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Eine Fluoreszenzsonde zur quantitativen
Detektion der DNA-Polymerase-Reaktion in
Echtzeit**

Daniel Summerer und Andreas Marx*

Das Design neuer Assays fiir das schnelle und parallele
Screening von Enzymfunktionen spielt eine entscheidende
Rolle in der Entwicklung neuer Produkte und Reagentien fiir
Anwendungen in industriellen Prozessen bis hin zur Diagnos-
tik.'l Wirkstoffentwicklung und Protein-Engineering werden
dabei zunehmend mit kombinatorischen Ansétzen verfolgt,
deren Weiterentwicklung eng an die Entwicklung von Assays
gekniipft ist, die ein paralleles Screening gewiinschter Enzym-
eigenschaften im Hochdurchsatz erméglichen.[!]

DNA-Polymerasen sind an der gesamten in der Natur
stattfindenden DNA-Synthese beteiligt. Thre entscheidende
Rolle in biologischen Schliisselprozessen hat diese Enzyme zu
attraktiven Wirkstoff-Targets gemacht.”l DNA-Polymerasen
werden auBerdem als ,,Arbeitspferde® in vielen wichtigen
molekularbiologischen Kerntechnologien eingesetzte, z.B. in
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), cDNA-Klonierung,
Genomsequenzierung und Detektion von Nucleotidvariatio-
nen in Genen.># Das Auftreten von Wirkstoffresistenzen und
die Notwendigkeit, DNA-Polymerasen fiir neu entstehende
Techniken maBzuschneidern — etwa fiir die zuverldssige
genomweite Detektion von Nucleotidvariationen —, verstarkt
die Suche nach weiteren Entwicklungen in diese Richtung./3]
Mehrere Ansitze fiir das Screening von DNA-Polymerasen
sind beschrieben worden, die jedoch alle erhebliche Nachteile
aufweisen:¥) Sie umfassen arbeitsintensive gelbasierte Me-
thoden und/oder beruhen auf der Nutzung von radioaktiven
Isotopen zur Produktdetektion.[®® Mehrere fluoreszenzba-
sierte Testsysteme wurden beschrieben, die allerdings auf
bestimmte DNA-Polymerasen (z.B. in der PCR verwendete,
thermostabile Enzyme) beschrinkt sind,l” oder auf der End-
punktbestimmung durch kostenintensive Hilfsreagentien und
Proteine zur Signalerzeugung beruhen.[®-1l

Hier berichten wir iiber ein neues Screening-System, bei
dem das Voranschreiten der DNA-Synthese in Echtzeit durch
ein Fluoreszenzsignal detektiert wird. Die beschriebene
Methode nutzt kommerziell erhéltliche Reagentien und er-
moglicht die quantitative Detektion der enzymatischen DNA-
Synthese im Mikrotiterplatten-Format auch in Rohlysaten
von DNA-Polymerase-iiberexprimierenden Zellen. Das vor-
gestellte Testsystem iibertrifft bekannte Screening-Methoden
fiir diese wichtigen Enzyme.
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Wir entwarfen ein DNA-Reportermolekiil in der Weise,
dass der Templatstrang eine stabile Haarnadelstruktur bildet
(Schema 1a). Der Doppelstrangbereich ist mit einem Farb-
stoff (Carboxyfluorescein, FAM) ausgestattet, dessen Fluo-
reszenz durch Resonanz-Energietransfer (RET) zu einer
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Schema 1. Design des Testsystems zur Echtzeitdetektion der DNA-Poly-
merase-Reaktion. a) Die mit einem Fluorophor (Carboxyfluorescein,
FAM) und einer Acceptoreinheit (N,N'-Tetramethylrhodamin, TAMRA)
markierte Templatsonde weist vor Beginn der Reaktion eine Haarnadel-
verldngerung in geschlossener Konformation auf. b) Beim Voranschreiten
der Verldngerung offnet die DNA-Polymerase den Doppelstrangbereich
und verhindert die Riickfaltung durch Duplexbildung. c) Die Vergrofe-
rung des Abstands zwischen den beiden Farbstoffsubstituenten wird durch
eine Wiederherstellung der FAM-Emission ausgelesen.

durch die Haarnadelstruktur in rdumliche Néhe gebrachten
Acceptoreinheit (N,N'-Tetramethylrhodamin, TAMRA) ge-
16scht wird.[®] Fluoreszenz- und Acceptoreinheit sind beide
an die C5-Position von 2'-Desoxyuridinen gekniipft, die von
DNA-Polymerasen passiert werden konnen.'” Ein verlin-
gertes 3'-Ende des Haarnadeltemplats ermoglicht die Bin-
dung eines Primerstranges an seine komplementire Stelle
(Schema 1b). Eine DNA-Polymerase 1ost die Offnung des
Haarnadel-Doppelstrangbereichs mit fortschreitender Pri-
merverldngerung aus. Dies resultiert in einer rdumlichen
Trennung von Fluoreszenz- und Acceptoreinheit und fiihrt zu
einer Wiederherstellung der FAM-Emission (Schema 1c¢).

Zunichst testeten wir das Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase I aus E. coli (exo~-Mutante, KF-), ein Enzym, das
als Modell fir Mechanismen und Funktion von DNA-Poly-
merasen intensiv genutzt wird.'! Wir fiihrten Primerverlin-
gerungsreaktionen im 96-Well-Plate-Format mit einem Fluo-
reszenz-Kinetik-Lesegerdt mit automatisierter Fliissigkeits-
injektion aus. Standardreaktionen wurden durch Zugabe von
MgCl, zu einer Losung aus DNA-Polymerase und Haarna-
deltemplat-Primer-Komplex im geeigneten Reaktionspuffer
unter Verwendung aller vier Desoxynucleosidtriphosphate
(dANTPs) gestartet. Die Reaktion wurde durch zeitliche
Messung der FAM-Fluoreszenzintensitit verfolgt. Abbil-
dung 1a zeigt den Anstieg der Fluoreszenz mit zunehmender
Reaktionszeit und belegt die Anwendbarkeit des Konzepts. In
Blindreaktionen ohne dNTP, Magnesiumionen oder Enzym
wurde jeweils kein Anstieg der Fluoreszenz beobachtet, was
stark darauf hinweist, dass die zeitabhingige Signalerzeugung
tatsdchlich auf die Wirkung der DNA-Polymerase zuriick-
zufiihren ist.
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Abbildung 1. Echtzeitdetektion der Fluoreszenz bei der KF~-katalysierten
DNA-Synthese unter Verwendung der Haarnadeltemplatsonde. a) m:
Reaktion bei 37°C mit 200 nM Haarnadeltemplat-Primer-Komplex, KF-,
je 62.5 um ANTP und 10 mm MgCl, in Standardreaktionspuffer;'¥l FAM-
Fluoreszenzintensitdten wurden bei 518 nm gemessen. Blindmessungen
wurden unter gleichen Reaktionsbedingungen, aber ohne dNTP (o), KF~
(a) oder MgCl, () ausgefiihrt. Die gezeigten Graphen resultieren aus
Rohdaten ohne Korrektur fiir Ausbleichen des Fluorophors oder gera-
teabhingige Effekte. b) Fluoreszenz-Zeit-Verldufe bei unterschiedlichen
dNTP-Konzentrationen. Die KF~- und dNTP-Konzentrationen betrugen
1.25 pm  (niedrigste Kurve) bis 37.5 um (hochste Kurve). Die Daten
resultieren aus Mehrfachexperimenten, Fehlerbalken sind aus Griinden
der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt. Entsprechende Blindmischungen ohne
KF- wurden parallel detektiert und die Daten jeweils subtrahiert.!'’]

t/ min

Die Kinetik der enzymatischen DNA-Synthese ldsst sich
mit einem Michaelis-Menten-Ansatz beschreiben, sodass aus
Experimenten mit konstanter Enzymkonzentration und va-
riablen Substratkonzentrationen Michaelis-Konstanten Ky,
erhalten werden konnen.'” Wir untersuchten die KF--
katalysierte Reaktion bei unterschiedlichen dNTP-Konzen-
trationen. Die aus diesen Experimenten erhaltenen Fluores-
zenz-Zeit-Kurven steigen zunichst linear an, und die Reak-
tionsgeschwindigkeit geht mit steigender Substratkonzentra-
tion in einen Sittigungsbereich iiber (Abbildung 1b). Der
Ky-Wert von 3.6 0.2 uM stimmt gut mit dem Wert iiberein,
den wir unabhingig in einer konventionellen radiometrischen
Studie erhielten (3.9 + 1.1 pum).[3

Wir untersuchten, ob mit dem Assay Wechselwirkungen
zwischen DNA-Polymerasen und Inhibitoren erfasst werden
konnen und verwendeten hierzu HIV-1-Reverse-Transkrip-
tase (HIV-1-RT) als Modell. In der gegenwirtigen HIV-
Wirkstofftherapie werden zwei Klassen von Inhibitoren der
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RT angewendet, die sich in ihrem Wirkmechanismus unter-
scheiden:P! nichtnucleosidische RT-Inhibitoren (NNRTIs),
die als allosterische Inhibitoren der RT-Funktion betrachtet
werden, und nucleosidische RT-Inhibitoren (NRTIs), die
zunéchst durch zelluldre Prozesse in 5'-O-Triphosphate trans-
formiert und dann durch RT in den nascierenden DNA-
Strang inkorporiert werden, und so Kettenabbruch verur-
sachen. Um zu priifen, ob unser Assay fiir die schnelle
Identifizierung von HIV-1-RT-Inhibitoren beider Wirkme-
chanismen geeignet ist, untersuchten wir Nevirapin und 3'-
Azido-2',3'-didesoxythymidintriphosphat (AZTTP) als Bei-
spiele fiir gut charakterisierte NNRTIs bzs. NRTIs.

Wie Abbildung 2 zeigt, ermoglicht unser Assay die Echt-
zeitdetektion der Inhibierung der HIV-1-RT unabhingig vom
Wirkmechanismus. Die Inhibitionsprofile und entsprechen-
den ICs,-Werte konnten in einem einzelnen Messdurchlauf
aus Parallelexperimenten erhalten werden. Die resultieren-
den ICs-Werte stimmten fiir Nevirapin (0.13 +0.03 um) und
AZTTP (2.10 £ 0.22 pm) gut mit bisher beschriebenen Werten
iiberein. Dies belegt, dass der Assay fiir die zuverldssige
Charakterisierung von Inhibitoren geeignet ist.!'“]
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Abbildung 2. HIV-1-RT-Inhibitionsprofile von Reaktionen mit HIV-1-RT,
200 nm Haarnadeltemplat-Primer-Komplex und je 50 um dNTP bei unter-
schiedlichen Inhibitorkonzentrationen. A: AZTTP, m: Nevirapin. Entspre-
chende Blindmischungen ohne RT wurden parallel detektiert und die
Daten jeweils subtrahiert.'] Die Anfangsgeschwindigkeiten v; wurden aus
den Anfangssteigungen der einzelnen Fluoreszenz-Zeit-Kurven ermittelt.
Die Daten resultieren aus Mehrfachexperimenten.'?]

Das vorgestellte Format sollte fiir das Hochdurchsatz-
Screening von Bibliotheken von Varianten der DNA-Poly-
merase ideal geeignet sein. In ersten Studien in diese
Richtung testeten wir die Anwendbarkeit der molekularen
Sonde fiir die Messung der enzymatischen Aktivitdt in
Rohlysaten von DNA-Polymerase-iiberexprimierenden Zel-
len. Eine solche Anwendung wiirde das parallele Screening
von Mutantenbibliotheken durch Vermeidung von aufwindi-
gen und kostenintensiven Reinigungsschritten erheblich ver-
einfachen und beschleunigen. Allerdings ist dies eine heraus-
fordernde Aufgabe, da die grofe Zahl von DNA-bindenden
und -modifizierenden Proteinen in bakteriellen Zelllysaten
hohe Anspriiche an Assays stellt, die auf der Anwendung
eines DNA-Reportermolekiils basieren. Um eine solche
Anwendbarkeit zu demonstrieren, untersuchten wir Lysate
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von KF~-iiberexprimierenden E.-coli-Zellen in fluoreszenten
Primerverlidngerungsreaktionen mit der molekularen Son-
de.['3 Auffallenderweise wurde ein signifikanter Anstieg der
Fluoreszenz im untersuchten Zeitraum nur beobachtet, wenn
Lysate von expressionsinduzierten Zellen verwendet wurden,
die KF—-kodierende Vektoren enthielten (Abbildung 3 a).
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Abbildung 3. Anwendung der Haarnadeltemplatsonde zur Detektion der
von Rohlysaten aus KF--exprimierenden E.-coli-Kulturen katalysierten
Primerverlangerungsreaktion. a) Fluoreszente Messung: Reaktionen wur-
den bei 37°C mit 200 nMm Haarnadeltemplat-Primer-Komplex, je 200 pm
dNTP, 10 mm MgCl, und Lysat von expressionsinduzierten E.-coli-Kultu-
ren in Standardreaktionspuffer ausgefiihrt.'’] m: Reaktion unter Verwen-
dung von Lysat von E.-coli-Zellen, die das KF--kodierende Plasmid
pQKlenowExo™ tragen, 4 h nach Induktion der Expression. @: Reaktionen
unter Verwendung von Lysat von E.-coli-Zellen, die das nichtkodierende
Plasmid pQE30Xa tragen, 4 h nach Induktion der Expression. Die Daten
resultieren aus Mehrfachexperimenten und die Graphen aus Rohdaten
ohne Korrektur fiir Ausbleichen des Fluorophors oder gerdteabhingige
Effekte. b) Autoradiogramm einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur
Analyse von Primerverlidngerungsreaktionen unter Verwendung von 32P-
markiertem Haarnadeltemplat-Primer-Komplex. Die Reaktionszeit betrug
in allen Fillen 10 min. Spur 1: ?P-markierter Haarnadeltemplat-Primer-
Komplex und dNTP in KF--Reaktionspuffer (P =Primer). Spur 2: Reak-
tion unter Verwendung von kommerziell erhiltlichem KF-. Spur 3:
Reaktionen unter Verwendung von Lysat von E.-coli-Zellen, die das
nichtkodierende Plasmid pQE30Xa tragen, 4h nach Induktion der
Expression. Spur 4: Reaktionen unter Verwendung von Lysat von E.-
coli-Zellen, die das KF~-kodierende Plasmid pQKlenowExo~ tragen, 4 h
nach Induktion der Expression.["*]

Mit Lysaten, die von Zellen erhalten wurden, die Vektoren
ohne KF~-kodierende Sequenz trugen, wurde kein Anstieg
der Fluoreszenz beobachtet. Um zu bestétigen, dass das
Signal tatsdchlich von einer DNA-Synthese herriihrt, die
durch exprimiertes KF~ katalysiert ist, wiederholten wir die
Experimente mit **P-markiertem Primer und anschlieBender
Analyse durch denaturierende Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese (Abbildung 3b). Die Ergebnisse zeigen, dass eine
Primerverldngerung nur zu beobachten ist, wenn Lysate von
induzierten Zellen verwendet werden, die KF--kodierende
Vektoren tragen, was stark darauf hinweist, dass die Signal-
erzeugung tatsdchlich ihren Ursprung in der erwiinschten
DNA-Polymerase-Funktion hat.

Zusammenfassend berichten wir hier iiber einen auf einer
einzigen molekularen Sonde basierenden neuen Assay, der
die quantitative Echtzeitdetektion der DNA-Polymerase-
katalysierten DNA-Synthese ermdoglicht. Mit dem Assay
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gelingt die schnelle und quantitative Charakterisierung von
kleinen Molekiilen, die mit der DNA-Polymerase-Funktion
interferieren. Wir konnten experimentell zeigen, dass mit
dem Reportersystem die DNA-Polymerase-Funktion unmit-
telbar aus Lysaten von DNA-Polymerase-exprimierenden
Zellen in Echtzeit verfolgt werden kann. Unseres Wissens
erfiillt keine der bislang bekannten Methoden diese Anfor-
derungen. Wegen seiner hervorragenden Eigenschaften ist zu
erwarten, dass der vorgestellte Assay breite Anwendung
finden wird.
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