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Recognition of Carcinogen-DNA Adducts by Human
Nucleotide Excision Repair:
Evidence for a Thermodynamic Probing Mechanism
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Summary
Zusammenfassung



Nucleotide excision repair is the most versatile DNA repair mechanism. In
mammalian cells, nucleotide excision repair is absolutely required to
process UV radiation products and bulky carcinogen-DNA adducts. Its
substrates, that can include a wide range of DNA lesions, differ in their
chemistry and the conformation they impose on double helix. In nucleotide
excision repair, DNA damage is excised as part of a single-stranded oligo-
nucleotide segment. After damage excision, genetic integrity is restored by
DNA repair synthesis and ligation. In this multistep repair process, about 30
polypeptides cooperate in a sequential and partly overlapping manner, but
the mechanism by which nucleotide excision repair discriminates between
undamaged and damaged DNA is still poorly understood.

To study this problem of DNA damage recognition, I developed a repair
competition assay to analyze the capacity of human NER to recognize bulky
DNA modifications that form either helix-destabilizing adducts (AAF, BPDE,
UV radiation products, cisplatin) or have diametrically opposite effects on
the secondary structure of DNA by stabilizing the helix (8-methoxypsoralen
[8-MOP], anthramycin, CC-1065).

This novel repair competition assay is based on the ability of a particular
DNA lesion to compete for repair of a site-specifically damaged substrate.
Plasmids pUC19 containing a defined number of the lesions to be tested
were coincubated with a site-directed AAF-C8-guanine adduct on double-
stranded M13 DNA. Using this approach, I was able to assess in a quanti-
tative manner the potential of various adducts to sequester recognition
factors from a human whole cell extract, thereby decreasing repair of the
AAF-modified substrate by competitive inhibition. This assay revealed a
striking hierarchy of DNA damage recognition, with differences in the
sequestration efficiency of over 3 orders of magnitude. Recognition
decreased in the following order of adducts: AAF > (6~4)photoproduct >
BPDE > cisplatin > cyclobutyl pyrimidine dimer > 8-MOP > Pt(dien), anthra-
mycin, CC-1065. I found for example that BPDE adducts are recognized
40 times less efficiently than the AAF substrate and 8-MOP adducts are
recognized even 1740 times less efficiently than the AAF lesion. This

hierarchy of recognition was confirmed by monitoring the formation of
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nucleotide excision repair patches in response to site-directed AAF-C8-
guanine, BPDE-N2-guanine and CC-1065-N3-adenine adducts.

In summary, this structure activity relationship established that human
nucleotide excision repair is preferentially recruited to DNA adducts
that destabilize the double helical conformation indicating that a subset
of damage recognition proteins are endowed with the ability to sense
the thermodynamic parameters of DNA. Comparison with the known
structures of the tested carcinogen-DNA adducts suggests that this thermo-
dynamic probing mechanism may serve to detect sites at which complemen-

tary base pairing is disrupted.
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Die Nukleotidexzisionsreparatur ist ein vielseitiger Reparaturmechanis-
mus, der fiir die Prozessierung von UV-Schdden und sperrigen Kanzerogen-
DNS-Addukten unerldsslich ist. Dieser Reparaturmechanismus erkennt ein
breites Spektrum unterschiedlicher Schaden, die in ihrer chemischen
Struktur sowie in der Konformationsdanderung, die sie in der DNS bewir-
ken, variieren. In der Nukleotidexzisionsreparatur wird der DNS-Schaden
als Teil eines einzelstringigen Oligonukleotids herausgeschnitten. Nach
dieser Exzisions-Reaktion wird die Integritit der DNS wiederhergestellt,
indem der fehlende DNS Strang neu synthetisiert und ligiert wird. In die-
sem mehrstufigen Reparaturprozess sind etwa 30 Polypeptide beteiligt und
diese arbeiten in einer geordneten Reihenfolge, mit sich zum Teil iiber-
lappenden Schritten. Der Mechanismus, wie die Nukleotidexzisions-
reparatur zwischen geschidigter und ungeschadigter DNS unterscheidet,
ist noch nicht geklart.

Um dieses Problem der Schadenserkennung zu untersuchen, entwickelte
ich einen Reparatur-Kompetitions-Assay. Damit analysierte ich die Fahig-
keit der humanen Nukleotidexzisionsreparatur, sperrige DNS-Modifi-
kationen zu erkennen. Ich verwendete dazu Addukte, welche entweder die
Helix destabilisieren (AAF, BPDE, UV Schidden) oder solche, die gegenteilige
Auswirkungen auf die Sekundéarstruktur der DNS haben, indem sie die
Helix stabilisieren (8-Methoxypsoralen, Anthramycin, CC-1065).

Dieser neue Reparatur-Kompetitions-Assay basiert auf der Fihigkeit
eines bestimmten DNS-Schadens, mit der Reparatur eines spezifischen
AAF-Adduktes zu konkurrieren. pUC19 Plasmide, die eine definierte An-
zahl von Schdden aufweisen, wurden mit einem spezifischen AAF-C8-
Guanin-Addukt auf einem doppelstringigen M13 koinkubiert. Mit diesem
Ansatz gelang es mir, in einer quantitativen Weise abzuschitzen, mit
welchem Potential die verschiedenen Addukte die Erkennungsfaktoren im
humanen Zellextrakt sequestrieren, und dadurch die Reparatur des AAF-
modifizierten M13-Substrates durch Kompetition vermindern. Dieser Assay
ergab eine verbliiffende Hierarchie in der Schadenerkennung, mit Unter-
schieden von bis zu 3 Grossenordnungen in der Sequestrations-Effizienz der
einzelnen Addukte. Die Erkennung nahm in der folgenden Reihenfolge der
Addukte ab: AAF > (6-4)-Photoprodukt > BPDE > Cisplatin > Cyclobutan-
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Dimer > 8-MQP > Pt(dien}, Anthramycin, CC-1065. Ich stellte z.B. fest, dass
BPDE-Addukte ungefihr 40 mal weniger gut erkannt werden als AAF-
Addukte, und dass 8-MOP-Addukte etwa 1740 mal weniger effizient
prozessiert werden als AAF-Addukte. Spezifische AAF-C8-Guanin, BPDE-
N2-Guanin und CC-1065-N3-Adenin-Addukte wurden in einem Reparatur-
Assay getestet, welcher durch Einbau von radioaktivern dCMP in die DNA
zeigt, wie effizient diese Schidden erkannt und prozessiert werden. Die im
Kompetitions-Assay gefundene Hierarchie in der Schadenserkennung
konnte mittels dieses Reparatur-Assays bestitigt werden.
Zusammenfassend lisst sich aus dieser Struktur-Aktivitdts-Beziehung
folgern, dass die humane Nukleotidexzisionsreparatur preferentiell an
DNS-Addukten angreift, welche die Doppelhelix-Konformation destabili-
sieren. Dies deutet darauf hin, dass ein Teil der Schadenerkennungs-
proteine die Fahigkeit besitzt, die thermodynamischen Parameter der DNS
zu erkennen. Der Vergleich mit den Strukturen der getesteten Kanzerogen-
DNS-Addukten aus NMR-Studien ldsst vermuten, dass dieser thermo-
dynamische Erkennungsmechanismus dazu dient, diejenigen Stellen in der

DNS zu finden, an denen die Basenpaarung aufgehoben ist.
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