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1334. 

Reparatur von sonnenlichtgeschadigter DNA mit Sonnenlicht 

Thomas Carell" 

a Die DNA, der Trager der genetischen Information, wird 
standig durch Umwelteinfliisse geschadigt, wodurch genetische 
Information verloren geht und ein normales, auf die Zellum- 
gebung abgestimmtes Verhalten der Zelle bedroht wirdI']. Zur 
Abwendung dieser Bedrohung haben Organismen komplizierte 
DNA-Reparaturmechanismen entwickelt r21. Seitdem man weiB, 
daB gerade Fehler in Reparaturprozessen an der Entstehung 
von Krebs direkt beteiligt sind, ist die Erforschung der moleku- 
laren Grundlagen der Reparaturprozesse von sehr groBem In- 
teresse13]. Momentan gehort das Thema DNA-Reparatur daher 
wohl zu den aktuellsten Gebieten der biochemischen und geneti- 
schen Forschung. 

Kiirzlich wurde von H.-W. Park, S.-T. Kim, A. Sancar und 
J. Deisenhofer die Kristallstrukturanalyse eines der wohl 
kuriosesten DNA-Reparaturenzyme, der DNA-Photolyase aus 
Escherichiu coli, ~orges te l l t [~~.  Dies war ein lange erwarteter, 
wichtiger Schritt auf dem Weg zu einem besseren Verstandnis 
eines bedeutenden Genom-Reparaturprozesses in der Natur. 
Photolyasen sind Enzyme, die haufige, durch Sonnenlicht (UV- 
Strahlung der Wellenlangen 200- 300 nm) induzierte DNA- 
Schaden beseitigen konnen. Der ProzeB ist deshalb so unge- 
wohnlich, weil auch fur die Reparatur Sonnenlicht - allerdings 
der Wellenlangen 300-500 nm - benotigt wird. Damit ahnelt 
diese Reparaturreaktion der Photosynthese, wo ebenfalls ein 
ProzeB durch Sonnenlicht angetrieben wird16]. Photolyasen 
wurden in unterschiedlichen Organismen, wie Archaebakterien, 
Amphibien, Goldfischen, Klapperschlangen und Beuteltieren, 
nachgewiesen. In anderen Spezies, z. B. im MenschI7], fehlen sie 
vermutlich vollstandig. In vielen Organismen ist die Photolyase- 
Reparaturreaktion (Photoreaktivierung) der einzige ProzeB, 
durch den sonnenlichtinduzierte Defekte repariert werden 
konnen. 

[*] Dr. T. Carell 
Laboratorium fur Organische Chernie 
Eidgenossische Technische Hochschule Zurich 
Universitatstrasse 16, CH-Zurich (Schweiz) 
Telefax: Int. + 1/632-1109 

DNA-Veranderungen, die durch UV-Bestrahlung von Zellen 
hervorgerufen werden, sind intensiv untersucht worden und 
heute gut verstandent5]. Durch die Bestrahlung von doppel- 
strangiger DNA mit UV-Licht wird in zwei ubereinander 
angeordneten Pyrimidinbasen eine photochemisch erlaubte 
[2x, + 2x,]-Cycloaddition der CS-C6-Doppelbindungen aus- 
gelost und es entstehen cis-syn-Cyclobutan-Pyrimidindimere 
(Schema 1). Das Hauptphotoprodukt ist das cis-syn-Thymin- 
Photodimer. Alle Photoprodukte fiihren zu einer Verzerrung 
der normalen B-DNA-Struktur[']. Sie verhindern dariiber hin- 
aus die Replikation sowie die Transkription und verursachen so 
den Zelltod. DaB die Photoprodukte auch direkt an der Krebs- 
entstehung beteiligt sind, zeigt die groBe Haufigkeit von Haut- 
krebs bei Patienten, die an Xeroderma pigmentosum erkrankt 
sindr'] - einer Krankheit, die die Fahigkeit des Organismus, 
UV-Strahlenschaden beheben zu konnen. herabsetzt. 

Sonnenlicht ( 200 - 300 nm ) DNA-Photo1 yase 
Sonnenlicht ( 300 - 500 nm ) 

Schema 1. Bildung der cis-syn-Cyclobutan-Thymindimere durch UV-Bestrahlung 
(200-300 nm) eines TpT-DNA-Segmentes. R' = 5'-Terminus, Rz = 3'-Terminus. 
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Gesunde Zellen haben ausgekliigelte Mechanismen zur Repa- 
ratur der durch Bildung der Pyrimidindimere geschadigten 
DNA entwickelt. Hierzu gehort die komplizierte Nucleotid-Ex- 
zisionsreparatur, bei der die geschadigten Basen durch viele En- 
zyme und Faktoren aus der DNA herausgeschnitten und durch 
neue ersetzt werden, sowie die Photoreaktivierung, bei der nur 
ein Enzym, die DNA-Photolyase, aktiv istL3, ''3 ''I. Die Unter- 
suchung der Photolyase-Reaktion beinhaltete bis heute das in- 
tensive Studium der Enzyme, der Cofaktoren und einiger weni- 
ger synthetisierter Modellverbindungen, mit denen Teilschritte 
der Reparaturreaktion nachgestellt werden konnten. Dazu wur- 
den unterschiedliche Methoden verwendet, vor allem die zeit- 
aufgeloste Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopiei12~ 13]. 

Wichtige Meilensteine auf dem Weg zum Verstandnis der Repa- 
raturreaktion waren die Sequenzanalysen von einigen Photo- 
lyasen und die Uberexpression sowie Mutationsst~dien[~I. 

Nach den Ergebnissen dieser Untersuchungen sind Photo- 
lyasen monomere Enzyme mit einem Molekulargewicht von 
55 000-60 000 Da. Sie enthalten zwei nicht kovalent gebundene 
Chromophore als Cofaktoren (Schema 2). Ein Flavin-Adenin- 
Dinucleotid ist in der ungewohnlichen Form FADH- sehr fest 

H 
FADH- 

HPN- 

:NJ 
H' 

r i r  

1 - 5  

CHzOH 
(?HOW 5,IO-MTHF 

H O W  

'. ' Nh 8-HDF 
0 

Schema 2. Strukturen der Cofaktoren in Photolyasen. Enzyme vom Foldt-Typ ent- 
halten ein FADH-- und ein 5,10-MTHF-Molekul, solche vom Desazaflavin-Typ 
ein FADH-- und ein 8-HDF-Molekiil. 

im aktiven Protein komplexiert (Kd< lo-'' M)[51. Als zweiten 
Chromophor enthalten Photolyasen entweder ein 8-Hydroxy-5- 
desazaflavin (8-HDF) oder ein 5,l O-Methenyltetrahydrofolyl- 
polyglutamat (5,lO-MTHF). Dementsprechend werden die 
Photolyasen in zwei Klassen unterteilt, in die Desazaflavine, zu 
der das Enzym aus dem Methanobacterium thermoautotrophi- 
cum gehort, und in die Folate. zu der die Photolyase aus Escheri- 
chia coli zahlt. 

Die vor kurzem beschriebene, erste Kristallstrukturanalyse 
einer DNA-Photolyase enthullt einige sehr interessante Merk- 
male dieses E n ~ y m s [ ~ ] .  So ist das FADH--Molekiil in einer sehr 

uniiblichen, U-formigen Konformation im Enzym gebunden. 
Dabei kommen sich der Flavin- und der Adeninrest in einer 
Tasche des Proteins sehr nahe. Beide Ringsysteme sind teilweise 
dabei fur das Losungsmittel zuganglich. Die sehr feste Bindung 
des FADH--Molekuls resultiert aus einem Netz aus Wasser- 
stoffbriickenbindungen und acht ionischen Wechselwirkungen 
mit den Phosphatresten. Die Tatsache, daB die Aminosauren, 
die an der Bindung des FADH--Molekuls beteiligt sind, in acht 
der zehn bekannten Photolyasen konserviert sind, unterstreicht 
die Bedeutung der FADH--Bindungssituation fur die Funktion 
der Photolyase. Der zweite Chromophor wird vom Enzym in 
einer flachen Tasche an der Peripherie des Proteins sehr vie1 
schwacher gebunden. Ein groBer Teil dieses zweiten Cofaktors 
geht daher wahrend der Reinigung der Photolyase verloren. In 
Escherichia coli ist das 5J0-MTHF-Molekiil ca. 16.8 vom 
Flavin-Molekul entfernt. 

Die Peptidkette der Escherichia-coli-Photolyase ist zu 5 p- 
Faltblattern, 20 a-Helices, 5 3,,-Helices und verbindenden Seg- 
menten gefaltetl4]. Durch Sequenzvergleich wurde lediglich eine 
Homologie zu einem blauen Photorezeptorprotein festgestellt, 
das zu einer Klasse von Rezeptoren gehort, die erst seit kurzem 
intensiv untersucht ~ i r d [ ' ~ I .  Weitere Sequenzhomologien wur- 
den nicht festgestellt. Ein Charakteristikum aller Photolyasen 
ist deren nichtsequenzspezifische Wechselwirkung mit DNA. Im 
Unterschied zu den Proteinen, die an der Genregulation betei- 
ligt sind und die eine ausgepragte Sequenzspezifitat aufweisen, 
bindet die Photolyase die DNA strukturspezifisch: Sie erkennt 
Defektstellen. Erstaunlich ist hierbei, daB Photolyasen zu diesen 
Defekten sowohl in Einzelstrang-DNA als auch in Doppel- 
strang-DNA ahnlich hohe Affinitaten aufweisen (Kd = 10- * 
bzw. lo-' M ) ' ~ ] .  Basierend auf der nun vorliegenden Kristall- 
strukturanalyse einer DNA-Photolyase kann fur diese Beson- 
derheit nun eine plausible Erklarung postuliert werden. Durch 
die Faltung der Peptidkette entsteht eine Cavitat, die wegen 
ihrer GroBe, Struktur und Ladungsverteilung geeignet ist, ein 
Thymin-Photodimer aufzunehmen. Es wird deshalb vermutet, 
daD nach der Bindung der Photolyase an den geschadigten 
DNA-Strang das Thymindimer aus der Doppelhelix herausge- 
dreht wird und dadurch in der Cavitat der Photolyase zu liegen 
kommt, so dal3 sich das Dimer im van-der-Waals-Abstand zum 
Flavin befindet. Dieser ,,Flipping-out"-Mechanismus wird 
durch die Beobachtung gestiitzt, daB die Wasserstoff- 
bruckenbindungen zwischen den Photodimeren und den gegen- 
uberliegenden Adeninresten im Vergleich zu denen in nicht- 
geschadigter DNA schwacher sind. Dies erleichtert vermutlich 
den Flipping-out-ProzeB. DaB ein solcher ProzeB tatsachlich 
zur Erkennung von Defektstellen in der Doppelhelix dienen 
konnte, wird durch Kristallstrukturanalysen von vier weiteren 
Proteinen erhartet. Die ebenfalls an der DNA-Reparatur betei- 
ligten Proteine E~onucleaseIII[ '~~ und zwei Uracil-DNA-Gly- 
cosylasen['6* weisen Cavitaten auf, in denen die schadhaften 
DNA-Stellen in der Flipped-out-Konformation Platz finden 
konnten. Im Fall der Uracil-DNA-Glycosylase des Herpes-sim- 
plex-Virus wird der Flipping-out-Mechanismus durch eine Co- 
kristallstrukturanalyse rnit Uracil bestatigt, wonach das Uracil 
in der Cavitat gebunden vorliegt['61. Kiirzlich wurde auch die 
Kristallstrukturanalyse der Hhal-Methyltransferase, eines nicht 
an der DNA-Reparatur beteiligten Enzyms, vorgestellt. Hierbei 
wurde ein modifiziertes Substrat verwendet, um ein Reaktions- 
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zwischenprodukt abzufangen, das kovalent an das Enzym ge- 
bunden ist. Uberraschenderweise wurde das Substrat aus der 
DNA-Doppelhelix heraus- und in Richtung des aktiven Zen- 
trums des Enzyms gedrehtt18]. Diese Befunde deuten darauf hin, 
daD geschadigte Stellen in einem DNA-Doppelstrang von unter- 
schiedlichen Reparaturenzymen und -faktoren in einer Flipped- 
out-Konformation erkannt werden konnten. 

In Schema 3 ist der zur Reparatur von Pyrimidindimeren vor- 
geschlagene DNA-Photolyase-Reparaturmechanismus schema- 
tisch dargestellt. Wahrend der Bestrahlung des Photolyase- 
DNA-Komplexes mit Tageslicht wird ein Lichtquant entweder 

H 
MTHF* 

H O  

FADH- FADH-* 

Elektronentransfer Elektronentransfer 

Schema 3. Schematische Darstellung des vorgeschlagenen DNA-Reparatur-Me- 
chanismus fur die Escherichia-coli-Photolyase[5,12]. 

direkt vom Flavin oder vom zweiten Chromophor - was wegen 
der hoheren molaren Extinktionen der Chromophore vom 
Folat- oder Desazaflavin-Typ wahrscheinlicher ist - absorbiert. 
Die Anregungsenergie wird dann auf das Flavin ubertragen, das 
im angeregten Zustand ein Elektron auf das Thymindimer uber- 
tragt. Huckel-Molekulorbital-Rechnungen haben ergeben, daD 
die Aktivierungsbarriere fur den thermischen, konzertierten 
Zerfall der Cyclobutansubstruktur als Radikalanion stark 
herabgesetzt ist. So fuhrt die Elektronenubertragung zur Spal- 
tung der CS-C5'- und C6-C6-cs-Bindungen des Dimers und zur 
Riickbildung der beiden Thyminre~te~'~].  Tatsachlich ergaben 
neuere Untersuchungen, daO das Dimer konzertiert zerfillt[201. 
Das Elektron wird nach der Spaltung der C-C-Bindungen zu- 
ruck auf das Flavin ubertragen, und der DNA-Enzym-Komplex 
dissoziiert, vermutlich wegen des hoheren Raumbedarfs der 
zwei Thyminreste im aktiven Zentrum. 

Zeitaufgeloste spektroskopische Messungen mit der Escheri- 
chiu-coltPhotolyase ergaben Geschwindigkeitskonstanten fur 
den Energietransfer vom 5,lO-MTHF zum Flavin von k = 
4.6 x lo9 s - l  und eine Ubertragungseffizienz von 62%t5. 131. 

Der Energietransfer findet nach einem strahlungslosen Mecha- 
nismus statt, der durch die Forster-Theorie beschrieben werden 
kann["]. In den Desazaflavin-enthaltenden Photolyasen ist der 

Energietransfer wesentlich schneller ( k  = 1.9 x 1010 s- I )  und 
auch efizienter (100 %). Fur den Elektronentransfer betragen 
die Geschwindigkeitskonstanten k = 5.5 x lo9 s-', und die Ef- 
fizienz des Elektronentransfers ist fur die Enzyme beider Klas- 
sen ahnlich grol3 (90 YO). 

Zwei weitere Reste der Photolyase sind direkt am Reparatur- 
prozea beteiligt : Trp 277 ist ein wesentlicher Rest, um die Repa- 
raturaktivitat einer artifiziell modifizierten Photolyase mit inak- 
tivem Flavinrest bei 280 nm zu gewahrleistent221. Modellstudien 
ergaben, daI3 Indole bei dieser Wellenlange tatsachlich Pyrimid- 
indimere sowohl in Losung als auch kovalent an das Pyrimidin- 
Dimer gebunden spalten k o n n e ~ ~ [ ~ ~ ] .  Die Kristallstrukturana- 
lyse bietet auch fur diesen Befund eine Erklarung: Trp277 ist in 
der Bindungsstelle fur das Thymindimer lokalisiert und befindet 
sich im van-der-Waals-Abstand zum Thymindimer, wenn dieses 
in der Flipped-out-Konformation in der Cavitat gebunden wird. 
Die Funktion von Trp306, das fur die Photoreduktion von 
FADH essentiell ist (ein ProzeD, durch den das Flavin in das 
aktive, reduzierte FADH - uberfuhrt wird) , ist allerdings noch 
nicht geklart. Es wird angenommen, daD der Reduktion des 
Flavins ein Elektronentransfer vom Trp 306 zum angeregten 
Flavin zugrundeliegt. Eine solche Elektronenubertragung zwi- 
schen den Chromophoren ist jedoch unwahrscheinlich, da sich 
der Trp-306-Rest an der Proteinoberflache in einer Entfernung 
von ca. 13 %, vom Flavin befindet. Weitere Studien sind notwen- 
dig, um die Rolle des Trp-306-Restes wahrend der Reparatur- 
reaktion zu beleuchten. 

Auf der Grundlage der Kristallstruktur der Escherichiu-coli- 
Photolyase konnen wir heute den sehr ungewohnlichen natiirli- 
chen ProzeO, bei dem Sonnenlicht fur eine efiziente DNA- 
Reparatur genutzt wird, sehr vie1 besser verstehenL4I. Die Einzel- 
schritte der Reparatur sind die spezifische Erkennung von 
DNA-Defektstellen - moglicherweise durch ein Herausdrehen 
der geschadigten Basen - und die nachfolgende Spaltung des 
Cyclobutanringes des Photodimers durch Energie- und Elek- 
tronentransferschritte. Die Reparaturreaktion weist demnach 
nur zur Photosynthese Ahnlichkeiten auf, wo lichtabsorbieren- 
de Chromophore in der Nahe eines aktiven Zentrums die Anre- 
gungsenergie auf ein Paar von Chromophoren, das ,,Spezielle 
Paar", iibertragen. Dieses ubertragt dann als ersten Schritt in 
einer Elektronentransferkaskade ein Elektron auf einen Accep- 
torF6]. Es ist sehr erstaunlich, da13 eine ganz ahnliche Reaktions- 
sequenz in der Photoreaktivierung zur Reparatur des Genoms 
verwendet wird ein Problem, das vermutlich so alt wie das Le- 
ben ist. Das uberraschende Ergebnis, daB die Peptidsequenzen 
von bakteriellen Photolyasen und blauen Photorezeptoren, die 
fur die friihe Entwicklung von Pflanzen wesentlich sind, eine 
hohe Sequenzhomologie aufweisen, loste weitreichende Speku- 
lationen aus. Moglicherweise sind Energie- und Elektronen- 
transferschritte nicht nur an der Umwandlung von Sonnenlicht 
in chemische Energie (Photosynthese) und an dem Schutz vor 
dem zerstorerischen EinfluD von energiereicher UV-Strahlung 
auf DNA (Photoreaktivierung), sondern auch an der Induktion 
eines fruhen Entwicklungssignals in grunen Pflanzen (Photore- 
zeptoren) durch einen bislang unbekannten Mechanismus betei- 
1igt[4. 141. 

Stichworte: DNA-Reparatur - Elektronentransfer - Energie- 
transfer - Photolyasen 
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