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Die intrinsische Fragilitat der DNA (Nobel-Aufsatz)**

Tomas Lindahl*

Alle Makromolekiile sind zu einem gewissen Grad in-
stabil. Meine eigenen Arbeiten haben sich mit der inhdrenten
Labilitit der DNA befasst."? In meinen frithen Studien als
Postdoktorand an der Princeton University in den 60er Jahren
erforschten wir die hitzeinduzierte Gestaltdnderung und
Entfaltung der makromolekularen Struktur aufgereinigter
Transfer-RNA, jener kleinen RNA-Molekiile, die entschei-
dende Bestandteile der Proteinsynthese sind.’! In diesen
zeitaufwindigen Experimenten beobachtete ich zu meiner
Uberraschung, dass die aufgereinigte tRNA nicht nur bei
erhohten Temperaturen entfaltete, sondern sich auch auf ir-
reversible Weise sehr langsam zersetzte.! Von Kollegen
bekam ich den Hinweis, dass an menschlichen Fingern oft
betridchtliche Mengen an Ribonuklease hafteten — dem RNA
abbauenden Enzym also —, und dass mein Problem ver-
schwinden sollte, wenn ich meine Arbeitstechnik verbessern
wiirde. Das war jedoch nicht das Fall: Ich fand, dass etliche
tRNA-Priparationen, die ich auf unterschiedliche Weise
hergestellt hatte, sich auf die gleiche Weise zersetzten. Ich
vertiefte diese Arbeiten und konnte zeigen, dass die Zerset-
zung der tRNA mit der Zerstérung einzelner Nukleobasen
sowie auch der langsamen Spaltung der Phosphodiesterbin-
dungen einherging, welche die Nukleotidbausteine mitein-
ander verbinden. Ich veroffentlichte sogar einen kurzen
Beitrag iiber die hitzeinduzierte Zersetzung von tRNA, den
niemand besonders interessant fand.*! Folglich wendete ich
mich anderen experimentellen Arbeiten zu und erforschte
nun die Ligation und Prozessierung von Strangbriichen in der
DNA durch zuvor unbekannte Sdugerenzyme wie DNA-Li-
gasen und Exonukleasen.® Ich hatte aber nicht die ritsel-
hafte Zersetzung der tRNA vergessen. Als ich ein paar Jahre
spater nach Schweden zuriickkehrte und meine eigene For-
schungsgruppe in Stockholm griindete, wollte ich untersu-
chen, ob die DNA, wie die tRNA, der langsamen Zersetzung
unterliegt.

Das war eine ziemlich unwahrscheinliche Vorstellung,
denn die allgemeine Annahme war, dass die DNA als Trager
der genetischen Information in der intrazellularen Umgebung
sehr stabil sein sollte (Abbildung 1). Ich stellte keinen For-
schungsantrag, da ohnehin kaum Aussicht auf Unterstiitzung
dieser unkonventionellen Arbeiten bestand, sondern setzte
schwedische Forschungsmittel ein, die ich fiir Studien der
enzymatischen Prozessierung von DNA-Strangbriichen in
Sdugerzellen empfangen hatte. Die anféngliche Strategie
bestand darin, einige Pilotexperimente zur Instabilitidt der
DNA durchzufiihren, und wéren die Ergebnisse nicht viel-
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Abbildung 1. Die Stabilitit der DNA.

versprechend gewesen, hétten wir das Projekt schnell wieder
begraben. Aber es zeigte sich, dass die DNA, obwohl sie
deutlich stabiler war als RNA, einer sehr langsamen, jedoch
relevanten Zersetzung in neutralem wéssrigem Puffer unter-
lag.

Zusammen mit meinem Laborassistenten Barbro Nyberg
entwarf ich eine Serie von zeitaufwéndigen Experimenten,
mit denen wir versuchten, die langsame Zersetzung von
DNA-Losungen unter physiologischen Bedingungen zu
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quantifizieren. Das bedeutete, dass wir die Stabilitdt der
DNA bei verschiedenen pH-Werten, die nicht allzu sehr vom
neutralen pH entfernt lagen, bei erh6hten Temperaturen und
unterschiedlichen Ionenstdrken untersuchten. Um unsere
Analysen zu vereinfachen, fithrten wir die meisten Studien
mit DNA durch, die an einzelnen Baseresten radioaktiv
markiert war; solche DNA kann aus mutierten Bakterien-
stimmen durch Ziichtung in Gegenwart kommerziell erhélt-
licher radioaktiver Basereste hergestellt werden. DNA aus
entweder B. subtilis oder E. coli wurde verwendet, um mog-
liche Komplikationen aufgrund der Gegenwart der modifi-
zierten Basen 6-Methyladenin und 5-Methylcytosin zu ver-
meiden. Dariiber hinaus wurde mit “C (statt mit *H) mar-
kierte DNA eingesetzt, um wihrend der langen Inkubationen
den moglichen Austausch von *H mit dem wissrigen Lo-
sungsmittel zu vermeiden.

Proben solcher DNA-Losungen wurden iiber mehrere
Tage inkubiert und dann durch Chromatographie analysiert.
Die auffilligste Anderung war, dass kleine Mengen von Ba-
seresten aus der DNA verloren gingen, insbesondere die
Purinbasen Guanin und Adenin.”! Abbildung 2 zeigt eine
Zusammenfassung der gefundenen Anderungen; ein Ab-
schnitt von einem oder zwei DNA-Stringen ist dargestellt,
Pfeile zeigen die verdnderte Stelle an. Die Spaltung einer
Base-Zucker-Bindung fiithrt zum Verlust der genetischen In-
formation und der Bildung einer abasischen Stelle in der
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DNA. Die abasischen Stellen, die aus dem Verlust der Basen
Guanin oder Adenin resultieren, sind chemisch identisch und
wurden mit gleichen Raten eingefiihrt. Um also die Identitit
einer fehlenden Base zu erfahren, muss man die Information
im Gegenstrang des DNA-Molekiils heranziehen.

Es gibt auch einige Verdnderung an den verbleibenden
DNA-Basen; die wichtigste ist die Deaminierung von Cyto-
sinresten zu Uracil. Diese Modifikation veridndert die Ko-
dierungsspezifitit der DNA, d.h., eine Mutation ist einge-
treten.® Ich analysierte all diese Verluste oder Verinderun-
gen in der DNA und fand tiberraschend hohe Raten (Abbil-
dung 3).'" In einer einzigen Siugerzelle gibt es jeden Tag
zehn- bis zwanzigtausend Verdnderungen; das gilt fiir dop-
pelstriangige DNA.

Es gibt einen gewissen Schutz der Basen durch die Dop-
pelhelixstruktur der DNA. Wihrend doppel- und einstrangi-
ge DNA mit ungefihr gleichen Raten depuriniert werden (3-
bis 4-facher Unterschied), ist eine einstrdngige DNA 150-fach
anfilliger gegen Deaminierung von Cytosin und 5-Methyl-
cytosin als doppelstriangige DNA. Das bedeutet, dass in einer
transkriptional aktiven, replizierenden Zelle am Tag ungeféhr
300 potenziell mutagene Cytosin- und 5-Methylcytosin-De-
aminierungen auftreten. Dieser Abbau an zelluldirer DNA
wiirde zu einem inakzeptabel schidigenden Verlust an gene-
tischer Information fithren. Die Antwort auf dieses Dilemma
muss sein, dass es einen Korrekturmechanismus gibt.
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Abbildung 2. DNA-Labilitit (insbesondere Depurinierung). Lindahl, Nature, 1993.
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zuvor unbekannte Klasse von Reparaturenzymen zum Ein-
satz, namlich die DNA-Glykolasen, die Base-Zucker-Bin-
dungen in der DNA spalten.!'”! Wir rekonstituierten den Ba-
senexzisionspfad mit aufgereinigten Enzymen, zuerst mit
bakteriellen,'!! spiter dann mit menschlichen Enzymen
(Abbildung 4).1%

Fir diese Experimente stellten wir einen Abschnitt einer
synthetischen doppelstrangigen DNA her, der einen Uracil-
rest im Zentrum eines der beiden DNA-Stringe aufweist.
Nach Trennung der DNA-Stringe kann der Uracilrest durch
Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden. Falls die DNA
Uracil enthilt, bleibt der DNA-Strang nach Entfernen dieser
Base intakt, enthilt nun aber eine abasische Stelle, die durch
das nichste Enzym im Abbaupfad, die Endonuklease fiir
abasische Stellen, gespalten werden kann. Der Zuckerphos-
phatrest an der Schadenstelle wird dann entfernt, DNA-Po-
lymerase fiillt die kleine Liicke, und die DNA wird schlief3lich
ligiert (Abbildung 5). In Siugerzellen besitzt die liickenfiil-
lende DNA-Polymerase f§ eine eigene Domine, die die
Freisetzung des basefreien Zuckerphosphats befordert.

Modelle fiir Aspekte des Abbaupfads wurden von meh-
reren Arbeitsgruppen vorgeschlagen, einschlieflich der un-
seren. Es ist keine einfache Aufgabe fiir die DNA-Glykosy-
lase, eine einzelne Uracilbase zu finden, die einen chemisch
dhnlichen Cytosin- oder Thyminrest in einem groen DNA-
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Molekiil ersetzt hat. Das Enzym sucht die DNA ab, dreht Neben den bisher diskutierten hydrolytischen DNA-
dann iiblicherweise die verdnderte Base heraus und initiiert ~ Schiden gibt es noch andere Arten von DNA-Lésionen, von
den Reparaturprozess."! denen einige von dem Sauerstoff verursacht werden, den wir
Wir haben nun also Reparaturenzyme diskutiert, die ge-  einatmen und metabolisieren. Eine besonders finstere Form
schiadigte DNA wiederherstellen konnen. Gelegentlich von DNA-Schaden, der durch reaktive Sauerstoffspezies
jedoch kann ein Organismus induzierte Verén-
derungen in der DNA-Struktur nutzen, um niitz-
liche genetische Diversitit zu erzeugen. Ein " CH; "
spannender Fall ist die effiziente Diversifizierung P \ 3 LN HC
von Antikdrpern. Um das Repertoire an Anti- K+ | '5 JN\:;I% m £
. . . N o
korpern zu vergroBern, besitzt eine antikorper- EH Loa HN ENA Lea |
. . . . . DNA
produzierende Zelle die Fihigkeit, die Struktur 3ameA 05-meG 1-meA 3-meC
antikorperkodierender Gene durch gezielte
Deaminierung von Cytosinen in der DNA aktiv - - -
zu verdndern. Dieses Konzept wurde in brillanter M i
. . -Endonuklease
Weise von dem verstorbenen Michael Neuberger
MRC Laboratory of Molecular Biology in T B
am K X y X gy + DNA-Ligase +aKG
Cambridge entwickelt (Abbildung 6). Ich hatte
das Vergniigen einer kurzen Zusammenarbeit mit
der Neuberger-Gruppe.'! Eine spezifische De- + CH, .
aminase, die von T. Honjo entdeckte AID, ver- * c;,s HCHO
ursacht die gezielte Deaminierung der Anti- Eirgige e @ 00,
korpergene, bevor die Uracil-DNA-Glykosylase — — + Succinat -
dann diese DNA prozessiert und lokale Muta- Basensxzlsions- BI . e
R . R K X K . tur irekte Reversion der Lasion
tionen anstoBt, die letztlich in einer erweiterten repara
und effizienteren Antikorperreaktion resultieren.  Abbildung 9. Drei Mechanismen fiir die Reparatur von methylierten DNA-Basen.
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hervorgerufen wird, ist die Oxidation von Guaninresten zu 8-
Hydroxyguanin, bei der es sich um eine fehlkodierende Base
handelt (Abbildung 7). Diese Lasion wird durch eine spezi-
fische DNA-Glykosylase ausgeschnitten, die sich deutlich von
der Uracil-Glykosylase unterscheidet.™

AuBler Wasser und Sauerstoff kommen auch noch andere
endogene Substanzen in Zellen vor, die DNA-Schiaden ver-
ursachen konnen. Ein wichtiges Beispiel ist das reaktive Ko-
enzym S-Adenosylmethionin (SAM), das eine alkylierende
Substanz ist und Methylierungsschidden in der DNA verur-
sacht.'"l Es gibt mehrere hierfiir anfillige Stellen in der DNA,
die sich von den Angriffstellen fiir Wasser oder Sauerstoff
unterscheiden (Abbildung 8). Es existieren drei unterschied-
liche Mechanismen fiir die Reparatur von Methylierungs-
schiden (Abbildung 9).1"!

FEine methylierte Base kann die Replikation der DNA
verhindern — dies kann eine letale Mutation sein. Ein spezi-
elles Reparaturenzym schneidet methylierte Basen aus, um
eine Basenexzisionsreparatur auszulosen.'”"*! Der Vorgang
ist analog zur Entfernung von Uracil aus der DNA. In einem
anderen Beispiel wird die hoch mutagene Base O°-Methyl-
guanin durch eine Methyltransferase direkt demethyliert. Der
Methylrest wird dabei direkt auf die Methyltransferase
tibertragen und erzeugt dort einen methylierten Cystein-
rest."” Der Vorgang wird als suizidale Inaktivierung be-
zeichnet, da das gesamte Reparaturprotein durch die Me-
thylierung zerstort wird. Methylcystein ist eine chemisch sehr
stabile Einheit, die nicht einfach gespalten werden kann, um
ein unmethyliertes Reparaturprotein zu produzieren. Es
handelt sich also um eine energetisch kostspielige, aber ef-
fektive Form der DNA-Reparatur.

In jiingerer Zeit haben wir eine andere Art von DNA-
Reparaturenzym gefunden, das Methylgruppen aus den to-
xischen Resten 1-Methyladenin und 3-Methylcytosin in der
DNA entfernt.”?*?!! Wir brauchten viele Jahre, um dieses
Enzym zu finden, weil es sehr ungewohnliche Kofaktoren hat,
namlich Eisen und das kleine Stoffwechselprodukt a-Keto-
glutarat (Abbildung 9). Es stellte sich heraus, dass diese un-
erwartete Demethylierungsreaktion mit der DNA unter Be-
teiligung dieser Kofaktoren auch fiir die Demethylierung von
Histonen eingesetzt wird, was wichtig ist fiir die Regulation
des Zellwachstums.*”!

Wasser (55 M in Zellen!)

Reaktiver Sauerstoff
S-Adenosylmethionin (SAM)

Kleine reaktive Molekiile, z.B. Formaldehyd
> Die Vielfalt von Lasionen erfordert eine Vielfalt von
Reparaturenzymen

» Wahrscheinlich sind viele DNA-Lasionen und die zugehérigen
Reparaturenzyme noch nicht entdeckt worden

Abbildung 10. Die intrinsische Fragilitit der DNA: Reagentien, die spe-
zifische DNA-Schiden in Zellen verursachen.
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Zusammenfassend existieren einige ganz gewohnliche
Molekiile in Zellen, welche die DNA schéddigen kénnen und
sich unmoglich vermeiden lassen (Abbildung 10).

Wasser ist ein schwacher Wirkstoff, kommt in Zellen aber
in hohen Konzentrationen vor. Einige andere héufig vor-
kommende Molekiile konnen ebenfalls die DNA schadigen.
Man kann sicher davon ausgehen, dass ldngst noch nicht alle
DNA-schidigenden Substanzen identifiziert worden sind,
was vermuten lisst, dass es noch mehr unentdeckte DNA-
Reparaturenzyme gibt. Die Tatsache allerdings, dass Wasser
eine schidliche Substanz fiir unser Gewebe ist, ist seit iiber
400 Jahren bekannt, denn schon William Shakespeare verwies
darauf in der Kirchhofszene in Hamlet (Abbildung 11). An

HAMLET: Wie lange liegt wohl einer in der
Erde, eh er verfault?

TOTENGRABER: Mein Treu ... so dauert er
Euch ein acht bis neun Jahr aus; ein
Lohgerber neun Jahre.

HAMLET: Warum der langer als ein andrer?

TOTENGRABER: Ei, Herr, sein Gewerbe gerbt
ihm das Fell so, daB es eine lange Zeit das
Wasser abhdlt, und das Wasser richtet so
'ne Blitzleiche verteufelt zugrunde.

Abbildung 11. Hamlet. 5. Akt, 1. Szene.

diese Szene schlief3t sich der berithmte Monolog tiber Leben
und Tod an. Hamlet erweist sich als exzellenter Wissen-
schaftler, indem er eine Abfolge logischer und tiefgriindiger
Fragen stellt. Man beachte, dass Shakespeare die schidliche
Wirkung von Wasser auf die weichen Bestandteile des
menschlichen Korpers, einschlieBlich der DNA, ganz prézise
herausarbeitet.*

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 8528-8534
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