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1. Einleitung

Die Erhaltung der genomischen Integrit�t ist f�r alle
Organismen von außerordentlicher Bedeutung. Sch�den in
unserer genomischenDNA sind das Resultat einer dauernden
Einwirkung zahlreicher Substanzen mit potenziell schwer-
wiegenden Folgen. Modifikationen in der DNA k'nnen zu
Mutationen f�hren, die die Codierungssequenz der DNA
ver�ndern und in S�ugern Krebs ausl'sen k'nnen. Andere
DNA-L�sionen interferieren mit normalen zellul�ren Trans-
aktionen wie der DNA-Replikation oder -Transkription und
sind toxisch f�r die Zelle. Zellen haben Wege entwickelt, um
diesen negativen Folgen einer besch�digten DNA entgegen-
zuwirken. Es existieren zahlreiche Reparaturpfade, die
L�sionen in der DNA beheben k'nnen. Die essenzielle
Funktion der DNA-Reparatur wird anhand etlicher humaner
Syndrome deutlich, die auf besch�digte DNA-Reparaturgene
zur�ckgehen. Ein typisches Kennzeichen dieser Krankheiten
ist die drastisch erh'hte Pr�disposition f�r Krebs. Sch�den in
der DNA f�hren zu einer Reihe von Antworten in der Zelle,
die eng mit der DNA-Reparatur verkn�pft sind (Schema 1).
So wird der Zellzyklus angehalten, damit die Zelle vor der
Replikation und der Zellteilung gen�gend Zeit zur Reparatur
hat.[1, 2] Ist der zugef�gte Schaden einer Zelle zu groß, so hat
die Zelle die M'glichkeit den programmierten Zelltod ein-
zuleiten, um die Vermehrung stark gesch�digter Zellen zu
verhindern.[3] Des Weiteren existieren auch spezielle DNA-

Polymerasen, die Sch�den w�hrend der DNA-Replikation
tolerieren und eine L�sion entweder unter Bildung eines
exakten Replikationsprodukts oder einer Mutation umgehen.
Die genaue biologische Funktion dieser DNA-Polymerasen
ist bislang nicht gekl�rt.[4,5]

Ziel dieses Aufsatzes ist es, einen umfassenden =berblick
�ber Mechanismen der DNA-Reparatur in S�ugerzellen mit
einem besonderen Fokus auf chemisch relevanten Prozessen
zu geben. J�hrlich erscheinen mehr als hundert =bersichten
zu den unterschiedlichsten Aspekten der DNA-Reparatur
(siehe z.B. Lit. [6–8] f�r neuere wichtige Publikationen), doch
ist das Thema noch nie mit ausgesprochen chemischem
Schwerpunkt umfassend behandelt worden (siehe Lit. [9–13]
f�r chemisch orientierte Publikationen, in denen einzelne
Reparaturpfade besprochen werden). =ber die offensichtli-
che Bedeutung in der Biologie und Medizin hinaus existieren
auch aus Sicht der Chemie zahlreiche Gr�nde f�r ein
Interesse an DNA-Reparaturprozessen: 1) Die intrinsische
Reaktivit�t der zahlreichen funktionellen Gruppen in der
DNA ist f�r die Entstehung von Sch�den verantwortlich. Es
ist daher wichtig, die chemischen Prozesse bei der Entstehung
von Sch�den in der DNA zu kennen. 2) Der komplexe
Vorgang der molekularen Erkennung durch DNA-Repara-
turenzyme, die spezifisch kleine Struktur�nderungen in der
DNA in rund 3 Milliarden Basenpaaren des menschlichen
Genoms erkennen m�ssen, k'nnte auf der Grundlage che-
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mischer Prinzipien verstanden werden. 3) Eines der zentralen
Ziele der molekularen und chemischen Biologie ist es, die
molekularen Grundlagen von Multiproteinsystemen zu ver-
stehen („Big Protein Machines“), die Reaktionen katalysie-
ren und komplexe Transformationen ausf�hren.[14] DNA-
Reparaturpfade schließen solche Systeme ein und sind
dar�ber hinaus experimentell zug�nglich. 4) Die Wirkung
der meisten Antitumorwirkstoffe, z.B. von Cisplatin, Alkylie-
rungsmitteln oder Mitomycin C, beruht auf der cytotoxischen
Sch�digung der DNA und wird durch DNA-Reparaturen-
zyme ged�mpft. Ist auf der einen Seite eine intakte DNA-
Reparatur essenziell f�r einen gesunden Organismus, so
k'nnte andererseits eine selektive Inhibierung der Reparatur
zu einer verbesserten Antitumortherapie bei Krebszellen
f�hren. DNA-Reparaturenzyme spielen somit auch beim
Wirkstoff-Design eine Rolle.

In den folgenden Abschnitten werden die unterschiedli-
chen Arten von bekannten Sch�den in der DNA behandelt
und die biochemischen und strukturellen Grundlagen sowie
die biologische und medizinische Relevanz der entsprechen-
den Reparaturpfade f�r S�uger-DNA erl�utert. Ziel ist es,
einen allgemeinen =berblick �ber die bekannten DNA-
Reparaturpfade in S�ugern zu geben, wobei zwei Aspekte
herausgehoben werden: 1) Die spezifische Erkennung von
besch�digten Stellen in der DNA durch DNA-Reparatur-

enzyme. 2) Chemische Ans�tze, die zur Untersuchung von
DNA-Reparaturmechanismen herangezogen werden.

2. DNA-Sch�digung und Reaktionen in
menschlichen Zellen

Die DNA ist in w�ssriger L'sung nicht unendlich stabil,
und zahlreiche sch�digende Substanzen endogenen und
exogenen Ursprungs tragen zum Verfall oder zur Destabili-
sierung der DNA bei.[15] Sch�tzungen haben ergeben, dass in
einer einzelnen menschlichen Zelle etwa 104–106 DNA-
Sch�digungsereignisse pro Tag stattfinden, was demnach in
einem erwachsenen Menschen (1012 Zellen) etwa 1016–1018

Reparaturereignisse nach sich ziehen muss.[6] Da bereits
Inderungen weniger Basenpaare im Genom theoretisch zu
Krebs f�hren k'nnen, m�ssenDNA-Reparatursysteme dieser
Gefahr effizient entgegenwirken. Abbildung 1 gibt einen
=berblick �ber die wichtigsten Prozesse und Substanzen,
die Sch�digungen an der DNA bewirken, sowie �ber die
dabei erzeugten L�sionen und die entsprechenden Repara-
turpfade.

2.1. Sch�den an den Nucleobasen von DNA

Die einfachste Reaktion, die die DNA gef�hrdet, ist die
Hydrolyse.[15] Die glycosidische Bindung von Purinnucleoti-
den kann unter sauren Bedingungen leicht hydrolisiert
werden. Abasische Stellen (1, Schema 2), die Produkte der
Depurinierung, haben die genetische Information verloren
und k'nnen demzufolge w�hrend der Replikation zu Muta-
tionen f�hren.[16] Anhand neuerer Studien, in denen ein
hochempfindlicher Sensor f�r die Reaktivit�t der Aldehyd-
gruppe abasischer Stellen eingesetzt wurde, konnte die
H�ufigkeit spontan generierter abasischer Stellen in einer
menschlichen Zelle zu ungef�hr 10000 pro Tag gesch�tzt
werden.[17] Abasische Stellen sind basenlabil und k'nnen
durch weitere spontane Fragmentierung zu cytotoxischen
Einzelstrangbr�chen f�hren. Eine weitere Hydrolyse an den
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Abbildung 1. H�ufigste DNA-sch�digende Agentien, L�sionen und Reparaturpfade.
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exocyclischen Aminogruppen von C, 5-MeC, A und G ergibt
die Basen Uracil, Thymin, Hypoxanthin und Xanthin.[15]

Diese Desaminierungen f�hren zu Inderungen in der
Codierungssequenz. Hierbei ist die Bildung von Uracil aus
Cytidin die wichtigste L�sion, und ihr Auftreten in einer
menschlichen Zelle wird auf 100–500 Ereignisse pro Tag
gesch�tzt.[18]

Neben Wasser werden als Folge des normalen Zellmeta-
bolismus viele reaktive Spezies erzeugt. Reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) wie Superoxid-Radikalanionen, Wasserstoff-
peroxid oder Hydroxylradikale entstehen als Nebenprodukte
des oxidativen Metabolismus und k'nnen mit DNA zu mehr
als 100 heute bekannten Oxidationsprodukten reagieren.[19,20]

Die wichtigsten Vertreter davon sind 8-Oxoguanin (3), das
mutagen wirkt und die Transkription blockieren kann, und
Thyminglycol (4), das nur schwach mutagen ist, aber als
starker Blocker der DNA-Replikation und -Transkription
wirkt.[21,22] Reaktive Sauerstoffspezies k'nnen DNA-Basen
auch auf eine indirekte Weise modifizieren. Mehrfach unge-
s�ttigte Fetts�uren etwa werden durch ROS leicht zu difunk-
tionalen Elektrophilen wie Malondialdehyd oxidiert, aus

denen Pyrimidinopurinone M1G (5) oder Epoxidierungspro-
dukte von Acrolein hervorgehen, die ihrerseits Ethenomodi-
fikationen von A (6), C und G bilden k'nnen.[23]

Cofaktoren enzymatischer Reaktionen wie S-Adenosyl-
methionin (SAM), ein Methylgruppendonor, k'nnen verse-
hentlich DNA methylieren, was entweder zur Bildung der
relativ harmlosen L�sion 7-Methylguanin f�hrt oder aber zu
3-Methyladenin (7), das wegen seiner F�higkeit zur Blo-
ckierung der DNA-Replikation stark cytotoxisch ist.[24] Dass
relativ seltene L�sionen physiologisch sehr wichtig sein
k'nnen, wird anhand verschiedener Methyladdukte in der
DNA deutlich. Anders als das relativ harmlose 7-Methylgua-
nin ist O6-Methylguanin (8) ein weniger h�ufiges Methylie-
rungsprodukt, dessen cytotoxische und mutagene Wirkung
aber offenbar so wichtig ist, dass sich ein spezifischer
Reparaturpfad zur Behebung dieser L�sion entwickelt
hat.[25] Basenexzisionsreparatur (BER, „Base-Excision
Repair“) und, im Falle von O6-Methylguanin, direkte Repa-
ratur sind die wichtigsten Reaktionswege f�r die Behebung
spontaner und durch den normalen zellul�ren Metabolismus
an DNA verursachter L�sionen.[7,15,26]

Zus�tzlich zur DNA-Sch�digung durch den normalen
zellul�ren Metabolismus existieren zahlreiche exogene Ursa-
chen. Einige davon, z.B. die UV-Strahlung des Sonnenlichts,
sind nat�rlichen Ursprungs und k'nnen nicht abgewendet
werden, wohingegen die Exposition gegen eine Vielzahl von
genotoxischen Substanzen, etwa solche im Tabakrauch,
letztlich von den individuellen Umgebungsbedingungen
abh�ngt. UV-Strahlung f�hrt zur Bildung von Pyrimidin-
Photoaddukten, vor allem Cyclobutandimeren (9) und (6-4)-
Photoaddukten (10), in der DNA.[27] Es existieren zahlreiche
Beispiele von Addukten, die durch Einwirkung von mutage-
nen Substanzen aus der Umwelt wie aromatischen Aminen
(11) und aromatischen Kohlenwasserstoffen (12) sowie von
Antitumorwirkstoffen wie Cisplatin (13) gebildet werden
(„Bulky Adducts“).[28] Bulky Adducts verzerren die DNA-
Doppelhelix lokal sehr stark und blockieren sowohl die
Transkription wie auch die DNA-Replikation. Sie werden in
S�ugern durch Nucleotidexzisionsreparatur entfernt (NER,
„Nucleotide-Excision Repair“).[7, 29] Die F�higkeit von NER,
eine große Zahl strukturell unterschiedlicher L�sionen in der
DNA zu entfernen, k'nnte auf einen eigens entwickelten
Prozess zur Reparatur sporadischer L�sionen durch muta-
gene Substanzen in der Umwelt zur�ckgehen. W�hrend in
S�ugern Pyrimidindimere ausschließlich durch NER repariert
werden, greifen niedere Eukaryoten, Pflanzen und Bakterien
auch auf BER und Photolyasen zur�ck, um die Dimere
wieder zu Monopyrimidinen umzusetzen.

2.2. Sch�digung des DNA-R#ckgrats und Doppelstrangbr#che

Sch�den am R�ckgrat der DNA entstehen vorwiegend
durch Oxidation der Desoxyribose, die mehrere Stellen mit
einer hohen Reaktivit�t gegen Sauerstoffradikale ent-
h�lt.[20,30,31] Der oxidative Abbau des Zuckerbausteins f�hrt
zu einer Reihe von Addukten, z.B. Oligonucleotiden mit
einer 3’-Phosphatgruppe (14 ; Schema 3), einem 3’-Phospho-
glycolat (15) oder einem 3’-Phosphoglycaldehyd (16), neben

Schema 2. Beispiele h�ufiger L�sionen in DNA: Abasische Stellen (1)
und Uracil (2) entstehen durch Hydrolysen; oxidative Sch�den f'hren
zur direkten Bildung von 8-Oxoguanin (3), Thyminglycol (4) und indi-
rekt zu M1G (5) und 1,N6-Ethenoadenin (6); endogene und exogene
Methylierungsmittel bilden unter anderem 3-Methyladenin (7) und O6-
Methylguanin (8). UV-Strahlung induziert die Entstehung von Photoad-
dukten von Pyrimidinen, z.B. Cyclobutandimeren (CPD, 9) und (6-4)-
Photoaddukten (10). Aromatische Amine oder Nitroverbindungen und
aromatische Kohlenwasserstoffe werden in den Zellen zu reaktiven
Zwischenprodukten metabolisiert, die mit DNA Addukte des Typs 11
oder 12 bilden. Viele Antitumorwirkstoffe bilden DNA-Addukte; ein
Beispiel ist Cisplatin, das zwei Guaninbasen durch Intra- und Inter-
strang-DNA-Crosslinks verkn'pfen kann (13).
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den komplement�ren Zuckerteilstrukturen (siehe Lit. [31]
f�r eine vollst�ndige Abhandlung der Zuckerfragmentie-
rungsmechanismen). Der Typus der gebildeten Addukte
h�ngt von der Position des abstrahierten Wasserstoffatoms
im Zucker ab. All diese oxidativen Reaktionen f�hren zu
DNA-Strangbr�chen. Neben reaktiven Sauerstoffspezies
k'nnen ionisierende Strahlung, radiomimetische Arzneimit-
tel wie Bleomycin oder Neocarzinostatin Strangbr�che aus-
l'sen. Die prim�ren Produkte sind Einzelstrangbr�che (17;
Schema 3), die durch eine Variante der BER repariert
werden. Anders als die bislang diskutierten DNA-sch�digen-
den Substanzen haben ionisierende Strahlung und radio-
mimetische Therapeutika die Eigenschaft, multiple Sch�den
in DNA in einem r�umlich engen Bereich zu induzieren und
auf diese Weise Doppelstrangbr�che (DSBs) zu erzeugen
(18).[32] DSBs werden auch bei der Replikation erzeugt,
entweder durch Replikation eines einzelnen Strangbruchs
oder den Kollaps einer Replikationsgabel.[33] In anderen
zellul�ren Prozessen wie Meiose oder V(D)J-Rekombina-
tion, die zur Diversifizierung des Genoms bei der Reproduk-
tion bzw. bei der Reifung des Immunsystems beitragen, sind
DSBs obligate Zwischenprodukte.[34] DSBs sind besonders
schwerwiegende L�sionen, da sie zu massiven chromosoma-
len Aberrationen f�hren k'nnen. Es ist gezeigt worden, dass
ein einziger nichtreparierter Doppelstrangbruch in Hefezel-
len den Zelltod bedeuten kann.[35] DSBs sind eine spezielle
Herausforderung f�r die Reparaturmaschinerie, weil im
Unterschied zu den vorstehend beschriebenen L�sionen
beide DNA-Str�nge besch�digt sind und somit kein Partner-
strang als Templat f�r die Reparatur zur Verf�gung steht.
Eukaryoten setzen bei der Behebung von DSBs grunds�tzlich
zwei Reparaturpfade ein: die homologe Rekombination
(HR) und nichthomologes „End-Joining“ (NHEJ). Beide
Pfade spielen in der Reparatur von DSBs eine Rolle und
schließen dar�ber hinaus spezialisiertere Reparaturfunktio-
nen ein.[34, 36]

2.3. DNA-Interstrang-Crosslinks

Ein weiterer L�sionstyp, der beide DNA-Str�nge betrifft,
ist der Interstrang-Crosslink (ICL), der sich durch eine
kovalente Bindung zwischen den beiden Str�ngen an zwei

gegen�berliegenden DNA-Basen auszeichnet. ICLs sind
hoch cytotoxisch, weil sie Transaktionen wie DNA-Replika-
tion und -Transkription, bei denen die Separierung der beiden
DNA-Str�nge erforderlich ist, verhindern. Es ist bekannt,
dass die Bildung von ICLs ein nat�rlicher Prozess ist (z.B.
durch Reaktion von DNA mit difunktionellen elektrophilen
Produkten aus oxidierten Lipiden), jedoch wird ihr Auftreten
als eher selten eingestuft.[37] Psoralen, ein difunktionelles
photoaktives aromatisches Molek�l, das in der Photochemo-
therapie angewendet wird, ist h�ufig zur Untersuchungen der
biologischen Wirkung von ICLs herangezogen worden.[38]

Interessanterweise bildet eine große Zahl von klinisch ange-
wendeten Antitumorwirkstoffen, darunter Chlorethylnitro-
soharnstoffe, Bis(chlorethyl)stickstoff-Verbindungen, Mito-
mycine und Cisplatin, ICLs als klinisch �ußerst relevante,
wenn auch nicht h�ufigste Addukte.[39] Hinweise sprechen
daf�r, dass die Reparatur von ICLs �ber die Bildung von
DSBs verl�uft, die ihrerseits anschließend durch homologe
Rekombination behoben werden.[40]

3. Reparatur durch Schadensumkehrung

In Bakterien und niederen Eukaryoten werden UV-
induzierte Pyrimidindimere und O6-Alkylguaninaddukte
durch direkte Schadensumkehrung mithilfe von Photolya-
sen[13,41] und Alkylguanintransferasen repariert. In S�ugern
sind es ausschließlich die O6-Alkylguaninaddukte, die auf
diese Weise repariert werden.[213]

O6-Alkylguanintransferase(AGT)-Aktivit�t zur Abwen-
dung des mutagenen Effekts von O6-Methylguanin tritt in den
meisten Organismen auf.[42] Die Reparatur von O6-Alkylgua-
nin zu Guanin erfolgt durch den irreversiblen Transfer der
Alkylgruppe von DNA zu einem reaktiven Cysteinrest des
AGT-Proteins (Schema 4). Die kovalente Verkn�pfung der
Alkylgruppe mit dem Cysteinrest inaktiviert das Enzym.
AGT ist somit ein Suizidenzym, das nach einem einzigen
Umsatz dem proteolytischen Abbau zugef�hrt wird. Struktur-
studien zufolge befindet sich die aktive Region der AGT im

Schema 3. Sauerstoffradikale, ionisierende Strahlung und radiomimeti-
sche Wirkstoffe wie Bleomycin kEnnen unter Bildung von Phosphat-
(14), 3-Phosphoglycolat- (15) und 3-Phosphoglycaldehyd-Endgruppen
(16) den Desoxyriboseteil in DNA fragmentieren. Diese Sch�digung
des Zuckerrests f'hrt zur Bildung von DNA-Einzel- (17) oder Doppel-
strangbr'chen (18).

Schema 4. Reparaturmechanismus der O6-Alkylguanintransferase AGT:
AGT repariert Guaninreste der DNA, wobei die Methylgruppe von O6-
Methylguanin (19) in einer irreversiblen Reaktion auf einen reaktiven
Cysteinrest des Proteins 'bertragen wird. O6-Benzylguanin (21) ist ein
potenter Inhibitor von AGT und wird als Antitumorwirkstoff in klini-
schen Studien verwendet.
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Innern des Proteins und demnach in einem gewissen Abstand
zur DNA-Bindungsoberfl�che.[43] Es wird angenommen, dass
das Protein durch „Nucleotid-Flipping“ (auch Basen-Flipping
genannt) die entsprechende Base und das Nucleophil im
aktiven Zentrum der AGT zusammenbringt (siehe
Abschnitt 4.2.2 f�r eine detailliertere Diskussion des Basen-
Flipping).

Die Schutzfunktion der AGT hinsichtlich toxischer und
mutagener Effekte durch Alkylierungsmittel wurde imMaus-
modell demonstriert. Transgene M�use, die AGT �berexpri-
mieren, entwickeln bei Einwirkung des Alkylierungsmittels
N-Methyl-N-nitrosoharnstoff signifikant weniger Tumore.
Demgegen�ber sind M�use, denen AGT fehlt, weitaus
anf�lliger f�r die tumorinduzierende und toxische Wirkung
dieser Substanz als der Wildtyp.[44]

AGT ist ein wichtiges Enzym in der Antitumortherapie,
da es den cytotoxischen Effekt von Antitumorwirkstoffen der
Klasse der Chlorethylnitrosoharnstoffe (CENUs), z.B.
BCNU oder Temozolomid, drosselt. Es ist gezeigt worden,
dass bei Antitumortherapien mit CENUs die in Tumoren
vorhandene Menge an AGT f�r den Erfolg der Therapie eine
entscheidende Gr'ße ist.[42] CENU reagiert in einem ersten
Schritt mit der O6-Carbonylgruppe von Guanin zum Addukt
22 (Schema 5), das anschließend zum 1,O6-Ethanoguaninad-
dukt 23 reagiert. Dieses lagert sich schließlich innerhalb
einiger Stunden zum physiologisch aktiven Interstrang-Cross-
link 24 um.[45] AGT bek�mpft die Bildung des ICL 24, indem
es mit 22 oder 23 reagiert und die Guanin-Base wieder-
herstellt oder ein DNA-Protein-Addukt 26 bildet. Hinweise
f�r die Bildung von Addukt 26 wurden bereits gefunden, aber
da es nur in kleinen Mengen isoliert werden konnte, war eine
detaillierte Charakterisierung nicht m'glich.[46a] Noll und
Clarke verwendeten einen chemisch-biologischen Ansatz zur
L'sung des Problems durch Einbau von 1,O6-Ethanoxanthin
(27), einem stabilen Analogon von 23, in DNA (Sche-
ma 5).[46b] 27 reagiert mit AGT unter Bildung des stabilen
Protein-DNA-Addukts 28. Mit diesem Ansatz gelang die
Herstellung großer Mengen des kovalenten AGT-DNA-
Addukts 28, das zur ersten Strukturaufkl�rung eines an
DNA gebundenen AGT-Proteins herangezogen werden
konnte.

Die Beeinflussung der Alkylierungstherapie durch AGT
hat zu einer Suche nach Inhibitoren f�r AGT gef�hrt, die
zusammen mit Alkylierungsmitteln in der Krebstherapie
eingesetzt werden k'nnten. Die heute eingesetzten Inhibito-
ren sind haupts�chlich Guaninderivate, die an der O6-Posi-
tion substituiert sind. O6-Benzylguanin (19, Schema 4) hat
sich zum Goldstandard f�r AGT-Inhibitoren durchgesetzt,
mit dem neu entwickelte Molek�le verglichen werden.[47] Die
Effizienz von O6-BzG zur Potenzierung der Cytotoxizit�t von
CENUs ist im Tiermodell best�tigt worden, und klinische
Studien mit dieser Kombinationstherapie sind derzeit am
Laufen.[48] Ein limitierender Faktor dieses therapeutischen
Ansatzes ist die Toxizit�t in gesunden Organen, speziell im
R�ckenmark. Verschiedene Arbeitsgruppen versuchen dieses
Problem zu umgehen, indem sie AGT-Varianten herstellen,
die resistent gegen die inhibierende Wirkung von O6-BzG
sind und durch Gentransfer das Knochenmark sch�tzen
k'nnten.[49]

4. Basenexzisionsreparatur

4.1. 'berblick

Sch�den an DNA-Basen als Folge von Desaminierung,
Oxidation und Alkylierung werden haupts�chlich durch
Basenexzisionsreparatur entfernt.[7, 10,15,26,50] BER wird durch
DNA-Glycosylasen initiiert, die besch�digte Basen erkennen
und durch Hydrolyse der N-glycosidischen Bindung zwischen
der Base und dem Zucker-Phosphat-R�ckgrat aus der DNA
herausschneiden und so eine abasische Stelle als Produkt
hinterlassen (Schema 6). Neun humane DNA-Glycosylasen
sind geklont und charakterisiert worden, von denen jede eine
einzigartige Sustratspezifit�t aufweist (Tabelle 1). Drei Gly-
cosylasen haben zus�tzlich eine AP-Lyaseaktivit�t, weshalb
sie die Bindung zwischen Zucker und Phosphat an der 3’-
Position zur besch�digten Stelle spalten k'nnen (Schema 6,
7). Die AP-Endonuclease APE1 (auch als HAP-1 oder Ref-1
bezeichnet) ist das zweite Enzym im Pfad. APE1 hydrolysiert
die Phosphodiesterbindung unter Bildung eines Nicks an der
5’-Position zur abasischen Stelle. Im wichtigsten BER-Pfad,
dem „Short-Patch“-Reparaturpfad (in Schema 6 durch gr�ne
Pfeile dargestellt) inkorporiert Polymerase b (Polb) ein ein-

Schema 5. AGT hemmt die Wirkung von Antitumorwirkstoffen:
a) Chlorethylnitrosoharnstoffe reagieren mit Guaninresten der DNA
zum Addukt 22. Dieses lagert sich zu N1,O6-Ethanoguanin (23) um,
das seinerseits mit einem gegen'berliegenden Cytidinrest unter Bil-
dung eines DNA-Crosslink (24) reagieren kann. AGT kann mit 22 und
23 reagieren und die Bildung des Crosslink verhindern. b) N1,O6-Ethan-
oxanthin (27) ist ein stabiles Analogon von 23, das synthetisch in DNA
inkorporiert worden ist und mit AGT unter Bildung des Protein-DNA-
Crosslink 28 reagieren kann.
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ziges Nucleotid und entfernt die abasische Stelle aufgrund
ihrer AP-Lyaseaktivit�t. F�r den Fall der BER-Initiation
durch eine difunktionale DNA-Glycosylase/AP-Lyase, wird
die AP-Lyaseaktivit�t von Polymerase b nicht ben'tigt
(braune Pfeile in Schema 6). Die biologische Bedeutung der

Schema 6. Basenexzisionsreparatur: Der pr�dominante „Short-Patch“-Pfad
von BER ist mit gr'nen Pfeilen markiert. Die Enzyme, die die einzelnen
Schritte katalysieren, sind dargestellt und ihre Wechselwirkungspartner in
Klammern angegeben. DNA-Glycosylasen initiieren BER durch das Aus-
schneiden besch�digter Basen aus DNA unter Bildung abasischer Stellen.
APE1 hydrolysiert die Phosphatbindung an der 5’-Seite der abasischen Stel-
len. Polymeraseb (Polb) f'gt ein Nucleotid abfolgend zur abasischen Stelle
ein und entfernt danach die abasische Stelle aufgrund seiner AP-Lyase-Akti-
vit�t. DNA-Ligase III schließt den Nick und stellt so die urspr'ngliche DNA-
Sequenz wieder her. Falls BER durch difunktionale DNA-Glycosylasen/AP-
Lyasen initiiert wird, kann der Prozess auch auf dem mit braunen Pfeilen
markierten Pfad verlaufen. Nach der Entfernung der Base hydrolysiert die
AP-Lyase die 3’-Bindung zur abasischen Stelle. APE1, Polymeraseb und
DNA-Ligase III schließen danach die Reparatur ab, wobei die AP-Lyaseaktivi-
t�t von Polymeraseb nicht benEtigt wird. Im „Long-Patch“-Pfad (violett)
f'gen Pold/e und assoziierte Faktoren zwei bis sechs Nucleotide abfolgend
zur abasischen Stelle ein. Der resultierende Lberhang wird durch die Fen-1-
Endonuclease abgeschnitten und der Nick durch DNA-Ligase I geschlossen.

Tabelle 1: Menschliche DNA-Glycosylasen.

Enzym wichtigste Substrate AP-Lyase

UNG U, 5ohU in ss/dsDNA nein
SMUG1 U, 5ohU in ss/dsDNA nein
TDG U:G, T:G, eC nein
MBD4 U:G, T:G nein
OGG1 8-OxoG:C, fapy ja
MYH A:8-OxoG nein
NTH1 ox. Pyrimidine, fapy ja
NEI1 ox. Pyrimidine, fapy ja
AAG (MPG) 3-MeA, 7-MeG, eA, Hx nein

Schema 7. Reaktionsmechanismus und Inhibitoren von DNA-Glycosy-
lasen: a) Durch eine monofunktionale DNA-Glycosylase katalysierte
Reaktion: Ein Wassermolek'l in der aktiven Stelle wird durch eine kon-
servierte Carboxylseitenkette des Enzyms deprotoniert und so positio-
niert, dass es die besch�digte Base am anomeren Zentrum ersetzen
kann. Bei UDG konnte anhand eines kinetischen Isotopeneffekts
gezeigt werden, dass der Lbergangszustand dissoziativen Charakter
hat. Im Falle der anderen DNA-Glycosylasen ist bislang nicht klar, ob
die Reaktion 'ber einen dissoziativen oder assoziativen Mechanismus
verl�uft. Es ist wahrscheinlich, dass sich bei beiden Mechanismen im
Lbergangszustand eine substanzielle positive Ladung aufbaut.
b) Reaktionsmechanismus difunktionaler DNA-Glycosylasen/AP-
Lyasen: Abgesehen davon, dass ein Lysinrest des Enzyms als Nucleo-
phil wirkt, ist der erste Schritt der Reaktion identisch mit dem durch
monofunktionale DNA-Glycosylasen katalysierten Reaktionsschritt. Es
entsteht ein Schiff-Base-Addukt, 33, das in einer basenkatalysierten b-
Eliminierung reagiert, bei der die C3’-O-Bindung unter Stranginzision
gespalten wird. 33 kann mit Natriumborhydrid unter irreversibler Bil-
dung des Protein-DNA-Addukts 35 abgefangen werden. c) Synthetische
Inhibitoren von DNA-Glycosylasen: Analoga von abasischen Stellen
(36, 37) inhibieren DNA-Glycosylasen, weil die meisten dieser Enzyme
der Endproduktinhibierung unterliegen. In den Inhibitoren 38–40 ist
der Sauerstoff des Riboserings durch ein Stickstoffatom ersetzt
worden, was zu einem positiv geladenen Zuckerrest f'hrt, der den
Lbergangszustand nachahmen soll. Die Inhibitoren 41–43 enthalten
eine stabilisierte glycosidische Bindung; sie werden von DNA-Glycosy-
lasen zwar gebunden, aber nicht umgesetzt.
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AP-Lyaseaktivit�t der DNA-Glycosylasen ist bislang umstrit-
ten, und einige Studien kommen zu dem Schluss, dass die AP-
Lyaseaktivit�t bei der BER �berhaupt keine Rolle spielt.[51,52]

Der Nick in der DNA wird durch DNA-LigaseIII geschlos-
sen, die mit Polb �ber XRCC1 („X-ray Repair Cross
Complementing Group 1“) wechselwirkt.

Auch wenn die einzelnen Schritte der BER durch
individuelle Enzyme ausgef�hrt werden, so verl�uft der
Prozess insgesamt hoch koordiniert, um eine reibungslose
Reparatur der intermedi�ren abasischen Stellen und Strang-
br�che, die ihrerseits hochtoxische L�sionen sind, zu gew�hr-
leisten. DNA-Glycosylasen haben eine hohe Affinit�t zu
ihren Produkten, d.h. den abasischen Stellen, und bleiben
h'chstwahrscheinlich solange daran gebunden, bis sie durch
APE-1 umgesetzt werden. Bislang wurde keine direkte
Wechelwirkung zwischen DNA-Glycosylasen und APE-1
nachgewiesen, aber es konnte gezeigt werden, dass APE-1
die durch unterschiedliche DNA-Glycosylasen katalysierten
Reaktionen unterst�tzt. Vorschl�gen zufolge handelt es sich
in erster Linie um einen passiven Prozess, bei dem APE-1
schnell die von den DNA-Glycosylasen freigegebenen abasi-
schen Stellen umsetzt.[51, 53] Nach einer j�ngsten Studie erh'ht
Sumoylierung (eine Ubiquitin-�hnliche posttranslatorische
Modifikation) der DNA-Glycosylase TDG deren Turnover,
was auf einen m'glichen Mechanismus zur Regulierung der
Bindungsaktivit�t zu abasischen Stellen hinweist.[54] Ob
andere DNA-Glycosylasen ebenfalls in dieser Form reguliert
werden, bleibt noch zu untersuchen. Die nachfolgende Ver-
arbeitung abasischer Stellen wird durch spezifische Protein-
Protein-Wechselwirkungen koordiniert. APE-1 wechselwirkt
direkt mit Polb und XRCC1, und Polb seinerseits wechsel-
wirkt mit Ligase III �ber XRCC1.[55] W�hrend der Komplex
zwischen XRCC1 und LigaseIII konstitutiv ist, so scheint die
Wechselwirkung zwischen den anderen Proteinen nur tem-
por�r zu sein.

Ein zweiter Pfad f�r die Reparatur von abasischen Stellen
durch BER, der „Long-Patch“-Pfad, wurde beschrieben
(violett in Schema 6). Long-Patch-BER verl�uft unter Betei-
ligung von Polymerased/e und assoziierten Replikations-
faktoren, die zwei bis sechs Nucleotide nachfolgend zur
abasischen Stelle einf�gen, der Flap-Endonuclease FEN-1,
die das kurze �berh�ngende Oligonucleotid abtrennt, sowie
abschließend der DNA-LigaseI, die den Nick schließt.[56]

4.2. DNA-Glycosylasen
4.2.1. Substratspezifit�t von DNA-Glycosylasen

Vier der bekannten humanen Glycosylasen, UDG,
SMUG1, TDG und MBD4, zeigen Aktivit�t gegen die
durch Desaminierung von C entstandenen Basen (Uracil);
TDG und MBD4 sind zus�tzlich gegen desaminierte 5-MeC-
Reste (Thymin) aktiv (Tabelle 1). UDG ist als die effizien-
teste DNA-Glycosylase an der Beseitigung der meisten
Uracil-Basen aus DNA maßgeblich beteiligt. UDG wechsel-
wirkt mit Komponenten der Replikationsmaschinerie und
scheint das Genom unmittelbar nach der Replikation von
Uracilresten zu befreien.[57] SMUG1 andererseits scheint
w�hrend des gesamten Zellzyklus zu wirken und kommt

somit als konstitutives Reservesystem f�r UDG infrage.[58]

UDG und SMUG1 sind die einzigen DNA-Glycosylasen, die
sowohl an Einzelstrang- (ssDNA) wie auch an Doppelstrang-
DNA (dsDNA) wirken k'nnen, w�hrend alle �brigen
Enzyme ausschließlich mit dsDNA aktiv sind. TDG und
MBD4 haben eine hohe Affinit�t f�r Guanin-fehlgepaartes
Thymin und Uracil und k'nnten damit eine spezifische
Funktion bei der Erhaltung der genomischen Stabilit�t
bez�glich methylierter CpG-Sequenzen haben.[59] Die Methy-
lierung von Cytosinresten tritt ausschließlich in CpG-Sequen-
zen des S�ugergenoms auf und ist f�r das Gen-Silencing und
die Regulation der Transkription von großer Bedeutung.
Einige Studien deuten darauf hin, dass TDG neben seiner
Funktion bei der DNA-Reparatur auch einen Einfluss auf die
Transkriptionsregulation und auf die aktive Demethylierung
hat.[60] Ob TDG und MBD4 in erster Linie als DNA-
Reparaturenzyme wirken oder eine andere Hauptfunktion
haben, ist derzeit noch offen.

Zwei Enzyme wirken dem mutagenen Effekt von 8-
Oxoguanin, einer der h�ufigsten L�sionen in DNA, entgegen:
OGG1, das C-gepaartes 8-OxoG spezifisch entfernt und
dadurch eine Fehlpaarung mit A in nachfolgenden Replika-
tionszyklen verhindert (8-OxoG-Reste entstehen durch Oxi-
dation von G in dsDNA)[61] sowie MYH-Glycosylase, die
fehleingebaute, mit 8-OxoG-gepaarte Adenin-Basen entfernt
(solche A-8OxoG-Paare entstehen w�hrend der Replika-
tion).[62] Zusammen mit der 8-OxodGTP-Phosphatase MTH,
die 8-OxodGTP hydrolysiert und so aus dem Nucleotidpool
entfernt, bilden OGG1 und MYH-Glycosylase ein hoch-
koordiniertes Dreistufensystem, das die gesundheitssch�di-
gende Wirkung von 8-OxoG in DNA und im Nucleotidpool
hemmt.[63]

Oxidierte Pyrimidine wie Thyminglycole werden durch
die NTH1- und NEI1-Glycosylasen entfernt. Beide Enzyme
haben eine relativ breite Substratspezifit�t und k'nnen eine
Vielzahl von oxidierten Pyrimidinen sowie bestimmte oxi-
dierte Purine aus der DNA entfernen. Eine ungew'hnliche
Eigenschaft des NTH1-Enzyms ist seine Stimulierbarkeit
durch das XPG-Protein, das vorwiegend bei der NER eine
Rolle spielt (siehe Abschnitt 5.3).[64] NEI1-Glycosylase, die
am k�rzlichsten entdeckte humane DNA-Glycosylase, wurde
durch Datenbanksuchen im Zuge des Humangenomprojektes
identifiziert.[65] Interessanterweise existieren immenschlichen
Genom zwei weitere Homologe von NEI1, die bislang
allerdings nicht charakterisiert sind.

Die Hauptfunktion von AAG (auch als MPG oder ANPG
bezeichnet) ist zwar h'chstwahrscheinlich die Reparatur
alkylierter Purinreste in DNA, aber das Enzym hat eine
bemerkenswert breite Substratspezifit�t und ist unter ande-
rem aktiv gegen 3-Methyladenin, 7-Methylguanin, 1,N6-
Ethenoadenin und Hypoxanthin.[66] Interessanterweise
wurde belegt, dass AAG eine schwache Aktivit�t gegen
unmodifizierte Nucleobasen hat.[67] Im Einklang damit ist die
Beobachtung, dass eine =berexprimierung der Hefe-3-
Methyladenin-DNA-Glycosylase Mag (die �hnliche Eigen-
schaften wie AAG hat) zu einem starken Mutator-Ph�notyp
f�hrt, was bedeutet, dass eine genaue Regulation der BER
zur Verhinderung mutagener Effekte durch abasische Stellen
wichtig ist.[68]
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Auch wenn zurzeit unklar ist, ob noch weitere DNA-
Glycosylasen im menschlichen Genom existieren, so kann
anhand der etwas �berraschenden Entdeckungen von
SMUG1 und NEI1-3 auf eine solche M'glichkeit geschlossen
werden.[65,69] Es ist wichtig zu erw�hnen, dass SMUG1
mithilfe eines chemisch-biologischen Ansatzes isoliert
worden ist, n�mlich unter Verwendung eines Expressions-
Klonierungs-Screens zur Identifizierung von Enzymen, die an
generische synthetisch hergestellte DNA-Glycosylase-Inhibi-
toren binden.[69] Wegen der Redundanz von U-ausschneiden-
den Enzymen w�re die Entdeckung von SMUG1 durch
traditionelle biochemische und genetische Ans�tze wohl
schwierig gewesen. Es ist gut vorstellbar, dass chemisch-
biologische Ans�tze wie der hier beschriebene zur Entde-
ckung weiterer DNA-Glycosylasen f�hren.

4.2.2.Mechanismus und Inhibitoren von DNA-Glycosylasen

Es existieren zwei Arten von Mechanismen bei DNA-
Glycosylasen.[70] Monofunktionale DNA-Glycosylasen einer-
seits ben'tigen ein Wassermolek�l als Nucleophil, um die N-
glycosidische Bindung zu spalten und eine abasische Stelle zu
bilden (Schema 7a). Difunktionale Glycosylasen/AP-Lyasen
andererseits nutzen eine Aminogruppe des Enzyms als
Nucleophil zur intermedi�ren Erzeugung einer Schiff-Base,
die in einer basenkatalysierten b-Eliminierung unter Spaltung
der C3-O-Bindung zwischen der abasischen Stelle und dem
Zuckerphosphat reagiert (Schema 7b). OGG1, NTH1 und
NEI1 sind die einzigen Glycosylasen von S�ugern mit AP-
Lyaseaktivit�t. Diese AP-Lyaseaktivit�t war f�r die Isolie-
rung und Charakterisierung von OGG1 und NTH1 von
großer Bedeutung. Das Schiff-Base-Intermediat 33 der Reak-
tion kann unter Bildung eines stabilen kovalenten Protein-
DNA-Komplexes, 35, zum Amin reduziert werden (Sche-
ma 7b). Die Komplexbildung ist hoch spezifisch und verl�uft
problemlos mit dem entsprechenden Substratoligonucleotid
und einer DNA-Glycosylase in rohem Zellextrakt.[71,72]

Die durch DNA-Glycosylasen katalysierte Reaktion ist
formal mit der Katalyse durch Glycosidasen oder Nucleosid-
hydrolasen verwandt,[73] und erste mechanistische Modelle
st�tzten sich auf diese Analogie. Es wurde angenommen, dass
die durch DNA-Glycosylasen katalysierte Reaktion �ber
einen kombinierten SN1/SN2-Mechanismus verl�uft und zur
Anh�ufung von positiver Ladung in der Ribose f�hrt, die
haupts�chlich an C1’ und O1’ lokalisiert ist. Ob der =ber-
gangszustand der DNA-Glycosylase-katalysierten Reaktion
eher einen dissoziativen oder assoziativen Charakter hat,
wurde bislang nur f�r UDGn�her untersucht (siehe unten).[74]

Mit diesem Enzym scheint ein dissoziativer Mechanismus
vorzuliegen. Auch ohne detaillierte Informationen �ber den
Mechanismus sind Inhibitoren f�r DNA-Glycosylasen ent-
wickelt worden. Als Ansatzpunkte dienten dabei die positive
Ladung im =bergangszustand sowie der Befund, dass die
meisten DNA-Glycosylasen durch ihre Produkte – die
abasischen Stellen – inhibiert werden (Schema 7c).[9, 10]

Die einfachsten DNA-Glycosylase-Inhibitoren sind sta-
bile Derivate abasischer Stellen, z.B. 36 und 37.[71,75,76] Ein
zweiter Typ von Inhibitoren (z.B. 38–40) wurde als Mimikry
der positiven Ladung im =bergangszustand entwickelt.[69, 76,77]

Zu diesem Zweck wurde der Sauerstoff im Ribosering mit
einer positiv geladenen Ammoniumgruppe ersetzt. Ein
dritter Typ von Inhibitoren (41–43) enth�lt stabilisierte
glycosidische Bindungen, die durch Modifikation des Ribo-
seringes oder der Base zug�nglich sind und den Inhibitor
resistent gegen DNA-Glycosylasen machen.[78] Diese Inhibi-
toren sind bei Strukturstudien an DNA-gebundenen DNA-
Glycosylasen und der Isolierung neuer DNA-Glycosylasen
außerordentlich n�tzlich gewesen.

4.2.3. Struktur- und Mechanismusstudien zu DNA-Glycosylasen

In den letzten Jahren konnte eine Vielzahl von hochauf-
gel'sten Kristallstrukturen von DNA-Glycosylasen im Kom-
plex mit Substraten, Substratanaloga oder Produkten gel'st
werden. Hinsichtlich der Erkennung von Sch�den und
katalytischen Prozessen sind die DNA-Glycosylasen die am
besten untersuchten DNA-Reparaturenzyme. Eine Reihe
aktueller =bersichten befasst sich mit dem Thema,[10,79]

sodass sich die Diskussion struktureller und biochemischer
Studien an dieser Stelle auf die drei Enzyme UDG, OGG1
und AAG beschr�nken soll. Die Untersuchung dieser drei
Enzyme war besonders aufschlussreich bez�glich der mecha-
nistischen Grundlagen dieses Enzymtyps.

DNA-Glycosylasen haben viele gemeinsame Merkmale:
Alle Enzyme greifen auf einen Nucleotid-Flipping-Mecha-
nismus zur�ck, durch den das Zielnucleotid aus der DNA-
Doppelhelix in die aktive Stelle des Enzyms, an der die
Katalyse stattfindet, herausgeschwungen wird (Abbil-
dung 2a, Abbildung 3a). Enzyme, die eine Reaktion an
DNA katalysieren, erhalten durch Nucleotid-Flipping
Zugang zu Bindungen, die in der großen und kleinen
Furche der DNA verborgen sind und f�r enzymatische
Katalysen unerreichbare Reaktionstrajektorien aufweisen.

Abbildung 2. Cokristallstruktur von UDG im Komplex mit einem nicht-
hydrolysierbaren Substratanalogon: a) Gesamtstruktur von UDG im
Komplex mit einem Desoxypseudouridin-haltigen Oligonucleotid. Das
Zielnucleotid ist aus der DNA-Doppelhelix in die aktive Stelle des
Enzyms geschwungen (DNA orange, UDG blau (b-Faltbl�tter) und vio-
lett (a-Helices)). b) Aktive Stelle von UDG mit der Uracil-Bindungs-
tasche; die Strukturen des ungespaltenen Substrats (orange) und Pro-
duktkomplexes (violett) stammen aus zwei 'berlagerten Strukturen.
Dargestellt sind die f'r die Katalyse wichtigen Aminos�uren (D145,
H148, H268) und die Aminos�uren, die die Uracil-Bindungstasche auf-
bauen (Y147, F158, N204). Wiedergabe mit Genehmigung der Natio-
nal Academy of Sciences 2000.[86]
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Das Prinzip des Nucleotid-Flipping ist zum ersten Mal beim
Enzym DNA-Methyltransferase entdeckt worden;[80] in der
Folge wurde herausgefunden, dass es von allen DNA-
Glycosylasen angewendet wird. Das Herausschwingen des
Zielnucleotids wird durch eine Rotation der angrenzenden
Phosphodiesterbindungen erm'glicht und f�hrt zu einer
lokalen Verzerrung der DNA-Doppelhelix. Ein hydrophober
oder aromatischer Rest wird �blicherweise in die DNA-Helix
eingef�hrt und nimmt die Position der ausgelenkten Base ein.

F�r UDG wird ein „Pinch-push-pull“-Mechanismus vor-
geschlagen. Der erste Schritt ist dabei ein schnelles unspezi-
fisches Abtasten des DNA-R�ckgrates durch Komprimierung
zweier benachbarter Phosphodiesterbindungen („Pinching“).
Darauf folgt das Knicken des R�ckgrates und Einf�hren
einer Schleife mit dem hydrophoben Rest in die durch

Herausbeugen des Nucleotids in die große Furche entstan-
dene L�cke („Pushing“). Abschließend wird die Uracil-Base
in eine spezifische Bindungstasche eingef�hrt („Pulling“).[81]

An der Bindung der besch�digten Basen in die aktive Stelle
des Enzyms sind p-Stacking, hydrophobe Wechselwirkungen
und Wasserstoffbr�cken beteiligt. Interessanterweise haben
einige DNA-Glycosylasen (z.B. UDG) eine hochspezifische
Bindungstasche, andere wiederumweisen eine ausgesprochen
breite Substratspezifit�t auf.[10] Die Reaktionsgeschwindig-
keit mit bestimmten Glycosylasen wie OGG1 h�ngt dar�ber
hinaus stark von der Base ab, die der L�sion gegen�berliegt.

UDG ist nicht nur die spezifischste, sondern auch die
effizienteste aller bekannten DNA-Glycosylasen. Sie
beschleunigt die Umsetzung um einen Faktor von etwa 1012

und ist somit um f�nf Zehnerpotenzen effizienter als andere
DNA-Glycosylasen.[12] Strukturelle und biochemische Stu-
dien mit UDG aus unterschiedlichen Organismen (Mensch,
E. coli, Herpes-simplex-Virus) sind beschrieben, die hier in
Bezug auf das menschliche Enzym diskutiert werden sollen.
Nach fr�hen strukturellen Studien mit UDG im Komplex mit
ihrem Produkt, der Base U, existiert eine enge Bindungs-
tasche, die die Spezifit�t f�r U gegen�ber den �brigen Basen
gew�hrleistet.[82] Die Spezifit�t wird durch eine gegabelte
Wasserstoffbr�cke von Asn204 zu O4 und HN3 von U
sichergestellt. Dieses strukturelle Spezifikum schließt die
Bindung von Cytosin und Purinbasen aus, und die enge
Packung der aromatischen Gruppe von Tyr147 und C5 l�sst
keinen Platz f�r die Methylgruppe von T (Abbildung 2b). In
=bereinstimmung mit Strukturdaten kann der Tyr-147-Ala-
Mutant von UDG T herausschneiden, und dazu analog kann
der Asn-204-Asp-Mutant C entfernen.[83] Cokristallstruktu-
ren von UDG-Mutanten, die an Produktkomplexe gebunden
sind, und von Wildtyp-UDG, das an ein stabiles C-Nucleo-
sidanalogon von U gebunden ist, best�tigten diese Befunde
und belegten, dass Leu272 am Ersatz des besch�digten
Nucleosids in der Doppelhelix maßgeblich beteiligt ist.[84–86]

Mit dem Leu-272-Ala-Mutanten resultiert eine deutlich
reduzierte Katalysegeschwindigkeit, die jedoch wieder auf
das Niveau des Wildtyps angehoben werden kann, wenn eine
sterisch anspruchsvolle Pyrenbase gegen�ber von U positio-
niert wird, was zu einer extrahelicalen Pr�organisation der
Zielbase f�hrt.[87] Die Cokristallstrukturen belegen sowohl
eine Katalyse durch Asp145 (durch Aktivierung eines
Wassermolek�ls als Nucleophil zur Substitution der Base,
Abbildung 2b) als auch eine Wechselwirkung zwischen
His268 und O2 von U, die zur Aktivierung von U als
Abgangsgruppe f�hrt.[84,86]

UDG aus E. coli ist die einzige Glycosylase, die hin-
sichtlich mechanistischer Enzymologie eingehend untersucht
worden ist. Kinetische Isotopeneffekte deuten bei UDG auf
einen =bergangszustand mit dissoziativem Charakter hin,
was auf ein Oxocarbeniumion als Zwischenprodukt schließen
l�sst.[74] Es wird interessant sein zu sehen, ob andere DNA-
Glycosylasen ebenfalls einen =bergangszustand mit dissozia-
tivem Charakter einnehmen. NMR- und Raman-Daten
zufolge hat N1 von U im aktiven Zentrum von UDG einen
stark herabgesetzten pKS-Wert und kann somit in anionischer
Form gut mit dem Carbeniumion im =bergangszustand
wechselwirken.[88] Eine neutrale kurze Wasserstoffbr�cke

Abbildung 3. Strukturen von AAG im Komplex mit DNA: a) Lbersicht
'ber die Kristallstruktur von AAG im Komplex mit Pyrrolidininhibitor-
haltiger DNA. AAG bindet in die kleine Furche von DNA und schiebt
den Pyrrolidinrest (pink) ins aktive Zentrum des Enzyms. Tyr162
(orange) intercaliert in die Stelle, die durch das Herausbiegen des
Nucleotids frei wird. (DNA gelb, Protein blau (a-Helices und -Schlei-
fen) und orange (b-Faltbl�tter)). Wiedergabe mit Genehmigung von
Elsevier Science 2000.[91] b) Struktur der aktiven Stelle von AAG. Die
Superposition der aktiven Stelle von Wildtyp-Pyrrolidin-DNA (blau),
E125Q-eA-DNA (gelb) und Wildtyp-eA-DNA-Komplex (rot) verdeutlicht,
dass die unterschiedlichen DNA-Substrate in �hnlichen Orientierungen
gebunden werden. Das Wassermolek'l zwischen Glu/Gln125 und dem
anomeren Zentrum ist in allen drei Strukturen konserviert und dient in
der Reaktion hEchstwahrscheinlich als Nucleophil. Die Basenbindungs-
tasche ist von aromatischen Resten (Tyr127, His136) umgeben. Das
Amid im R'ckgrat von His136 bildet eine Wasserstoffbr'cke mit eA an
N6 und ermEglicht so die Spezifit�t f'r A. Wiedergabe mit Genehmi-
gung der National Academy of Sciences 2000.[92]
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zwischen His187 (His268 im menschlichen Enzym, Abbil-
dung 2b) und O2 von U scheint entscheidend f�r die Bildung
dieses Anions zu sein.[89] Der dissoziative Charakter des
=bergangszustandes ist k�rzlich durch Ab-initio-Rechnun-
gen untermauert worden.[90] Diese Studien haben außerdem
gezeigt, dass ein großer Teil der Stabilisierungsenergie des
=bergangszustandes nicht vom Enzym zur Verf�gung gestellt
wird, sondern von einer Substratautokatalyse stammt, die auf
der Wechselwirkung der negativ geladenen Phosphatgruppe
mit dem Carbeniumion beruht. Die umfangreichen struktu-
rellen, spektroskopischen und kinetischen Studien zu UDG
haben zusammen mit der Synthese von Substratanaloga
tiefgehende Einblicke in den Wirkungsmechanismus dieses
effizienten Enzyms erm'glicht.

Eine auffallende Eigenschaft der AAG-DNA-Glycosy-
lase ist ihre breite Spezifit�t, die Substrate wie 3-Methyl-
adenin, 7-Methylguanin, Hypoxanthin und 1,N6-Etheno-
adenin einschließt.[66] Es ist erstaunlich, dass so viele unter-
schiedliche L�sionen ohne augenscheinlich gemeinsames
Strukturmotiv durch AAG spezifisch erkannt werden. Struk-
turen von AAG im Komplex mit DNA illustrieren, wie das
Nucleotid-Flipping durch Einf�hrung eines Tyrosinrests in
die Position der ausgelenkten Base in der kleinen Furche
erreicht wird (Abbildung 3a).[91,92] Die Struktur einer
Mutante von AAG, die mit einem eA-Rest verkn�pft ist,
verdeutlicht, wie die besch�digte Base durch Basenstapelung
mit aromatischen Resten im Protein bindet und wie eine
spezifische Wasserstoffbr�cke zwischen dem Amid der
Hauptkette von His136 und der N6-Position die Bindung
eines unmodifizierten A-Rests diskriminiert (Abbil-
dung 3b).[92] Die Erkennung von Hypoxanthin und 3-Methyl-
adenin kann anhand dieser Struktur erkl�rt werden, nicht
aber die Spezifit�t f�r 7-Methylguanin. Daraus wird deutlich,
dass die vollst�ndige Aufkl�rung der Erkennung defekter
Basen Strukturanalysen von DNA-Glycosylasen an unter-
schiedlichen Substraten sowie Analysen mit Mutanten erfor-
dert. Einblicke in den Reaktionsmechanismus der katalyti-
schen Hydrolyse der glycosidischen Bindung wurden anhand
der Struktur eines „Active-Site“-Mutanten erhalten, der an
das eA-Substrat bindet, sowie eines Wildtyp-AAG, das an
einen Pyrrolidin-Inhibitor bindet (35 in Schema 7).[91,92] In
beiden Strukturen befindet sich ein Wassermolek�l zwischen
dem anomeren Kohlenstoffatom und dem f�r die Katalyse
essenziellen Glu-125-Rest. Dieses Wassermolek�l ist ideal
positioniert, um die zu substituierende besch�digte Base
durch einen Inline-Mechanismus zu ersetzen. Ob der =ber-
gangszustand dieser Reaktion assoziativen oder dissoziativen
Charakter hat, ist zurzeit noch offen.

Strukturen der DNA-gebundenen 8-Oxoguanin-DNA-
Glycosylase OGG1 lieferten einen ersten Einblick in die
Funktion einer difunktionalen S�uger-DNA-Glycosylase/AP-
Lyase. Die Analyse zeigt, wie das Enzym die gegen�ber-
liegende Base von 8-OxoG spezifisch erkennt. OGG1 f�gt
eine Schleife ein, die einen Asparaginrest zum Herausdr�-
cken der Substratbase aus der DNA-Helix in die Bindungs-
tasche des aktiven Zentrums tr�gt.[93] Die bevorzugte Bin-
dung von 8-OxoG gegen�ber G wird durch eine spezifische
Wasserstoffbr�cke zu NH7 sowie durch die Geometrie der
Bindungstasche erreicht (Abbildung 4a). Die 8-OxoG gegen-

�berliegende Cytosinbase wird durch Wasserstoffbr�cken
von Asn149, Arg154 und Arg204 gebunden (Abbildung 4b).
Diese Wechselwirkungen sind physiologisch relevant, weil
das Herausschneiden einer anderen Base als C mutagen sein
k'nnte (siehe Abschnitt 2.2.1). Interessanterweise wurde bei
einer Krebszelllinie eine Mutation in OGG1 gefunden, die
anstelle von Arg154 ein His tr�gt. Das daraus resultierende
Enzym hat eine weitaus breitere Substratspezifit�t bez�glich
der 8-OxoG gegen�berliegenden Base und k'nnte daher eher
zur Mutagenese als zur Reparatur beitragen.

Die Beispiele von UDG, AAG und OGG1 illustrieren,
wie weit fortgeschritten das Verst�ndnis der molekularen
Erkennung besch�digter Basen durch DNA-Glycosylasen ist.

Abbildung 4. Erkennung von 8OxoG und damit gepaartem C durch
OGG1 (hellblau: Proteinreste, rot: 8OxoG und C, gelb: 'brige DNA):
a) Kugel-Stab-Darstellung der aktiven Stelle des Enzyms; Cys253,
Gln315 und Phe319 umgeben die Bindungstasche, und eine Wasser-
stoffbr'cke von der Amidocarbonylgruppe von Gly42 zu H-N7 ist
essenziell f'r die spezifische Erkennung von 8OxoG vor G. b) Die
Erkennungstasche von abstrahiertem C: Die Watson-Crick-Seite von C
wechselwirkt 'ber spezifische Wasserstoffbr'cken mit Arg154, Asn149
und Arg204, wodurch die Pr�ferenz f'r C gegen'ber anderen Basen
entsteht. Wiedergabe mit Genehmigung von Cold Spring Laboratory
Press 2000.[95]
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Zahlreiche Punkte und Details bleiben jedoch noch offen.
Beispielsweise ist nicht verstanden, wie die besch�digten
Basen noch vor dem Herausbiegen aus der DNA in die aktive
Bindungstasche spezifisch erkannt werden. Wird jede Base
einzeln aus der DNA-Helix in einem fortlaufenden Prozess
herausgebogen oder werden spezifische Merkmale von
besch�digten Basenpaaren in dsDNA erkannt?[94,95] Fort-
schritte diesbez�glich erbrachten Studien zur Bindung von
besch�digten (8-OxoG) und unbesch�digten Stellen in DNA
mit OGG1 durch kraftmikroskopische Einzelmolek�l-Abbil-
dung.[96] Diesen Untersuchungen zufolge biegt OGG1 die
DNA an der besch�digten Stelle, was im Einklang mit der
R'ntgenkristallstruktur von DNA-gebundenem OGG1 ist.
An unbesch�digten Stellen bindet OGG1 entweder ohne
Biegung oder mit einem Neigungswinkel, wie sie bei der
Bindung von OGG1 an besch�digten Stellen festgestellt
wurden. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass
OGG1 in einem zweistufigen Prozess nach Sch�den sucht.
Demgem�ß wechselwirken die DNA-Glycosylasen zun�chst
schwach mit DNA; in einem zweiten Schritt werden unbe-
sch�digte Stellen durch einen strukturellen =bergang in die
aktive Bindungstasche gebracht, wo sie auf ihre strukturelle
Integrit�t abgetastet und nur dann ausgeschnitten werden,
wenn sie als Substrat erkennbar sind. Dieser Zweiphasenmo-
dus der Schadenssuche ist in Einklang mit kinetischen
Messungen des Nucleotid-Flipping von UDG.[97] Mit zuk�nf-
tigen Entwicklungen bei der Kraftmikroskopie in L'sung
oder der Einzelmolek�lfluoreszenzmessung k'nnten sich
neue M'glichkeiten f�r die Untersuchung dieses faszinieren-
den Mechanismus ergeben.

4.3. Biologische Bedeutung von BER-Defekten

Im Gegensatz zu NER- und MMR-Defekten konnten
mangelhafte BER-Enzyme beim Menschen bislang nicht
beobachtet werden.[214] Daraus kann gefolgert werden, dass
BER-Defekte entweder letal sind oder aber keinerlei schwer-
wiegende Konsequenzen haben, sodass ein Defekt in einem
entsprechenden Gen unbemerkt bleiben w�rde. Da BER
gegen DNA-L�sionen wirksam ist, die aus dem normalen
zellul�ren Metabolismus stammen, kann davon ausgegangen
werden, dass BER ein essenzieller Prozess ist. Das erste
Knock-out-Mausmodell mit defekten BER-Proteinen ent-
hielt Enzyme, die stromabw�rts zu den DNA-Glycosylasen
angesiedelt sind (APE-1, Polb und XRCC1). Alle M�use,
denen diese Gene fehlen, sterben bereits im embryonalen
Stadium, was auf ihre essenzielle Funktion f�r S�uger hin-
deutet.[98] Hingegen wurde �berraschenderweise erkannt,
dass M�use mit Defekten in den DNA-Glycosylasen AAG,
OGG1, UDG, NTH1 und MYH keine ph�notypischen
Abnormalit�ten und keine signifikant erh'hte spontane
Carcinogeneserate aufweisen.[99–101] Dieser Befund kann auf
dreierlei Weise interpretiert werden: 1) Ein Defekt in einer
einzelnen DNA-Glycosylase muss nicht zwangsl�ufig massive
Auswirkungen auf den Organismus haben, w�hrenddessen
die Anh�ufung von abasischen Stellen aus den acht bekann-
ten DNA-Glycosylasen schwerwiegende Konsequenzen mit
sich bringt. 2) Als kritische L�sionen, die bei M�usen mit

defizienten Enzymen stromabw�rts zu den DNA-Glycosyla-
sen auftreten, wirken m'glicherweise nicht die besch�digten
Basen, sondern die abasischen Stellen, die spontan durch
Depurinierung entstehen. 3) Vermutlich existieren Reserve-
Reparaturpfade f�r L�sionen, die im Normalfall durch DNA-
Glycosylasen repariert werden. Solche Reservefunktionen
k'nnten von anderen DNA-Glycosylasen, analog zu den vier
auf Uracil einwirkenden DNA-Glycosylasen, �bernommen
werden. Eine alternative M'glichkeit w�re die Reparatur des
Schadens durch einen anderen Pfad (z.B. Reparatur oxida-
tiver Sch�den durch NER, siehe Abschnitt 5). An dieser
Stelle soll erw�hnt werden, dass UNG(�/�)-M�use einen
h'heren Anteil an U in ihrem Genom aufweisen als der
Wildtyp, ohne dass dies augenscheinliche Folgen h�tte.[100]

Mausmodelle mit Defekten in mehreren DNA-Glycosylasen
oder DNA-Reparaturpfaden k'nnten zur Aufkl�rung dieser
Fragen hilfreich sein.

5. Nucleotidexzisionsreparatur

5.1. 'berblick

Durch Nucleotidexzisionsreparatur werden sterisch
anspruchsvolle Basenaddukte, die durch UV-Licht, Umwelt-
mutagene und Chemoterapeutika verursacht werden, aus der
DNA entfernt.[29] Obwohl die haupts�chliche Funktion von
NER in der Reparatur UV-gesch�digter DNA besteht,
zeichnet sich der Prozess durch eine bemerkenswert breite
Substratspezifit�t aus. NER wird demzufolge vom Organis-
mus genutzt, um sich vor den Folgen von Agentien mit
unerwarteten DNA-sch�digenden Wirkungen zu sch�tzen.
Die Effizienz, mit der ein Schaden repariert wird, kann �ber
mehrere Gr'ßenordnungen variieren, und es scheint, dass
eine Korrelation zwischen der Reparatureffizienz und dem
Ausmaß der helicalen St'rung durch eine L�sion besteht.[102]

Einfache Fehlpaarungen oder Blasen sind keine Substrate f�r
NER, was zeigt, dass eine Deformation des DNA-R�ckgrates
alleine nicht ausreicht, um als Substrat f�r NER infrage zu
kommen. Daher wurde ein zweistufiges Modell der Substrat-
erkennung vorgeschlagen, das die anf�ngliche Erkennung
einer helicalen Verzerrung und die darauf folgende Lokali-
sierung und Verifizierung der chemisch modifizierten Base
einschließt. Der Gesamtprozess f�hrt zur Entfernung des
gesch�digten Oligonucleotids.[103] Die Kernreaktion bei NER
wurde mit gereinigten Proteinen rekonstituiert, was beach-
tenswerte Fortschritte im Verst�ndnis der biochemischen
Basis dieses Reparaturpfades gebracht hat.[104] NER umfasst
die Erkennung des besch�digten Rests, die Bildung einer
Blase, Doppelinzision des besch�digten DNA-Stranges in 5’-
und 3’-Position zur L�sion, das Ausschneiden eines Oligonuc-
leotids aus 24 bis 32 Nucleotiden sowie die Reparatursynthese
und Ligation der resultierenden L�cke (Schema 8).

Etwa 30 Proteine sind an der NER beteiligt: XPC-
hHR23B, die neun Untereinheiten von TFIIH, XPA, das
einzelstrangbindende trimere Protein RPAund XPG (die alle
bei der Schadenserkennung und Blasenbildung eine Rolle
spielen), die beiden Endonucleasen XPG und ERCC1-XPF
(die in 3’- bzw. 5’-Position zur L�sion inzisieren), die Poly-
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merasen Pold und Pole, die gleitende Klammer PCNA, der
pentamere Klammerlader RFC und die DNA-Ligase I, die in
der Reparatursynthese und im Ligationsschritt eingreifen. Es
wurde nachgewiesen, dass noch weitere Faktoren beitragen,
die jedoch f�r die Kernreaktion in vitro nicht erforderlich
sind. Der im vorigen Absatz beschriebene Reparaturpfad
bezieht sich auf die Reparatur von nichttranskribierter DNA,
die den Großteil der genomischen DNA ausmacht. Dieser
Pfad wird auch als globale Genomreparatur (GGR) bezeich-
net. Bei aktiv transkribierten Genen werden Sch�den im
transkribierten Strang durch einen speziellen NER-Pfad
effizienter repariert (bezeichnet als transkriptionsgekoppelte
Reparatur (TCR)).[105] Die TCR wurde anhand der Beobach-
tung identifiziert, dass L�sionen, die RNA-Polymerasen blo-
ckieren k'nnen, in aktiv transkribierten Regionen des

Genoms schneller repariert werden.[106] TCR ist ein wichtiger
Mechanismus, der die effiziente Reparatur von L�sionen in
aktiven Regionen des Genoms gew�hrleistet. Mit Ausnahme
von XPC-hHR23B werden alle Gene, die an der NER
beteiligt sind, auch f�r die TCR ben'tigt. Dar�ber hinaus
greift die TCR auf zus�tzliche Gene zur�ck, z.B. auf CSAund
CSB, die in der globalen Genreparatur nicht erforderlich sind.
W�hrend die Doppelinzisions- und Reparaturschritte der
TCR vermutlich denen der GGR gleichen, erfolgt die initiale
Schadenserkennung bei TCR durch eine blockierte RNA-
Polymerase. Die genauen biochemischen Vorg�nge bei der
Schadenserkennung sind jedoch noch nicht bekannt.

5.2. Mechanismus der Schadenserkennung und Inzision bei
Nucleotidexzisionsreparatur

Der Mechanismus der Schadenserkennung durch GGR
wurde in den letzten zehn Jahren oft kontrovers diskutiert.[107]

Der Grund war, dass keiner der NER-Faktoren eine �ber-
zeugend hohe Spezifit�t f�r besch�digte DNA aufweist, um
eine L�sion eindeutig erkennen zu k'nnen. XPA, XPC,
TFIIH und RPA haben nur eine m�ßige Spezifit�t f�r
besch�digte DNA gegen�ber unbesch�digter DNA, die auf
den ersten Blick als unzureichend erscheint, um besch�digte
Reste in dem immensen Hintergrund unmodifizierter DNA
zu lokalisieren. Hochaufl'sende Strukturaufkl�rung vonXPA
und RPA sowie Strukturdaten niedriger Aufl'sung von
TFIIH haben bislang keine konkreten Informationen dar�ber
geliefert, wie diese Proteine eine Selektivit�t gegen besch�-
digte DNA ausdr�cken k'nnen.[108] Konkurrenzexperimente
zur Bestimmung der Reihenfolge, in der NER-Proteine mit
besch�digter DNA wechselwirken, und andere Experimente,
mit denen die Voraussetzungen f�r das Rffnen der DNA-
Helix durch NER untersucht wurden, deuten an, dass XPC-
hHR23B das erste Protein ist, das den Schaden erkennt.[109,110]

Andere Studien stellen diese Hypothese infrage und sprechen
vielmehr daf�r, dass XPA, zusammen mit RPA, als initialer
Erkennungsfaktor wirkt.[111,112] K�rzlich ausgef�hrte Experi-
mente zur Bestimmung der Reihenfolge der Gruppierung von
NER-Proteinen in lebenden Zellen haben jedoch die Hypo-
these von XPC als initialem Erkennungsfaktor bekr�ftigt. In
einer solchen Studie wurden in einer Zelle durch r�umlich
begrenzte UV-Bestrahlung lokale Sch�den an der DNA
erzeugt.[113] Nach UV-Bestrahlung und Fixierung der Zellen
ergaben Untersuchungen mithilfe monoklonaler Antik'rper
gegen UV-besch�digte DNAund NER-Proteine, dass diese in
den bestrahlten Kompartimenten der Zellen akkumuliert
waren. Bei einem analogen Experiment mit Zellen, die die
verschiedenen NER-Faktoren nicht exprimieren k'nnen,
wurde festgestellt, dass die Gegenwart von XPC f�r die
Akkumulierung aller anderen Proteine notwendig ist und die
Gegenwart von XPB (einer Untereinheit von TFIIH) f�r die
Akkumulierung aller Proteine außer XPC. Die Lokalisierung
von XPF-ERCC1 erfordert zus�tzlich die Gegenwart von
XPA, w�hrend XPG die Gegenwart von TFIIH, nicht aber
von XPA verlangt. Diese In-vivo-Studie ist in =bereinstim-
mung mit dem in Schema 8 dargestellten NER-Modell und
wird durch Ergebnisse biochemischer Untersuchungen unter-

Schema 8. Nucleotidexzisionsreparatur: a) Eine DNA-L�sion, die eine
helicale Verzerrung (roter Stern) verursacht, wird zun�chst von XPC/
hHR23B erkannt. b) XPC/hHR23B rekrutiert TFIIH zur L�sion, dessen
Helicaseuntereinheiten, XPB und XPD, maßgeblich an der partiellen
Sffnung der DNA an der L�sion beteiligt sind. c) TFIIH rekrutiert XPG
und XPA/RPA zur L�sion, die die weitere Sffnung der DNA bis zu
einer Blase von ca. 25 Basenpaaren bewirken. XPC ist zu diesem Zeit-
punkt wahrscheinlich nicht mehr Teil des Komplexes. d) XPA und RPA
'berpr'fen den Schaden und gew�hrleisten die richtige Positionierung
der beiden Endonucleasen XPG und ERCC1/XPF. XPG schneidet in 3’-
und ERCC1/XPF in 5’-Position zum Schaden, und ein Oligonucleotid
aus 25 bis 32 Nucleotiden wird freigegeben. e) Die Replikationsma-
schinerie f'llt die L'cke, und die DNA-Ligase I verschließt den Nick.
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mauert. XPC-hHR23B bindet die besch�digte DNA und
rekrutiert TFIIH zur besch�digten Stelle.[109, 110,114] Die Heli-
case-Untereinheiten von TFIIH, XPB und XPD vermitteln
eine partielle Entwindung der DNA in der Umgebung des
Schadens; weitere Entwindung sowie die Rekrutierung von
XPA, RPA und XPG ergeben eine vollst�ndig ge'ffnete
Struktur.[110] Es wurde nachgewiesen, dass TFIIH mit XPG
und XPAwechselwirkt und demnach mit großer Wahrschein-
lichkeit f�r die Rekrutierung der beiden Proteine zumOrt der
L�sion maßgeblich ist.[115] Interessanterweise scheint XPC-
hHR23B nicht mehr Bestandteil des NER-Pr�inzisionskom-
plexes zu sein, sobald XPG gebunden ist; es ist anzunehmen,
dass in dieser Phase XPA an die L�sion gebunden wird.[111,116]

XPA seinerseits wechselwirkt mit RPAund ERCC1-XPF und
vervollst�ndigt dadurch den NER-Komplex.[117] XPA und
RPA scheinen eine besondere Rolle in der Schadensverifizie-
rung und in der korrekten Positionierung der beiden Endo-
nucleasen XPG und XPF-ERCC1 vor der Inzision zu
spielen.[116,118] Die Inzision auf der 3’-Seite der L�sion wird
anschließend durch XPG sichergestellt. Die Inzision auf der
5’-Seite durch XPF-ERCC1 ben'tigt die strukturelle Pr�senz,
nicht aber die katalytische Aktivit�t von XPG.[119–121] XPG
ist Mitglied der FEN-1-Familie von strukturspezifischen
Nucleasen und weist Nucleaseaktivit�t gegen Substrate
mit ss/dsDNA-=berg�ngen mit einem 5’-ssDNA-=berhang
auf.[120,122] XPF-ERCC1 hat eine gegen�ber XPG inverse
Polarit�t und schneidet 3’-ssDNA-=berh�nge an ss/ds-=ber-
g�ngen.[119,123] Die XPF-Untereinheit des Heterodimers ent-
h�lt ein konserviertes Nucleasemotiv, das f�r die Katalyse der
Inzision ausschlaggebend ist.[124] Ob ERCC1 eine Funktion
hat, die �ber die Stabilisierung von XPF und die Gew�hrleis-
tung einer Verbindung zur NER-Maschinerie durch Wech-
selwirkung mit XPA hinausgeht, ist zurzeit unbekannt.

Einige weitere Faktoren wurden mit NER in Verbindung
gebracht, die allerdings nicht f�r die Kernreaktion in vitro
erforderlich sind. Der prominenteste ist DDB („Damaged-
DNA-binding Protein“), ein Heterodimer aus den Proteinen
p125 (DDB1) und p48 (DDB2; fehlt in XPE-Zellen). Die
Rolle von DDB war lange Zeit unklar, neuere Daten st�tzen
jedoch die Theorie, dass es f�r die Reparatur bestimmter
L�sionen erforderlich ist. Es wurde gezeigt, dass XPE in
lebenden Zellen mit UV-gesch�digten Stellen colokalisiert
und spezifisch die Entfernung von Cyclobutandimeren, nicht
aber von (6-4)-Photoprodukten stimulieren kann.[125] Diese
Beobachtung l�sst vermuten, dass die Reparatur bestimmter
L�sionen �ber die Kernfaktoren von NER hinaus zus�tzliche
Proteine erfordert. Daneben wurde dargelegt, dass stark
helixverformende L�sionen auch in Abwesenheit von XPC
repariert werden k'nnen.[126]

Neueste Forschungen im Bereich von NER widmen sich
der Entwicklung von Ans�tzen zur Beobachtung von NER-
Reaktionen in lebenden Zellen. Hierbei werden NER-Pro-
teine mit einem kovalent gebundenen gr�n fluoreszierenden
Protein (GFP) in Zellen exprimiert, die das entsprechende
Wildtyp-NER-Protein nicht exprimieren k'nnen. =berra-
schenderweise beeintr�chtigt das gebundene 30 kDa große
GFP die Wirkung des nativen Proteins zumeist nur unmerk-
lich. Die Mobilit�t des NER-GFP-gekoppelten Proteins kann
in Echtzeit in vivo durch hochentwickelte fluoreszenzmikro-

skopische Techniken wie FRAP („Fluorescence Redistribu-
tion After Photobleaching“) beobachtet werden. Die Studien
haben gezeigt, dass NER-Proteine zun�chst ungehindert
durch den Zellkern diffundieren, durch UV-Bestrahlung
jedoch vor�bergehend immobilisiert und nach Reparatur
des Schadens wieder freigegeben werden.[127] Es ist davon
auszugehen, dass weitergehende Entwicklungen solcher
Ans�tze, die die detaillierte Beobachtung von NER-Reak-
tionen in vivo erm'glichen, zu einer verbesserten Validierung
biochemischer In-vitro-Experimente f�hren.

5.3. Biologische Bedeutung der NER

Drei seltene autosomal rezessive Krankheiten h�ngen
unmittelbar mit jeweils einem NER-Defekt zusammen:
Xeroderma Pigmentosum (XP), das Cockayne-Syndrom
(CS) und die Trichothiodystrophie (TTD).[128–130] Die drei
Krankheiten weisen pleiotrope Ph�notypen auf und mani-
festieren sich in einer extremen Sensitivit�t gegen Sonnen-
licht. XP-Patienten haben einen partiellen oder totalen
Defekt in der GGR und, mit der Ausnahme von XPC- und
XPE-Patienten, auch in TCR, w�hrend CS- und TTD-
Patienten nur in der transkriptionsgekoppelten Reparatur
(TCR) defizient sind. XP-Patienten zeigen Symptome wie
eine mehr als tausendfach erh'hte Pr�disposition f�r Haut-
krebs und eine fortlaufende degenerative Ver�nderung von
Haut und Augen, die mit einem Defekt im Reparaturpfad f�r
UV-induzierte DNA-L�sionen korreliert werden k'nnen.
Diese Symptome, die auf die Sensitivit�t gegen UV-Licht
zur�ckgef�hrt werden k'nnen, sind in einigen F�llen von
neurologischen Abnormalit�ten begleitet, die allerdings nur
bei Patienten mit schwerwiegenden NER-Defekten auftreten
und einer Anh�ufung einer speziellen Form oxidativer
Sch�den in Neuronen zugeschrieben werden.

CS-Patienten hingegen zeigen neben der außerordentli-
chen Lichtsensitivit�t keine Symptome, die auf den ersten
Blick von einem Defekt in einem DNA-Reparaturpfad
stammen k'nnten. Beispielsweise haben CSB-Patienten
keine eindeutige Pr�disposition f�r Krebs, was bedeutet,
dass sie nicht im gleichen Umfang Sch�den akkumulieren, die
zu Mutationen f�hren k'nnen, wie dies bei XP-Patienten der
Fall ist. Viele andere Symptome von CS-Patienten lassen sich
schwerlich durch einen TCR-Defekt allein erkl�ren, zumal
GGR- und TCR-defiziente XP-Patienten solche Symptome
nicht aufweisen. Die Symptome umfassen schwerwiegende
neurologische Abnormalit�ten, Kleinw�chsigkeit, Schnabel-
nase, Zahnverfall und Katarakte. Die durchschnittliche
Lebenserwartung von CS-Patienten liegt bei 12.5 Jahren. Es
wurde vorgeschlagen, dass CSA und CSB eine allgemeine
Rolle bei der Transkription spielen und einige der Merkmale
von CS durch einen partiellen Defekt in der Transkription
hervorgerufen werden.[131] Zudem sind CSB-Zellen defizient
in der k�rzlich entdeckten transkriptionsgekoppelten Basen-
exzisionsreparatur (TC-BER) oxidativer Sch�den. Der Pro-
zess ist noch nicht vollst�ndig verstanden, aber in Analogie
zur transkriptionsgekoppelten NER d�rfte die BER-Maschi-
nerie in erster Linie an der Entfernung von oxidativen
L�sionen in transkribierten Genen beteiligt sein. Wie BER-
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Enzyme in transkribierten Genen an den Ort des Schadens
gef�hrt werden, ist nicht bekannt; beteiligt an dem Prozess
sind CSB, TFIIH und XPG, andere NER-Faktoren dagegen
nicht.[22, 132] Es ist außerdem unklar, in welchem Ausmaß TC-
BER zu den Symptomen von CS beitr�gt.

TTD-Patienten weisen viele der Symptome von CS-
Patienten auf, zeigen aber zus�tzlich Merkmale wie Schwe-
fel-defizientes, br�chiges Haar und Abschuppen der Haut.
Die Symptome von TTD wurden herabgesetzten TFIIH-
Konzentrationen zugeschrieben. NER (sowohl GGR als auch
TCR) scheint h'here Konzentrationen an TFIIH zu ben'ti-
gen als die Transkription, was gegen einen starken Einfluss
eines Transkriptionsdefektes bei TTD-Patienten spricht.
Niedrige Konzentrationen an TFIIH k'nnten hingegen ein
geschwindigkeitsbestimmender Faktor bei der Transkription
einiger Gene sein und so die eigent�mlichen Symptome von
TTD-Patienten erkl�ren.[130,133] Ein ungew'hnliches Symp-
tom wurde j�ngst bei einer Teilgruppe von TTD-Patienten
beobachtet: W�hrend Fiebersch�ben verloren diese Patien-
ten ihre Haare und ihre Gesamtverfassung verschlechterte
sich zusehends, nach Abklingen des Fiebers jedoch erholten
sie sich vollst�ndig. Einer Untersuchung zufolge enthielten
die Zellen eine XPD-Mutation, die den TFIIH temperatur-
sensitiv macht.[134] Dies ist ein seltenes Beispiel eines Allels,
das beim Menschen in einem temperatursensitiven Ph�notyp
resultiert; solche Allele werden ansonsten h�ufig in niederen
Organismen gefunden (oder absichtlich erzeugt).

Die Bedeutung von XP, CS und TTD (zusammen mit UV-
sensitiven Hamsterzellen mit NER-Defekten) bei der Auf-
kl�rung der NER kann nicht gen�gend betont werden. Zellen
mit Mutationen nahezu aller NER-Gene, die Kenntnis der
damit verbundenen Ph�notypen und die Erstellung von
Komplementationsgruppen und Assays, um das Funktionie-
ren von NER in lebenden Zellen zu testen, bilden die
Grundlage leistungsf�higer Methoden zum Studium von
NER und TCR.[128] Im Gegenzug ist es bemerkenswert, dass
die komplexen Ph�notypen von XP, CS und TTD jeweils
einem spezifischen Ereignis in einem biochemischen Pfad
oder spezifischen Mutationen in einem Gen zugeordnet
werden k'nnen.

Mausmodelle mit defekten NER-Genen wurden entwi-
ckelt, die in denmeisten F�llen den entsprechenden Ph�notyp
der menschlichen Patienten widerspiegeln.[101,129] In einigen
F�llen konnten damit sogar zus�tzliche Informationen �ber
die physiologische Funktion der NER erhalten werden. Zum
Beispiel wurde ein Defekt in ERCC1 bislang beim Menschen
nicht gefunden, und Patienten mit Mutationen in XPF weisen
meist einen sehr milden Ph�notyp auf. Bei ERCC1-M�usen
zeigte sich ein deutlich st�rker ausgepr�gter Ph�notyp als bei
M�usen mit einem klassischen XP-Ph�notyp;[135] sie starben
je nach genetischem Hintergrund im Uterus oder einige
Monate nach der Geburt. ERCC1(�/�)-M�use sind kleiner
als ihre Wildtyp-Geschwister, leiden an Leber- und Nieren-
abnormalit�ten und zeigen zellul�re Seneszenz, die zu vor-
zeitiger Alterung f�hrt.

Gem�ß vorheriger Studien in Hefe- und Hamsterzellen
sind ERCC1 und XPFan der homologen Rekombination und
der Reparatur von Interstrang-Crosslinks beteiligt. Defekte
in diesen zus�tzlichen Funktionen von ERCC1 abseits von

NER tragen somit zu den oben beschriebenen Ph�notypen
bei. Der milde Ph�notyp von menschlichen XPF-Patienten ist
m'glicherweise einer Restaktivit�t von spezifischen XPF-
Mutationen zuzuschreiben.

6. Fehlpaarungsreparatur

6.1. 'berblick

Die DNA-Replikation ist ein hochkomplexer und pr�zi-
ser Prozess mit einer Gesamtfehlerrate von nur 1 zu 1010.[136]

Replikative Polymerasen f�gen ungef�hr 1 fehlerhaftes
Nucleotid pro 105 Nucleotide ein, und die mit der Polymerase
assoziierte 3’!5’-Proofreading-Aktivit�t reduziert diese Feh-
lerrate weiter um den Faktor 100, indem fehlgepaarte
Nucleotide entfernt werden, bevor der DNA-Strang durch
die Polymerase verl�ngert wird. Der verbleibende Faktor von
103 wird durch Fehlpaarungsreparatur (MMR; „Mismatch
Repair“) bek�mpft, die Basen-Basen-Fehlpaarungen und von
Polymerasen eingef�gte Nucleotid-Deletionen und -Insertio-
nen eliminiert. Im Wesentlichen ist das MMR-System von
Bakterien bis hin zum Menschen konserviert, auch wenn es
wichtige Unterschiede zwischen den Organismen gibt. MMR
ist einzigartig unter den DNA-Reparaturpfaden, denn MMR-
Enzyme m�ssen eine der zwei chemisch unver�nderten, aber
fehlgepaarten Basen als Urheber der entstandenen Fehlpaa-
rung erkennen. Die unterschiedliche Art der Strangdiskrimi-
nierung ist einer der zentralen Unterschiede der MMR-
Systeme in Prokaryoten und Eukaryoten. In E. coli z.B.
beruht die Diskriminierung auf der Methylierung von spezi-
fischen Sequenzen in der genomischen DNA.[137, 138] Unmittel-
bar nach der Replikation sind nur die Elternstr�nge, nicht
aber die Tochterstr�nge methyliert, und der MMR-Prozess
l�uft vor der Methylierung der Tochterstr�nge unter Beteili-
gung von Methyltransferaseenzymen ab. Die MMR-Maschi-
nerie nutzt den halbmethylierten Status der DNA zur Dis-
kriminierung zwischen dem ursp�nglichen Templatstrang und
dem neu synthetisierten Strang. In dieser Situation ist der
nichtmethylierte Strang definitionsgem�ß derjenige, der die
fehlerhafte Information tr�gt; die Exzision findet immer in
diesem Strang statt. Bei Eukaryoten kann der Diskriminie-
rungsmechanismus nicht �ber Methylierung erfolgen, sodass
die Ursache der Strangunterscheidung durch das MMR-
System bislang nicht bekannt ist. G�ngigen Modellen zufolge
ist die MMR-Maschinerie eng mit dem Replikationsapparat
gekoppelt, was vermutlich zur Identifizierung des neu syn-
thetisierten Stranges mithilfe eines Replikationsged�chtnis-
ses genutzt wird.[139]

Ein Großteil unserer Informationen zum MMR-System
wurde erstmalig durch Studien an Bakterien erhalten, und
Ihnlichkeiten oder Unterschiede zu h'heren Systemen
wurden nachfolgend aufgekl�rt. Die grundlegenden Merk-
male vonMMRwurden in vitro mit gereinigten Proteinen aus
E. coli untermauert.[137, 138,140] Der Initiator im MMR-System
ist das MutS-Homodimer, das an Fehlpaarungen sowie Inser-
tions-Deletions-Blasen bindet. Die Affinit�t von MutS f�r
eine bestimmte Fehlpaarung oder Blase ist ungef�hr pro-
portional zur Gesamtreparaturrate.[141] Nach der Bindung l'st
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MutS die ATP-abh�ngige Gruppierung des „Repairosoms“
aus. W�hrend der Gruppierung wird es von der Fehlpaa-
rungsstelle entfernt, und das MutL-Homodimer wird rekru-
tiert. Es wird angenommen, dass MutL als Bindeglied
zwischen MutL und MutH dient und beim Auffinden einer
halbmethylierten GATC-Stelle den neu synthetisierten
Strang auf der 5’-Seite der nichtmethylierten GATC-Sequenz
einschneidet. Dieser Schnitt dient als Eingangspunkt f�r die
HelicaseII (UvrD) und eine der Endonucleasen (ExoVII,
RecJ oder ExoI), die den eingeschnittenen Strang �ber die
Fehlpaarungsstelle hinaus abbaut.[142] Die so entstandene
ssDNA wird vom einzelstrangbindenden Protein (SSB)
gesch�tzt. Die L�cke wird durch die DNA-PolymeraseIII
gef�llt, w�hrenddem die DNA-Ligase den Nick repariert.

In =bereinstimmung mit den verschiedenartigen Mecha-
nismen der Strangdiskriminierung wurden bislang keine
MutH-Homologe in Eukaryoten gefunden. Dagegen sind
jeweils drei Homologe von MutS (MSH2, MSH3 und MSH6)
und MutL (MLH1, MLH3 und PMS2) an der eukaryotischen
MMR beteiligt (PMS= „Post Meitotic Segregation“; so be-
nannt nach dem Ph�notypen eines Hefestamms).[143] Das
homodimere MutS initiiert die bakterielle MMR und eines
der beiden Heterodimere, MutSa (bestehend aus MSH2 und
MSH6) oder MutSb (bestehend aus MSH3 und MSH6), die
eukaryotische MMR (Schema 9).[139,144] MutSa bindet an
einzelne Fehlpaarungen und an kleine Insertions-Deletions-
Blasen, w�hrend MutSb ausschließlich an Insertions-Deleti-
ons-Blasen unterschiedlicher Gr'ße bindet.[145] Ihnlich wie
im bakteriellen System l'st MutS die Gruppierung der MMR-
Maschinerie aus. Die ATPase-Aktivit�t von MutS ist in
diesem Prozess entscheidend, wobei ihre genaue Rolle kon-
trovers diskutiert wird.[146] Eine Konformations�nderung von
MutSa �berf�hrt das Heterodimer in eine gleitende Klam-
mer, die sich entlang der DNA von der Fehlpaarungsstelle
weg bewegt. Zur Gruppierung des MMR-Repairosoms
werden ben'tigt: MLH1/PMS2 (MutLa) bei MMR-Initiie-
rung durch MutSa und MLH1/PMS2 (MutLa) oder MLH1/
MLH3 (MutLb) bei Initiierung durch MutSb. Es wird
angenommen, dass in Analogie zur bakteriellen MMR eine
a- oder W-Schleife gebildet wird (Schema 9), bei der MutS-
und MutL-Proteine an der Basis der Schleife und die
Fehlpaarung in der Schleife angeordnet sind.[147] Die nach-
folgenden Schritte umfassen den Abbau des fehlerhaften
Strangabschnitts durch Exonucleasen und – vielleicht –
Helicasen. ExoI spielt erwiesenermaßen eine Rolle im
MMR-Prozess, weitere Nucleasen oder Helicasen konnten
bislang jedoch nicht identifiziert werden.[148] Die Reparatur-
synthese wird von der Replikationsmaschinerie ausgef�hrt.
Die direkte Kopplung der Replikationsmaschinerie mit dem
MMR-System wird durch PCNA, den Prozessivit�tsfaktor in
der Replikation, sichergestellt. Es wurde zudem gezeigt, dass
PCNA mit den eukaryotischen MutS- und MutL-Homologen
wechselwirkt.[149]

6.2. Erkennung von Sch�den bei der Fehlpaarungsreparatur

Zwei k�rzlich ver'ffentlichte Kristallstrukturanalysen der
bakteriellen MutS-Homodimere, die an eine Fehlpaarung

bzw. an eine ungepaarte Base binden, erm'glichten einen
Einblick in den Mechanismus der Schadenserkennung in der
MMR.[150, 151] Die Gesamtstruktur des Komplexes wurde mit
einem Paar betender H�nde verglichen, wobei Daumen und
Finger die DNA festhalten (Abbildung 5a). Eines der bemer-
kenswertesten Merkmale dieser Struktur ist, dass die beiden
identischen Polypeptide des MutS-Dimers in asymmetrischer
Weise an die Fehlpaarung binden. Demnach wechselwirkt das
nominale Homodimer mit der besch�digten Stelle in Form
eines funktionalen Heterodimers, bei dem beide Unterein-
heiten an die DNA binden, aber nur eine mit der Fehlpaarung
wechselwirkt. Sehr �hnlich ist interessanterweise der Bin-
dungsmodus von MutS an DNA mit einer fehlgepaarten oder
herausgebogenen Base. Die gebundene DNA hat �berwie-
gend eine B-Form-Struktur mit einem starken lokalen Knick
von etwa 608 zur großen Furche an der Stelle des fehl-
gepaarten oder herausgebogenen Nucleotids (Abbildung 5b).
In der Fehlpaarungsstelle ist die Thyminbase zur kleinen
Furche hin versetzt und paart mit gegen�berliegendem G
unter Bildung eines Wasserstoffbr�ckenmusters, das sich von
dem einer G-T-Fehlpaarung in L'sung unterscheidet (Abbil-

Schema 9. Fehlpaarungsreparaturmechanismus beim Menschen: Der
eingeschnittene Strang enth�lt die fehlerbehaftete Base. Eine Basen-
Basen-Fehlpaarung, die aus einer fehlerhaften Replikation resultiert,
wird vom MSH6-MSH2-Heterodimer (MutSa) erkannt. ATP ermEglicht
das bidirektionale Einf�deln der DNA durch MutSa und das Zusam-
menkommen von MLH1/PMS2 (MutLa) mit PCNA unter Bildung
einer Schleifenstruktur, bei der die MMR-Proteine an der Basis und die
Fehlpaarung in der Schleife angeordnet sind. Danach werden eine oder
mehrere Exonucleasen und Helicasen aktiviert, um den fehlerbehafte-
ten Strang abzubauen. PCNA rekrutiert die Replikationsmaschinerie,
die die L'cke auff'llt, und DNA-Ligase I, die den Nick schließt.

Mechanismen der DNA-Reparatur
Angewandte

Chemie

3067Angew. Chem. 2003, 115, 3052 – 3082 www.angewandte.de 
 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://www.angewandte.de


dung 5c). Die Base T wechselwirkt mit dem hochkonser-
vierten Phe-X-Glu-Motiv, wobei Phe mit der fehlgepaarten
oder herausgebogenen Base �ber p-Stapelung wechselwirkt.
Crosslink-Experimente mit 5-Ioduracil und Mutationsanaly-
sen best�tigen die unmittelbare Rolle dieses Restes als
Basenbindungsfaktor. Interessanterweise unterbinden Muta-
tionen des entsprechenden Phe-Restes in MSH6 – nicht aber
solche in MSH2 – die MMR-Aktivit�t. Dies belegt, dass
MSH6 die Untereinheit von MutSa ist, die mit der Fehl-
paarung wechselwirkt.[152] Der Glutamatrest des Phe-X-Glu-
Motivs bildet eine Wasserstoffbr�cke zur N3-H-Position des
fehlgepaarten oder ungepaarten Thymins. Mutationen im
Glu-Rest beeintr�chtigen die Bindungsaktivit�t von MutS an
Fehlpaarungsstellen nicht signifikant, ergeben aber einen
MMR-defizienten Ph�notyp in vivo. Substitution von T mit
dem isosterischen Difluortoluol, das keine Wasserstoff-
br�cken bilden kann, beeinflusst die Bindungsaktivit�t eben-
falls nur marginal.[153] Die Wasserstoffbr�cke zwischen Glu
und T k'nnte demzufolge maßgeblich an der Fehlpaarungs-
diskriminierung in einem Folgeschritt der Schadenserken-
nung beteiligt sein. Der beobachtete Fehlpaarungsmodus
l�sst vermuten, dass MutS das Genom auf geschw�chte
Watson-Crick-Wasserstoffbr�cken und Stapelungswechsel-
wirkungen hin durchsucht, um fehlgepaarte oder heraus-
gebogene Basen zu erkennen.

W�hrend der Mechanismus der Schadenserkennung
durch MutS-Proteine weitgehend entschl�sselt wurde, bleibt
eine andere zentrale Frage, die nach der Rolle der ATPase-
Aktivit�t von MutS, bislang unbeantwortet. Studien zufolge
ist eine zusammengesetzte ATP-Bindungsstelle, die am
gegen�berliegenden Ende der DNA-Bindungsdom�ne iden-
tifiziert wurde, in beiden Strukturen mit ADP besetzt.
M'glicherweise k'nnen Strukturanalysen von MutS, das an

ein nichthydrolysierbares ATP-Analogon bindet, die Unter-
schiede zwischen den ADP- und ATP-gebundenen Zust�n-
den von MutS aufkl�ren.

6.3. Biologische Bedeutung von Defekten im MMR-System

Sch�den im MMR-Prozess sind mit erblichem nichtpoly-
p'sem Darmkrebs (HNPCC), einer famili�ren Form von
fr�hzeitigem Darmkrebs, verbunden.[154] Die Entdeckung,
dass Sch�den im MMR-System direkt mit einer erh'hten
Krebsrate zusammenh�ngen, war ein wichtiger Durchbruch,
der in den letzten Jahren die verst�rkte Erforschung von
DNA-Reparaturpfaden und verwandten Prozesse ausgel'st
hat.[155] Warum Defekte im MMR-System in erster Linie zu
Krebs in Darm, Endometrium und Eierst'cken f�hren, nicht
aber in anderen Geweben, ist unbekannt. In Einklang mit
unseren Erkenntnissen zum MMR-Mechanismus wird
HNPCC vorwiegend durch Mutationen in den zwei nicht-
redundanten Genen MLH1 (60% der F�lle) und MSH2
(35% der F�lle) ausgel'st. Auch Zellen mit einer Mutation in
MSH6 zeigen wegen ihrer Unf�higkeit zur Reparatur einer
einzelnen Fehlpaarung einen Mutator-Ph�notyp.[156] Im Men-
schen ist dieser Defekt offenbar nicht gravierend genug, um
die „klassischen“ HNPCC-Folgen herbeizuf�hren. Es wurde
aber beschrieben, dass Mutationen von MSH6 in der Keim-
bahn zu einer Altersform von HNPCC f�hren.[154]

Eine detaillierte Analyse der Effekte individueller Gene
auf die Karzinogenese gelang mithilfe von Mausmodellen
gesch�digter MMR-Gene. Anschauliches Beispiel ist eine
vergleichende Studie der Tumorbildung in MSH2-, MSH3-
und MSH6-defizienten M�usen: MSH3(�/�)-M�use sind
tumorfrei, MSH6(�/�)-M�use weisen eine gewisse Tumorin-

Abbildung 5. Kristallstruktur des MutS-DNA-Komplexes: a) Lberblick 'ber die Struktur des MutS-Homodimers, das an ein Oligonucleotid mit
einer G-T-Fehlpaarung gebunden ist (rot: DNA und ADP). Nur eine der Untereinheiten von MutS (gr'n) wechselwirkt mit der Fehlpaarung; die
zweite (blau) bindet an die DNA, nicht aber mit der Fehlpaarung. Die beiden identischen Untereinheiten von MutS wechselwirken also mit der
Fehlpaarung in Form eines funktionalen Heterodimers. b) Seitenansicht von (a), um 808 rotiert; die DNA ist an der Fehlpaarungsstelle etwa um
608 geknickt. c) Wechselwirkungsstelle von MutS mit fehlgepaartem T. Die Struktur der G-T-Fehlpaarung unterscheidet sich von der eines G-T-
Wobblepaars in freier DNA, das Wasserstoffbr'cken zwischen Guanin-O6 und Thymin-N3 sowie zwischen Guanin-N1 und Thymin-O2 aufweist.
Phe36 stapelt mit Thymin und ist f'r die Bindung von MutS und f'r MMR essenziell. Die Wasserstoffbr'cke von Glu38 zu Thymin ist essenziell
f'r MMR, aber nicht f'r die Bindung von MutS an eine G-T-Fehlpaarung. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Magazines
Ltd. 2000.[150]
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dikation auf, w�hrend MSH2(�/�)-M�use eine signifikante
Tumorpr�disposition zeigen.[157] Doppelmutante MSH6(�/�)-
MSH3(�/�)-M�use entwickeln hingegen Tumore mit einer
�hnlichen H�ufigkeit wie die MSH2(�/�)-defizienten Tiere,
was darauf schließen l�sst, dass die Inaktivierung beider Gene
(MSH3 und MSH6) vergleichbare Folgen hat wie die Inak-
tivierung von MSH2. Das Beispiel demonstriert das erfolg-
reiche Zusammenspiel biochemischer und genetischerAns�tze
bei der Untersuchung von DNA-Reparaturwegen. Dank
j�ngster Erfolge in der Genetik und Biochemie des MMR-
Prozesses k'nnen nunGenotyp-Ph�notyp-Vorhersagen bez�g-
lich der Manifestierung von HNPCC bei einer gegebenen
Mutante eines MMR-Gens getroffen werden. Dieser Fort-
schritt er'ffnet M'glichkeiten zur =berwachung von HNPCC-
Familien und erm'glicht ein fr�hzeitiges medizinisches Ein-
greifen bei Personen mit Pr�disposition f�r Darmkrebs.

Ein zweiter f�r die Krebstherapie wichtiger Aspekt der
MMR h�ngt mit der Funktion von MMR-Proteinen zusam-
men, die das Vorliegen von DNA-Sch�den an die apoptoti-
sche Maschinerie signalisieren. Die Details des Signalisie-
rungsprozesses sind bislang nicht gekl�rt, es wurde aber
gezeigt, dass MMR-defiziente Zellen resistent gegen zahlrei-
che antitumortherapeutische Wirkstoffe sind, was h'chst-
wahrscheinlich auf die fehlende Induktion der Apoptose
durch die MMR-vermittelte Schadensabarbeitung zur�ckzu-
f�hren ist. Anhand des MMR-Status einer Tumorzelle
k'nnten demnach die Erfolgsaussichten einer Chemothera-
pie zur Behandlung einer bestimmten Tumorklasse voraus-
gesagt werden.[158]

7. Reparatur von Doppelstrangbr#chen

Doppelstrangbr�che (DSBs) gehen auf eine Vielzahl von
endogenen und exogenen Ursachen zur�ck. DSBs sind
sowohl notwendige als auch versehentlich erzeugte Zwi-
schenprodukte in einer ganzen Reihe von zellul�ren Trans-
aktionen (siehe Abschnitt 2.2). Sie treten zwar seltener auf als
andere Arten endogener Sch�digungen, k'nnen aber sehr
gravierende Konsequenzen haben. In Einklang mit der
Schwere der Sch�den haben sich zwei unabh�ngige Pfade
zur DSB-Reparatur entwickelt.[34,36] Einer dieser beiden
Reparaturpfade, die homologe Rekombination (HR), ist ein
intrinsisch exakter Reparaturpfad, der extensive Regionen
der DNA als codierende Information nutzt. Die homologe
DNAwird �blicherweise durch das Schwesterchromatid (eine
identische Kopie des Chromatids, das w�hrend der Replika-
tion vor der Zellteilung entsteht) zur Verf�gung gestellt, kann
aber auch vom homologen Chromatid (zweite, nicht identi-
sche Kopie eines Chromatids in der Zelle) stammen. Der
zweite Pfad umfasst die vergleichsweise einfache, koordi-
nierte Verkn�pfung gebrochener DNA-Enden (NHEJ; non-
homologous end joining). NHEJ erfordert keine oder extrem
kurze homologe Regionen als Templat f�r die Reparatur. Der
Prozess ist nicht notwendigerweise exakt, und h�ufig werden
Deletionen �ber eine L�nge von einigen Nucleotiden am
DSB-Ort eingef�hrt. In Anbetracht strahlungssensitiver
Mutanten h'herer und niederer Eukaryoten wurde zun�chst
angenommen, dass NHEJ der vorherrschende oder einzige

Pfad der DSB-Reparatur in h'heren Eukaryoten einschließ-
lich dem Menschen ist und HR vornehmlich in niederen
Eukryoten wie S. cerevisiae auftritt. Diese Ansicht wurde in
den vergangenen Jahren dahingehend revidiert, dass offenbar
beide Pfade f�r alle Eukaryoten bedeutsam sind. Generell ist
HR bei schnellteilenden Zellen wichtig und hat eine zentrale
Funktion in der S- und G2-Phase des Zellzyklus, in der ein
Schwesterchromatid als Templat f�r HR zur Verf�gung steht.
NHEJ scheint dagegen in ruhenden oder terminal differen-
zierten Zellen und in der G1-Phase des Zellzyklus wichtig zu
sein, wenn kein Schwesterchromatid zur Verf�gung steht. Die
beiden DSB-Reparaturpfade erf�llen dar�ber hinaus spe-
zielle Aufgaben. So ist HR an der Meiose und der Reparatur
von Interstrang-Crosslinks maßgeblich beteiligt, w�hrend
NHEJ f�r das Zusammenf�gen von DNA-Fragmenten bei
der Diversit�tserzeugung im Immunsystem w�hrend der
V(D)J-Rekombination und f�r die Telomerinstandhaltung
unerl�sslich ist.

7.1. Reparatur von Doppelstrangbr#chen durch homologe
Rekombination

Die homologe Rekombination nutzt zur Reparatur von
DSBs ein intaktes homologes DNA-Molek�l als Templat.
Der erste Schritt bei der Reparatur eines DSB ist die
Prozessierung der DNA-Enden am Ort des Strangbruchs
unter Bildung jeweils einzelstr�ngiger =berh�nge am 3’-Ende
(Schema 10).[35, 159,160] Die einzelstr�ngigen Enden werden
dann im zentralen Schritt der HR zur Suche eines homologen
Templats und zur Bildung eines Joint-Molek�ls verwendet.
Das Joint-Molek�l dient als Templat f�r die Reparatursyn-
these. Das Schließen des Nicks nach erfolgter Synthese f�hrt
zur Bildung einer verzweigten DNA-Struktur (der Holliday-
Verbindung), in der die beiden Elternduplexe miteinander
verkn�pft sind. Die Holliday-Verbindungen k'nnen sich
entlang der verkn�pften DNA bewegen (ein als Branch-
Migration bezeichneter Prozess) und l'sen sich an einer
passenden Stelle der DNA unter Regenerierung zweier
intakter Kopien der dsDNA wieder auf. Die Biochemie der
homologen Rekombination ist in Bakterien recht detailliert
untersucht worden.[159, 161] Ein Großteil unserer Informationen
zum HR-Prozess in Eukaryoten geht auf die Identifizierung
von Genen dieses Prozesses mithilfe der Hefegenetik
zur�ck.[35,162] So wurde die Existenz von Genen der RAD52-
Gruppe aufgedeckt, die eine zentrale Rolle im HR-Prozess
einnehmen. Einige dieser Gene, n�mlich RAD50, MRE11
und XRS2, wurden mit dem Startprozess der HR zur Bildung
einzelstr�ngiger 3’-Enden in Zusammenhang gebracht, w�h-
rend andere (RAD51, RAD52, RAD54, RAD55, RAD57
und RAD59) bei der homologen Paarung und im Stranginva-
sionsschritt eine Rolle spielen (Schema 10). HR wird in
h'heren Eukaryoten durch homologe Gene aus der RAD52-
Gruppe von Hefe vermittelt, wobei zus�tzliche Gene vor-
handen sind. Die Rekonstitution der homologen Rekombina-
tion von Eukaryoten gelang bisher nicht, aber die biochemi-
sche Funktion einiger beteiligter Proteine wird zunehmend
besser verstanden und soll daher im Folgenden diskutiert
werden.
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7.1.1. Bindung und Prozessierung der Enden

Biochemische und elektronenmikroskopische Studien
haben gezeigt, dass Rad52 vorzugsweise an Enden von
DSBs, im Speziellen an Enden mit Einzelstrang-DNA-=ber-
h�ngen bindet.[163] Auch wenn genetische Beweise f�r diese
Rolle von Rad52 bislang nicht zur Verf�gung stehen, lassen
diese Eigenschaften vermuten, dass Rad52 als initialer DSB-

Bindungsfaktor fungiert und so dar�ber mitentscheidet, ob
ein DSB entweder dem HR-Pfad oder dem NHEJ-Pfad
zugef�hrt wird.

DSBs werden nachfolgend mithilfe einer 5’-zu-3’-Exonuc-
lease zur Bildung von 3’-Einzelstrang-DNA zurechtgeschnit-
ten. Beteiligt an diesem Schritt ist ein trimerer Komplex
bestehend aus Rad50, Mre11 und Nbs1 (RMN-Komplex) im
Menschen und aus Rad50, Mre11 und Xrs2 (RMX-Komplex)
in Hefezellen. Laut biochemischen Analysen der RMN- und
RMX-Komplexe weist Mre11 Nucleaseaktivit�t auf, aller-
dings mit der falschen Polarit�t (3’!5’).[164] Dass die Nuclea-
seaktivit�t von Mre11 nicht essenziell f�r HR ist, wird durch
genetische Analysen gest�tzt, demzufolge nucleasedefiziente
Mutanten von Mre11 keinen auff�lligen Defekt in der
Rekombination aufweisen.[165] Es kann daher angenommen
werden, dass der RMN-Komplex mit anderen Faktoren
zusammenarbeitet, die die erforderliche 5’-zu-3’-Exonuclea-
seaktivit�t aufweisen.[166] Rad50/Mre11/Nbs1 ist der einzige
bekannte Faktor, der sowohl f�r HR wie auch NHEJ (siehe
Abschnitt 7.2) wichtig ist und außerdem eine zus�tzliche
Funktion bei der DNA-Schadenssignalisierung hat.

7.1.2. Homologe Paarung und Strangaustausch

Der zentrale Schritt in der HR ist die homologe Paarung
und die Strangaustauschreaktion, die die gebrochenen DNA-
Enden mit dem f�r die Reparatursynthese verwendeten
Donor-Templat zusammenbringt (Schema 11). Das zentrale
Protein in diesem Schritt ist in Eukaryoten das Rad51-
Protein, das in vielen Eigenschaften seinem besser erforsch-
ten bakteriellen Homologen, dem RecA-Protein, �hnelt.
Rad51 und RecA polymerisieren auf ssDNA zu Nucleopro-
teinfilamenten (rechtsh�ndigen superhelicalen Strukturen,
die im Elektronenmikroskop sichtbar sind) mit einer Pro-
teinmonomer/Nucleotid-St'chiometrie von 1:3. Die Nucleo-
proteinfilamente sind die aktiven Spezies f�r die Suche nach
Homologien im Donor-Templatmolek�l und in der
Austauschreaktion.[167] RecA ist in der Katalyse der
Strangaustauschreaktion leistungsf�higer als Rad51, das sei-
nerseits nur mithilfe anderer Faktoren, darunter RPA, Rad52
und einer Reihe von Proteinen mit Homologien zu Rad51, in
effizienter Weise Nucleoproteinfilamente bilden kann. Das
einzelstrangbindende Protein RPA bindet zur Aufl'sung von
Sekund�rstrukturen an die Einzelstrang-=berh�nge. Es
wurde gezeigt, dass Rad52, das komplement�re ssDNA
hybridisieren und DNA-Enden binden kann, die Strangaus-
tauschreaktion durch Binden von Rad51 an ssDNA in
Gegenwart von RPA erleichtert.[168] Eine �hnliche Rolle zur
Stimulation der Strangaustauschreaktion wurde f�r die
Rad51-Homologen in Hefe, Rad55 und Rad57, die ein
stabiles Heterodimer bilden, nachgewiesen.[169] Interessanter-
weise gibt es in S�ugern f�nf weitere Rad51-�hnliche Proteine
(XRCC2, XRCC3, Rad51B, Rad51C und Rad51D).[170] W�h-
rend die Beteiligung der f�nf Proteine an der homologen
Rekombination und ihre essenzielle Funktion f�r die Erhal-
tung der genomischen Stabilit�t zunehmend als gesichert
gelten, befindet sich ihre biochemische Charakterisierung
noch in den Anf�ngen.[171] Die Proteine scheinen, so wie
Rad55 und Rad57 in Hefe, heteromultimere Komplexe zu

Schema 10. Doppelstrangbruchreparatur durch homologe Rekombina-
tion; die besch�digte DNA ist rot dargestellt, das unbesch�digte
homologe Templat blau und die von der Reparatursynthese eingef'gte
Sequenz gr'n: a) Initiale Erkennung eines DSB einschließlich der mEg-
lichen Bindung des Rad52-Proteins. Die nucleolytische Prozessierung
der DNA-Enden zur Bildung von 3’-ssDNA-Lberh�ngen h�ngt vom
Rad50-Mre11-Nbs1-Komplex ab und verl�uft wahrscheinlich unter
Beteiligung einer bislang unbekannten Nuclease. b) Die ssDNA-Enden
werden vom einzelstrangbindenden Protein RPA gebunden; mithilfe
von Rad52 und den Rad51-Paralogen (Rad51B,C,D und XRCC2,3)
wird Rad51 zur Bildung eines Nucleoproteinfilaments auf die ssDNA
geladen. Das BRCA2-Protein spielt bei der Regulierung der Aktivit�t
von Rad51 eine Rolle und stimuliert wahrscheinlich die Bildung des
Rad51-ssDNA-Filaments. Dieses Nucleoproteinfilament sucht nach
homologer Duplex-DNA, und eine Strangaustauschreaktion f'hrt zur
Bildung eines Verbindungsmolek'ls zwischen der besch�digten und
der unbesch�digten DNA, ein Schritt, der durch Rad54 stimuliert wird.
c) In einem bislang ungenau verstandenen Prozess bewirken DNA-
Polymerasen und ihre assoziierten Faktoren Reparatursynthesen unter
Bildung von Holliday-Verbindungen. d) Die Holliday-Verbindungen
lEsen sich durch endonucleolytisches Aufbrechen und Wiederverbin-
den in einer Reaktion, die vom Mus81-Protein abh�ngen kEnnte und
letztlich zu zwei intakten DNA-Molek'len f'hrt.
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bilden, die die Strangaustauschreaktion stimulieren.[172] Offen
bleibt vorerst, ob einige der Rad51-Paralogen die Strangaus-
tauschreaktion auch in Abwesenheit von Rad51 in signifi-
kanter Weise vermitteln k'nnen und ob eine solche Aktivit�t
mit einer unterst�tzenden Funktion in der homologen
Rekombination, z.B. bei der Interstrang-Crosslink-Repara-
tur, zusammenh�ngt. Auch Rad54 stimuliert die Rad51-
katalysierte Strangaustauschreaktion.[173] Anders als bei den
erw�hnten Proteinen beruht dieser Prozess h'chstwahr-
scheinlich auf einer Erleichterung der Bildung des Joint-
Molek�ls aus dsDNA und dem aus ssDNA und Rad51
aufgebauten Nucleoproteinfilament. Das Rad54-Protein ist
ein Mitglied der Swi2/Snf2-Familie von dsDNA-abh�ngigen
ATPasen, die an vielen Teilschritten des DNA-Metabolismus,
z.B. der Chromatinremodellierung, beteiligt sind.[174] Rad54
kann die Topologie der DNAmodifizieren, und gegenw�rtige
Modelle gehen davon aus, dass ein solcher Wechsel in der
Topologie des dsDNA-Targets die Strangaustauschreaktion
erleichtern k'nnte (Schema 11c).[175] Es wird angenommen,
dass Rad54 Zusatzfunktionen hat, z.B. als Faktor zur
Erleichterung der Strangaustauschreaktion durch Entfernen
von nucleosomalen Proteinen.[176]

7.1.3. Reparatursynthese, Branch-Migration und Aufl,sung der
Holliday-Verbindung

Die nachfolgenden Schritte in der HR, die Branch-
Migration und Aufl'sung der Holliday-Verbindung, sind in
Bakterien rekonstituiert worden. Dabei vermitteln die RuvA-
und RuvB-Proteine die Branch-Migration und RuvC kataly-
siert die Aufl'sung der Holliday-Verbindung.[177] Wie diese
Schritte in Eukaryoten ablaufen, ist bis heute nicht verstan-
den, aber zwei j�ngste Entdeckungen markieren den Beginn
ihrer Aufkl�rung. Erstens wurde ein Komplex mit unbekann-
ter Zusammensetzung isoliert, der RuvABC-�hnliche
Branch-Migrations-Aktivit�t und Aktivit�t zur Aufl'sung
von Holliday-Verbindungen aufweist. Dies l�sst vermuten,
dass der prinzipielle Mechanismus dieser Schritte in Bakte-
rien und in Eukaryoten analog ist.[178] Zweitens wurde
dargelegt, dass das Mus81-Protein, das in allen Eukaryoten
konserviert ist, im Komplex mit Eme1-Protein in S. pombe
und als Bestandteil eines Komplexes mit noch unbekannten
Zusatzfaktoren in menschlichen Zellen Holliday-Verbindun-
gen in Komplexen aufl'sen kann.[179] Das bei Mus81 beob-
achtete Spaltungsmuster unterscheidet sich etwas von dem in
Zellextrakten gefundenen Muster, und es gibt Hinweise
darauf, dass die beiden Aktivit�ten nicht identisch sind.[180]

Die genauen Funktionen der beiden Enzymkomplexe sind
bislang unklar.

7.1.4. Regulation der homologen Rekombination

Die homologe Rekombination ist ein streng regulierter
Prozess, und verschiedene Faktoren beeinflussen unmittelbar
die Funktion der beteiligten Proteine.[2,181] Ein Beispiel, das
hier diskutiert werden soll, ist die Kontrolle von Rad51 durch
BRCA2 („breast cancer susceptibility gene 2“). Mutationen
in BRCA1- und BRCA2-Genen in Keimbahnzellen f�hren zu
einer Pr�disposition f�r Brustkrebs. Eine m'gliche Rolle von
BRCA1/2 in der homologen Rekombination wurde urspr�ng-
lich aufgrund einer direktenWechselwirkung zwischen Rad51
und BRCA1/2 und einem Defekt in der Reparatur von DSBs
in BRCA1/2-defizienten Zellen postuliert.[182] Studien mit
BRCA2-Fragmenten haben erste Einblicke in die m'glichen
Mechanismen der Regulation von Rad51 gew�hrt. Gem�ß
der Kristallstruktur des C-terminalen Teilst�cks von BRCA2
enth�lt das Protein Dom�nen, die sowohl ssDNA wie auch
dsDNA binden k'nnen.[183] Diese Dom�nen haben zudem die
F�higkeit, die Strangaustauschreaktion von Rad51 zu stimu-
lieren.

Kurze Peptide, die die Wechselwirkungsstelle mit Rad51
imitieren (die Brc-Dom�ne), inhibieren die Polymerisation
von hRad51 und verhindern so die Bildung von Nucleopro-
teinfilamenten und die Vermittlung der Strangaustauschreak-
tion.[184] Nach strukturellen Studien eines Komplexes aus
Rad51 und einem Brc-Peptid imitiert das Brc-Peptid ein
Motiv in Rad51, das f�r die Polymerisation von Rad51
maßgeblich ist.[185] M'glicherweise hat BRCA2 demzufolge
zwei Funktionen: einerseits die Unterdr�ckung unerw�nsch-
ter HR und andererseits die Stimulation von HR im Bedarfs-
fall. Weiteren Einblick in die Regulation von Rad51 und HR
durch BRCA2 k'nnten Studien mit dem Gesamtprotein

Schema 11. Homologe Paarung und Strangaustauschreaktion: a) Ein-
zelstrang-3’-Lberh�nge an DNA werden von RPA gebunden. Das effi-
ziente Laden des Rad51-Proteins auf ssDNA zur Bildung des Nucleo-
proteinfilaments, in Gegenwart von RPA, wird von Rad52 und den
Rad51-Paralogen (Rad51B,C,D und XRCC2,3) stimuliert. b) Rad51
wechselwirkt im Nucleoproteinfilament mit Rad54. c) Die Invasion der
Target-dsDNA durch das Nucleoproteinfilament wird durch das Rad54-
Protein stimuliert, das eine superhelicale Torsion in die Target-dsDNA
induziert und so die Stranginvasion erleichtert. Rad54 kEnnte auch
den Zugang zur dsDNA verbessern, indem es Histonproteine im
Nucleosom entfernt.
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gew�hren. BRCA1 und 2 haben außerdem eine Funktion bei
der Regulation der zellul�ren Abwehrreaktion gegen DNA-
sch�digende Agentien, ein Aspekt, der jedoch außerhalb des
Fokus dieses Aufsatzes liegt.[186]

7.2. Nichthomologes End-Joining

Anders als HR ist NHEJ ein konzeptuell einfacher Pfad,
der die Religation gebrochener DNA-Enden einschließt,
wobei kein homologes Templat ben'tigt wird. Da die DNA-
Enden besch�digt sein k'nnen, ist diese Art der Reparatur
nicht zwangsl�ufig exakt und kann mit dem Verlust einiger
Nucleotide verbunden sein. Erkenntnisse �ber die geneti-
schen Voraussetzungen f�r NHEJ stammen urspr�nglich aus
strahlungssensitiven Hamsterzelllinien. Diesen Studien
zufolge sind mindestens zwei Komplexe an NHEJ beteiligt:
die DNA-Proteinkinase (DNA-PK; diese besteht wiederum
aus drei Komponenten: der DNA-PK-katalytischen Unter-
einheit (DNA-PKCS), Ku70 und Ku80) und dem XRCC4-
DNA-Ligase-IV-Komplex.[187] Darauf aufbauende genetische
Studien in Hefe wiesen auf die Rolle des Mre11-Rad50-Xrs2-
Komplexes in NHEJ hin. Eine �quivalente Funktion wurde
auch f�r den humanen Mre11-Rad50-Nbs1-Komplex vorge-
schlagen.[188]

NHEJ wird durch das Ku70/80-Heterodimer initiiert, das
selektiv an DNA-Enden bindet und DNA-PKCS rekrutiert

(Schema 12).[189] DNA-PKCS ist eine Proteinkinase, die eine
Reihe von Proteinen, einschließlich Ku-Proteine, XRCC4,
p53 und andere DNA-PKCS-Komplexe, phosphorylieren
kann. Bislang ist unklar, welches Protein genau im NHEJ-
Prozess phosphoryliert werden muss. Die Verbr�ckung der
beiden DNA-Enden erfordert den Rad50-Mre11-Nbs1-Kom-
plex und den XRCC4-DNA-Ligase-IV-Komplex, und kon-
sequenterweise wechselwirken beide Komplexe mit den Ku-
Proteinen.[190,191] Sowohl Xrcc4 wie auch Rad50 bestehen aus
einer globul�ren und mehreren langen helicalen Dom�nen,
die intra- und intermolekulare Multimere bilden k'nnen;
diese Wechselwirkungen sind m'glicherweise wichtig zur
Verbr�ckung der DNA-Enden.[190, 192,193] DSBs, die durch
sch�digende Agentien hervorgerufen wurden, enthalten
besch�digte Ribosereste und k'nnen aus diesem Grund
nicht direkt religiert werden. Die Prozessierung der Enden
muss demzufolge vor der Verkn�pfung stattfinden. Hin-
weisen aus genetischen Experimenten zufolge ist allein die
Gegenwart, nicht aber die Nucleaseaktivit�t von Mre11 zur
K�rzung der DNA-Enden notwendig. M'gliche Gene, die bei
der Anpassung von DNA-Enden in NHEJ eine maßgebliche
Rolle spielen, sind die Flap-Endonuclease FEN-1 und das
k�rzlich entdeckte Artemis-Gen.[194] Dieses Gen, das Homo-
logien zur Metallo-b-Lactamasefamilie aufweist, wurde aus
dem strahlungssensitiven Ph�notyp isoliert, der aus der
Inaktivierung von Artemis hervorgeht. Der XRCC4-DNA-
Ligase-IV-Komplex katalysiert abschließend den Ligations-
schritt (Schema 12c).[195]

7.2.1. Erkennung von DNA-Enden durch Ku70-Ku80

Vor kurzem wurde die Struktur des Ku70-Ku80-Hetero-
dimers, das an ein DNA-Substrat mit nur einem Doppel-
strang-Ende gebunden ist, erfolgreich gel'st.[196] Ku70 und
Ku80 sind nur schwach sequenzhomolog, weisen aber die
gleiche Topologie auf und binden an DNA in Form eines
Pseudo-Homodimers. Der Komplex hat eine ringf'rmige
Struktur, in deren Rffnung die DNA eingef�delt ist (Abbil-
dung 6). Eine Seite der DNAwird durch die globul�re b-Fass-
Dom�ne gebunden, die etwa zwei Helixuml�ufe der DNA
bedeckt. Die andere Seite wird durch die schmale b-Br�cke
gebunden, die aus nur zwei b-Str�ngen, je einem Strang pro
Untereinheit von Ku, aufgebaut ist. Die Ku-Proteine haben
keinen direkten Kontakt zu den DNA-Basen und wechsel-
wirken nur mit wenigen Stellen des Zucker-Phosphat-R�ck-
grats. Die Form des Ringes ist dennoch erstaunlich komple-
ment�r zur DNA-Helix. Die ringf'rmige Struktur erkl�rt,
warum Ku70-Ku80 bevorzugt an DNA-Enden statt an
geschlossene zirkul�re Strukturen bindet und nach dem
Binden an die DNA-Enden in das Innere der Helix gleiten
kann. In =bereinstimmung mit biochemischen Daten bindet
der Ku-Komplex in asymmetrischer Weise an DNA, wobei
Ku70 n�her am Ende positioniert ist.[197] Da die Ku-Proteine
in Richtung des intakten DNA-Stranges binden, bleibt das
Ende zug�nglich f�r Wechselwirkungen mit weiteren Pro-
teinen.

Schema 12. DSB-Reparatur durch nichthomologes End-Joining (NHEJ).
a) Die Erkennung von DSBs wird durch die Proteine Ku70 und Ku80 er-
reicht, die spezifisch an DNA-Enden binden und einen Komplex mit
der katalytischen Untereinheit der DNA-Proteinkinase (DNA-PKCS)
bilden. b) Die besch�digten Enden des Strangbruchs kEnnen durch
Rad50-Mre11-Nbs1 und eine Nuclease prozessiert werden, wobei
einige Basenpaare verloren gehen kEnnen. Einige strukturelle Merk-
male von Rad50-Mre11-Nbs1 und Xrcc4-DNA-Ligase IV weisen darauf
hin, dass sie DNA-Enden zusammenf'hren kEnnen. c) Die Ligation
der beiden Enden wird von Xrcc4-DNA-Ligase IV unter Wiederherstel-
lung eines kontinuierlichen DNA-Molek'ls ausgef'hrt. NHEJ kann in
intrinsischer Weise fehlerbehaftet sein und zum Verlust einiger Nucleo-
tide f'hren.

O. D. Sch�rerAufs�tze

3072 
 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de Angew. Chem. 2003, 115, 3052 – 3082

http://www.angewandte.de


7.3. Biologische Folgen eines defekten DSB-Reparaturpfades

Eine wichtige Folge eines Defekts in der DSB-Reparatur
ist die chromosomale Instabilit�t, die sich in einer groß-
r�umigen Umordnung der Chromosomen manifestiert. Im
Unterschied zur Mutationsinstabilit�t, die z.B. bei einem
Defekt in MMR oder NER auftritt und typischerweise ein
einzelnes Gen pro Fall betrifft, kann die chromosomale
Instabilit�t zu einem Verlust ganzer Chromosomenteile mit
gravierenden Konsequenzen f�hren.[34] Verschiedene humane
Syndrome wurden bereits mit Defekten in der Reparatur von
DSB in Zusammenhang gebracht. Die meisten stammen nicht
direkt von Defekten in HR oder NHEJ, sondern eher von
einer defekten Regulation der DSB-Reparatur. Beispiele f�r
damit verbundene Krankheiten sind: Ataxia Telangiectasia
(AT; verursacht durch einen Defekt im ATM-Gen), eine AT-
�hnliche Funktionsst'rung (verursacht durch einen Defekt in
MRE11) und das Nijmegen-Breakage-Syndrom (verursacht
durch einen Defekt in NBS1).[198] Von den komplexen
Ph�notypen dieser Krankheiten sind die Pr�disposition f�r
Krebs, Immundefizienz und Hypersensitivit�t gegen ionisie-
rende Strahlung als typische Merkmale im Zusammenhang

mit einer defekten DSB-Reparatur zu nennen. Zellen der
betroffenen Patienten weisen eine erh'hte chromosomale
Translokationsrate auf und sind nicht in der Lage, die
spezifischen Zellzyklus-Checkpunkte zu aktivieren. Die
Mutationen in MRE11 und NBS, die der Ursprung dieser
Syndrome sind, f�hren nicht zum gesamten Ausfall der DNA-
Reparatur, vielmehr scheint es, dass sie die F�higkeit der
Zellen zur Aktivierung der Zellzyklus-Checkpunkte beein-
tr�chtigen. Bemerkenswerterweise wirken Nullmutationen
von MRE11 und RAD50 in M�usen sogar auf zellul�rem
Niveau letal, was auf deren essenzielle Funktion in der DNA-
Reparatur hindeutet.[199] Die Pr�disposition f�r Brustkrebs
und Eierstockkrebs von Individuen mit Mutationen in den
BRCA1/2-Genen kann in analoger Weise verstanden werden.
Nullmutationen in diesen Genen f�hren zu einer fr�hen
embryonalen Letalit�t, w�hrend partiell defekte Gene zwar
prinzipiell lebensf�hig sind, gleichwohl aber zu einer hohen
chromosomalen Instabilit�t und letztendlich zu Krebs
f�hren.[186]

Dass Defekte in NHEJ zu einer Sensibilisierung gegen
ionisierende Strahlung f�hren, ist bereits seit langem aus
Studien mit mutierten Hamsterzellen, bei denen die Gene f�r
KU70, KU80 und XRCC4 defizient sind, bekannt.[187] Die
nachfolgende Z�chtung von M�usen, die defizient in den
NHEJ-Komponenten KU70, KU80, DNA-PKCS, XRCC4 und
DNA-Ligase IV sind, erm'glichte weitergehende Analysen
der Folgen von NHEJ-Defizienz.[34,200] Die normalen Ph�no-
typen solcher M�use sind Strahlungssensitivit�t, Pr�disposi-
tion f�r Krebs und eine Immundefizienz wegen Defekten in
der V(D)J-Rekombination. Diese Auswirkungen k'nnen
leicht durch einen Defekt in NHEJ erkl�rt werden. Die
Schwere der Ph�notypen von NHEJ-defizienten M�usen
reicht von embryonaler Letalit�t (XRCC4 und DNA-Liga-
se IV) �ber Wachstumsverz'gerung (KU70 und KU80) bis
hin zu normalemWachstum (DNA-PKCS). In weitergehenden
Analysen von KU70- und KU80-defizienten M�usen wurden
h�ufige chromosomale Br�che aufgrund defekter DSB-
Reparatur identifiziert.[201] Der schwerwiegende Ph�notyp
von XRCC4- und DNA-Ligase-IV-defizienten M�usen
konnte auf einen Defekt in den Neuronen zur�ckgef�hrt
werden, die w�hrend der Hirnentwicklung einer massiven
Apoptose unterliegen.[202] Diese apoptotische Antwort kann
unterdr�ckt werden, indem die Induktion der Apoptose
durch Zerst'rung des p53- oder ATM-Gens verhindert wird.
Bislang wurde eine kleine Zahl von Patienten mit einer
Defizienz in DNA-Ligase IV identifiziert. Symptome sind
eine markante Strahlungssensitivit�t und in einigen F�llen
eine Immundefizienz sowie Entwicklungs- und Wachstums-
verz'gerungen. Die Defekte werden durch Punktmutationen
im Gen ausgel'st und resultieren demzufolge nicht in einer
vollst�ndig defizienten DNA-Ligase IV.[203]

Der biologischen Rolle der HR wurde mithilfe von
Knock-out-M�usen und DT40-H�hnerzelllinien mit verschie-
denen defizienten Genen auf den Grund gegangen. M�use
und Zellen mit defizientem Strangaustauschprotein RAD51
sind nicht lebensf�hig, was die essenzielle Funktion dieses
Gens verdeutlicht.[204] Eine direkte Rolle von Rad51 in der
Erhaltung der genomischen Stabilit�t wurde in H�hnerzellli-
nien demonstriert, bei denen das Vorhandensein von RAD51

Abbildung 6. Struktur des DNA-gebundenen Ku70-Ku80-Komplexes
(rot: Ku70, gelb: Ku80, hellgrau: DNA-R'ckgrat, dunkelgrau: DNA-
Basen). a) Blick entlang der DNA-Helix. Ku70 und Ku80 sind zwar nur
schwach homolog, weisen aber weitgehend �hnliche Terti�rstrukturen
auf und binden DNA in Form eines asymmetrischen Pseudo-Dimers.
Ku70/Ku80 umringen die DNA auf der einen Seite mit einer globul�ren
b-Fass-Dom�ne und auf der anderen Seite mit einer engen b-Br'cke.
b) Seitenansicht von (a); die Oberseite der DNA (Position �6) ist
lEsungsmittelzug�nglich und ermEglicht daher zus�tzliche Wechselwir-
kungen der DNA-Enden mit anderen NHEJ-Proteinen. Wiedergabe mit
Genehmigung von Macmillan Magazines Ltd 2001.[195]
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konditionell steuerbar ist. Eine unterdr�ckte Expression von
RAD51 verhindert Analysen zufolge die Zellteilung und
f�hrt zu einer großen Zahl an Chromatidbr�chen.[205] An drei
Mausmodellen mit defizienten RAD51-Paralogen (XRCC2,
RAD51B und RAD51D) wurde fr�he embryonale Letalit�t
festgestellt.[206] Zellen mit Defekten in einem der f�nf
RAD51-Paralogen sind hingegen lebensf�hig, und laut Ana-
lysen der Knock-out-Zellen spielen diese Gene eine Rolle in
der homologen Rekombination und der Instandhaltung der
genomischen Stabilit�t.[171] Sogar eine vollst�ndige Unter-
dr�ckung von RAD52 in M�usen und H�hnern bleibt fast
ohne Konsequenzen. Die Tiere sind vollst�ndig gesund, und
der einzige zellul�re Ph�notyp ist eine etwas schw�chere HR-
Effizienz.[207] Dieses Ergebnis steht in scharfem Gegensatz zu
Studien in Hefezellen, nach denen bei Mutationen von
RAD52 die schwersten Folgen aller HR-defizienten Muta-
tionen beobachtet werden.[35] Erkl�rt werden k'nnte dieser
Unterschied durch den Befund, dass RAD52 und das
RAD51-paraloge XRCC3 eine partiell redundante Funktion
in DT40-H�hnerzellen haben.[208] Auch das Vorliegen einer
funktionellen Redundanz und zus�tzlicher funktioneller
Homologe von RAD52 in S�ugern kann in Betracht gezogen
werden. RAD54-defiziente M�use waren bislang das einzige
lebensf�hige S�ugermodell mit einem echten Defekt in der
Rekombination. Embryonale RAD54-Stammzellen sind
sensitiv gegen ionisierende Strahlung und das DNA-Inter-
strang-Crosslinking-Reagens Mitomycin C, ausgewachsene
RAD54(�/�)-M�use dagegen nur gegen Mitomycin C,
nicht aber gegen ionisierende Strahlung.[209] Dies und der
Befund, dass RAD54- und KU70-defiziente M�use sensitiver
gegen ionisierende Strahlung sind als einfachdefiziente Tiere,
belegt die Synergie der beiden Pfade sowie die gr'ßere
Bedeutung der HR f�r die DSB-Reparatur in embryonalen
Stammzellen gegen�ber HR in adulten Zellen.[210]

8. Zusammenfassung und Ausblick

Die zentralen Reparaturpfade im Menschen – direkte
Reparatur, Basenexzisionsreparatur, Nucleotidexzisionsrepa-
ratur, Fehlpaarungsreparatur, homologe Rekombination und
nichthomologe Endverkn�pfung – erf�llen essenzielle Auf-
gaben zur Erhaltung der genomischen Integrit�t. Defekte in
vielen dieser Pfade k'nnen mit vererbbaren Syndromen in
Zusammenhang gebracht werden und f�hren zu einer Pr�dis-
position f�r Krebs. Die molekularen Grundlagen der DNA-
Reparatur werden seit einigen Jahren bedeutend besser
verstanden. Die Mechanismen der Schadenserkennung und
der Katalyse der (im molekularen Sinne) relativ einfachen
Pfade DR und BER konnten mit beachtlicher Genauigkeit
aufgekl�rt werden. Dabei wurde auf eine Kombination von
biochemischen, strukturellen und chemischen Ans�tzen
zur�ckgegriffen, die hochaufgel'ste Strukturen von Repara-
turenzymen imKomplex mit ihren DNA-Substraten lieferten.
Die komplexeren DNA-Reparaturpfade NER, MMR, HR
und NHEJ sind bislang weniger gut verstanden, was ange-
sichts des koordinierten Zusammenspiels von bis zu 30
Polypeptiden nicht verwundern sollte. Es ist anzunehmen,
dass chemisch-biologische Methoden in naher Zukunft die

Aufkl�rung der Schadenserkennungs- und Katalysemecha-
nismen dieser Prozesse rasant beschleunigen werden.

Dieser Aufsatz hat sich auf DNA-Reparaturpfade im
engsten Sinne beschr�nkt, d.h. auf Pfade, die nachweislich
aktiv am Entfernen von Sch�den aus der DNAunter Wieder-
herstellung der urspr�nglichen DNA-Sequenz beteiligt sind.
Es sind weitere menschlich vererbbare Krankheiten mit
genetischer Instabilit�t und Pr�disposition f�r Krebs bekannt,
die durch Defekte in anderen als den hier beschriebenen
Genen verursacht werden. Zu erw�hnen sind das Bloom-, das
Werner- und das Rothmund-Thomson-Syndrom, die auf
defiziente BLM-, WRN- bzw. RECQ4-Gene zur�ckgehen.
Diese Gene codieren f�r Proteine mit Helicase- oder
Helicase-Endonuclease-Aktivit�t,[211] die unter anderem mit
NHEJ- und DNA-Replikationsproteinen wechselwirken und
vermutlich eine Rolle beim Entfernen ungew'hnlicher DNA-
Intermediate aus DNA-Reparatur- und DNA-Replikations-
prozessen spielen. Betroffene Patienten weisen unter ande-
rem Anzeichen vorzeitiger Alterung auf. Ein weiteres Syn-
drom mit spontaner chromosomaler Instabilit�t als Haupt-
merkmal ist die Fanconi-An�mie (FA),[212] die durch eine
Defizienz in einem der mindestens acht FA-Gene ausgel'st
wird. FA-Zellen zeigen auf zellul�rer Ebene eine markante
Spezifit�t f�r Interstrang-Crosslink-Reagentien. Ob FA-
Gene direkt eine Funktion in einem Reparaturpfad zur
Interstrang-Crosslink-Reparatur oder m'glicherweise eine
Signalfunktion oder eine regulatorische Funktion haben, ist
zurzeit nicht bekannt.

Die Forschungen sowohl zu den traditionellen DNA-
Reparaturpfaden als auch zu anderen Pfaden zur Erhaltung
der genomischen Stabilit�t k'nnen von chemisch-biologi-
schen L'sungsans�tzen immens profitieren. Vielleicht tr�gt
dieser Aufsatz dazu bei, das Interesse der Chemie an der
Erforschung der Grundlagen der zahlreichen Mechanismen,
die an der Erhaltung der genomischen Stabilit�t beteiligt sind,
weiter zu stimulieren.

9. Glossar

Alkylguanintransfe-
rase (AGT)

DNA-Reparatur-Enzym, das O6-
Alkylguaninaddukte direkt zu Gua-
ninresten umsetzen kann.

AP-Endonuclease An der BER beteiligtes Enzym, das
die Phosphodiesterbindung an der
5’-Seite einer abasischen Stelle
hydrolysiert.

AP-Lyase In Polymeraseb und einigen DNA-
Glycosylasen vorhandene enzymati-
sche Aktivit�t, die die Spaltung der
Bindung zwischen einer abasischen
Stelle und der Phosphatgruppe auf
der 3’-Seite katalysiert.

BRCA1/2 Gene, die wahrscheinlich eine wich-
tige Rolle in der Regulation des HR-
Prozesses spielen. Defekte in
BRCA1/2 f�hren zu einer Pr�dis-
position f�r Brustkrebs im Men-
schen.
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CSA An der TCR beteiligtes Gen, das 5-
WD-Repeats enth�lt, die bei Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen
eine Rolle spielen; die genauen
Funktionen von CSA sind noch
nicht bekannt.

CSB DNA-abh�ngige ATPase mit
Homologien zu Faktoren f�r die
Chromatin-Remodellierung; CSB
ist an TCR beteiligt und liegt im
Elongationskomplex der RNA-
PolymeraseII vor.

DNA-Glycosylase Enzyme, die die BER durch Erken-
nung besch�digter Basen in DNA
initiieren und nachfolgend die gly-
cosidische Bindung zwischen Base
und dem Zucker-Phosphat-R�ck-
grat spalten.

DNA-LigaseIII DNA-Ligase mit einer spezifischen
Funktion zur Verbindung von Nicks
im letzten Schritt der BER.

DNA-LigaseIV Ist an der Schließung von Doppel-
strangbr�chen im NHEJ-Prozess
beteiligt.

DNA-PK Komplex aus Ku70, Ku80 und DNA-
PKCS, der an DNA-Enden bindet
und eine Rolle bei der Regulation
von NHEJ spielt.

DNA-PKCS Große Proteinkinase und Unterein-
heit von DNA-PK, die unterschied-
liche Proteine phosphorylieren
kann.

ERCC1/XPF Heterodimere strukturspezifische
Endonuclease, die die 5’-Inzision in
NER ausf�hrt. ERCC1 wechsel-
wirkt mit XPA.

Flap-Endonuclease
(Fen-1)

Strukturspezifische Endonuclease,
die an der Verarbeitung des Folge-
stranges bei der Replikation und der
Prozessierung von Flap-Strukturen
beteiligt ist.

Globale Genrepara-
tur (GGR)

NER-Prozess, der an einer beliebi-
gen Stelle innerhalb des Genoms,
außer in aktiv transkribierten Genen
stattfindet.

hHR23B Stabilisiert XPC und enth�lt ubiqui-
tin�hnliche Dom�nen, die wahr-
scheinlich bei der Regulation der
NER eine Rolle spielen.

Holliday-Verbindung Nach seinem Entdecker Robin Hol-
liday benanntes Vierstrang-DNA-
Molek�l, bei dem das Reparatur-
templat mit dem besch�digten
Strang nach der Reparatursynthese
verbunden ist. Holliday-Verbindun-
gen werden unter Wiederherstellung
der beiden urspr�nglichen dsDNA-
Molek�le aufgel'st.

Interstrang-Crosslink
(ICL)

Eine hochtoxische Modifikation in
der DNA, bei der die beiden DNA-
Str�nge durch eine kovalente Bin-
dung verkn�pft sind.

Joint-Molek�l Entsteht in der HR durch Verkn�p-
fung der DSB-Enden mit dem
Reparaturtemplat und Stranginva-
sion.

Ku70/80 Heterodimeres Protein, das an
NHEJ beteiligt ist und den Prozess
durch Binden an DNA-Enden
initiiert; bildet in vivo einen stabilen
Komplex mit DNA-PKCS.

Long-Patch-Repara-
tur

Nebenpfad der BER, bei dem zwei
bis sechs Nucleotide an der Stelle
der besch�digten Base eingef�gt
werden.

MLH1 MutL-Homolog1; bildet mit PMS2
das Heterodimer MutLa und mit
MLH3 das Heterodimer MutLb.

MLH3 MutL-Homolog3; bildet mit MLH1
das Heterodimer MutLb.

Mre11 Zusammen mit Rad50 und Nbs1
Bestandteil des RMN-Komplexes,
der an HR und NHEJ beteiligt ist.

MSH3 Bildet mit MSH2 das Heterodimer
MutSb, das an der Initiierung der
MMR von Insertions-/Deletions-
schleifen beteiligt ist.

MSH6 MutS-Homolog6; bildet mit MSH2
das Heterodimer MutSa, das an der
Initiierung der MMR von Fehlpaa-
rungen und kleinen Insertions-/De-
letionsschleifen beteiligt ist.

Nbs1 Bildet mit Rad50 und Mre11 den
RMN-Komplex, der in der HR und
NHEJ aktiv ist.

Nucleoproteinfila-
ment

Superhelicale Struktur, die Rad51
(und RecA) mit ssDNA ausbildet;
das Nucleoproteinfilament ist die
aktive Spezies im Stranginvasions-
schritt der HR.

Nucleotid-Flipping Enzymatisch katalysiertes Heraus-
rotieren einzelner Nucleotide aus
der Doppelhelix in die aktive Tasche
des Enzyms.

Photolyase Flavin-abh�ngiges Reparaturenzym,
das durch UV-Bestrahlung gene-
rierte Pyrimidindimere in die ent-
sprechenden Monomere �berf�hrt.

Polymeraseb Am Short-Patch-Reparaturpfad der
BER beteiligtes Enzym, das zus�tz-
lich zur Polymeraseaktivit�t eine
AP-Lyase-Aktivit�t aufweist.

Polymerased/e Wichtigste Polymerasen der DNA-
Replikation; sie sind am Reparatur-
syntheseschritt der Long-Patch-
BER, an der NER, der Fehlpaa-
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rungsreparatur und der homologen
Rekombination beteiligt.

Rad50 Bildet zusammen mit Mre11 und
Nbs1 den RMN-Komplex, der an
HR und NHEJ beteiligt ist.

Rad51 Wichtigstes eukaryotisches Protein,
das Strangaustauschreaktionen und
homologe Paarungsreaktionen ver-
mittelt.

Rad51-Paraloge Ein Paralog ist ein Gen, das homo-
log zu einem anderen Gen im
gleichen Genom ist. S�uger haben
f�nf Rad51-Paraloge (Rad51B,C,D
und XRCC2,3), die an der HR
beteiligt sind.

Rad52 Protein, das DNA-Enden bindet und
In-vitro-Aktivit�t zur Hybridisie-
rung von ssDNA aufweist; stimuliert
die Bildung des Nucleoproteinfila-
ments durch Rad51.

Rad54 DNA-abh�ngige ATPase mit Ana-
logien zu Proteinen, die an der
Chromatin-Remodellierung betei-
ligt sind und eine Inderung in der
DNA-Topologie induzieren k'nnen.
Rad54 wechselwirkt mit Rad51 und
stimuliert dieses.

Reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS)

Unterschiedliche Sauerstoff-haltige
Radikale, die im oxidativen Meta-
bolismus auftreten und Sch�den an
Biomolek�len wie DNA und Pro-
teinen verursachen.

RecA Bakterielles Protein, das die Strang-
austauschreaktion und die homo-
loge Paarung vermittelt.

RPA ssDNA-bindendes Protein, das an
der Replikation, HR, NER und
MMR beteiligt ist; wechselwirkt mit
vielen Proteinen, die an der Repli-
kation und Reparatur beteiligt sind.

Short-Patch-Repara-
tur

Vorherrschender Pfad der BER, bei
dem ein einzelnes Nucleotid an die
Stelle der besch�digten Base einge-
f�gt wird.

Sperrige DNA-
Addukte (Bulky
DNA Adducts)

Sterisch anspruchsvolle Addukte an
DNA-Basen, die die DNA-Doppel-
helix lokal verzerren und z.B. durch
UV-Licht oder mutagene Substan-
zen in der Umwelt hervorgerufen
werden.

TFIIH Aus neun Untereinheiten aufgebau-
ter Faktor, der an der NER und der
allgemeinen Transkription beteiligt
ist; TFIIH enth�lt die Helicasen
XPB und XPD, die in der NER f�r
das Rffnen der DNA in unmittel-
barer Umgebung zur L�sion maß-
geblich sind.

Transkriptionsgekop-
pelte Reparatur
(TCR)

Spezialisierter NER-Pfad, der die
rasche Reparatur von Addukten in
aktiv transkribierten Genen vermit-
telt.

V(D)J-Rekombina-
tion

Spezialisierter ortsspezifischer
Rekombinationsprozess, der w�h-
rend der Reifung des Immunsystems
zur Erzeugung von Diversit�t bei
den Immunglobulinen und den
T-Zellen-Rezeptoren aktiv ist.

XPA Protein, das spezifisch an gesch�-
digte DNA bindet und mit RPA,
TFIIH und ERCC1 wechselwirkt.
XPA ist wahrscheinlich an der
Schadens�berpr�fung nach der ini-
tialen Schadenserkennung beteiligt.

XPC Schadenserkennungsprotein der
globalen Genreparatur. XPC bildet
einen stabilen Komplex mit
hHR23B und wird in der transkrip-
tionsgekoppelten Reparatur nicht
ben'tigt.

XPE/DDB1/2 Protein-Heterodimer aus p48
(DDB2) und p125 (DDB1), das
spezifisch an gesch�digte DNA
bindet, jedoch f�r die In-vitro-
Kernreaktion der NER nicht erfor-
derlich ist.

XPG Strukturspezifische Endonuclease,
die die 3’-Inzision in der NER aus-
f�hrt.

XRCC1 An der BER beteiligtes Protein, das
Polymeraseb mit DNA-LigaseIII
verbr�ckt.

XRCC4 Am NHEJ beteiligtes Protein, das
mit DNA-Ligase IV einen heterodi-
meren Komplex bildet und bei der
Verbr�ckung von DNA-Enden eine
Rolle spielen k'nnte.

Ich bin Rolf Buff f*r die 5bersetzung dieses Aufsatzes ins
Deutsche sehr dankbar. Ich m'chte mich bei Steve Brunner,
Greg Verdine, Tom Ellenberger, Brian Chapados, John Tainer,
Titia Sixma und Jonathan Goldberg f*r Abbildungen, Greg
Verdine und Roland Kanaar f*r die Mitteilung von Daten vor
deren Ver'ffentlichung sowie Primo Sch
r und Josef Jiricny
f*r die Durchsicht des Manuskripts bedanken. Die Forschung
zur DNA-Reparatur im Laboratorium des Autors wird unter-
st*tzt vom Schweizerischen Nationalfonds, durch das Human
Frontier Science Program, die Europ
ische Kommission, die
Association for International Cancer Research, die Krebsliga
des Kantons Z*rich und die Sassella-Stiftung. O.D.S. ist
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