’-Doppelstrang-Einzel-
strang-Ubergang (Abbildung 15; die goldfarbene Seite ist
zum 3'-Terminus orientiert). Die Arbeitsgruppen von Jiricny
und Kolodner wiesen nach, dass MutSa {iber eine physikali-
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H. sapiens PMS2 696 FIVDQHATDEKYNFEM 711
H. sapiens MLH3 1220 VLVDQHAAHERIRLEQ 1235
D. melanogaster PMS2 715 FIVDQHATDEKYNFET 730
C. elegans PMS2 639 FIVDQHASDEKYNFER 654
A. thaliana PMS1 725 FIVDQHAADEKFNFEH 740
S. cerevisiae MLH3 520 VLVDQHACDERIRLEE 535
S. cerevisiae PMS1 729 FIVDQHASDEKYNFET 744
N. pharaonis MutL 533 VLIDQHAADERINYER 548
M. mazei MutL 510 VIIDQHAAHERILYEQ 538
B. subtilis MutL 459 YIIDQHAAQERIKYEY 474
L. innocua MutL 418 YIIDQHAAQERIKYEF 450
L. casei MutL 473 YILDQHAAQERVNYEY 488
S. aureus MutL 501 YMIDQHAAQERIKYEY 516
T. aquaticus MutL 360 YIVDQHAAHERILFEE 375
H. sapiens MLH1 304 DVNVHPTKHEVHFLHE 319
H. sapiens PMS1 36 GATSVDVKLENYGFDK 51
S. cerevisiae MLH2 243 IVEENFVIDEKINLDL 258
E. coli MutL 300 DVNVHPAKHEVRFHQS 315

S. typhimurium MutL 300 DVNVHPAKHEVRFHQS 315

Abbildung 14. MutLa-Endonukleasemotiv. Das C-terminale PMS2-En-
donukleasemotiv DQHA(X),E (X),E ist in eukaryotischen PMS2-Homo-
logen (PMS1 aus S. cerevisiae ist homolog zu humaner PMS2) und
vielen bakteriellen MutL-Proteinen konserviert, mit Ausnahme des
MutL-Proteins von Bakterien wie E. coli, deren direkte Fehlpaarungsre-
paratur von der d(GATC)-Methylierung abhingt. Oben blau dargestell-
te Aminoséuren wurden als Mutationen eingefiihrt, um den Einfluss
des Motivs auf die MutLa-Funktion zu untersuchen. Mit freundlicher
Genehmigung aus Lit. [75], Copyright Elsevier, 2006.
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sche Interaktion mit dem PCNA an die Replikationsgabel
gebunden wird.*"® Beide Proteine sind dazu befihigt, sich
entlang der Helix zu bewegen.?“*® Die Fehlpaarungs-
erkennung durch MutSa fiihrt zur Rekrutierung von MutLa,
welches in der Lage ist, mit beiden Proteinen zu interagieren.
Die Idee ist nun, dass die Asymmetrie der PCNA-Beladung in
diesem MutLa-PCNA-Komplex erhalten bleibt und dieser
Umstand dazu dient, das aktive Zentrum der MutLo-Endo-
nuklease zu den beiden DNA-Striangen der Helix zu orien-
tieren.

Als wir mit unseren Arbeiten zur Fehlpaarungsreparatur
beim Menschen begannen, hatten wir keine Vorstellung von
der Natur der biologischen Strangsignale, wenngleich wir und
andere damals vermuteten, dass die im Verlauf der DNA-
Replikation natiirlich auftretenden DNA-Termini in dieser
Hinsicht ausreichend sein konnten.**% Die strangspezifi-
schen Reaktionen, die oben beschrieben wurden, sind mit
dieser Sichtweise im Einklang. 5-Termini am Riickwérts-
strang der Replikationsgabel unterstiitzen vermutlich die
Beladung mit dem MutSa-aktivierten Exol, und genetische
Studien von Kolodner und Kunkel untermauern diese Vor-
stellung.®* Dariiber hinaus wird die Strangdirektionalitit
der MutLa-Endonukleasewirkung durch die Orientierung
des PCNA auf der Helix gesteuert, was wiederum von den 3'-
Termini am Fiithrungs- und Riickwartsstrang der Replika-
tionsgabel bestimmt wird. Es ist deshalb sehr wahrscheinlich,
dass 5'- und 3'-DNA-Termini, die im Verlauf der DNA-Re-
plikation natiirlicherweise auftreten, als Signale fiir die
Steuerung der Fehlpaarungsreparatur in eukaryotischen
Zellen dienen.

//

4

MutLo

Y 3'-HO
/

3-HO *
Il// v Iy

Abbildung 15. Die Strangdirektionalitit der MutLa-Endonuklease wird dadurch bestimmt, in welcher Orientierung die DNA-Klammer PCNA auf

die DNA-Helix geladen wird.
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