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Die Genauigkeit von DNA-Polymerasen ist f�r viele bio-
technologische Anwendungen von zentraler Bedeutung.[1,2]

Die nichtnat�rlichen Bedingungen, wie sie z.B. bei der
Polymerasekettenreaktion (PCR) anzuwenden sind, be-
schr)nken wegen der resultierenden geringeren Selektivit)t
von DNA-Polymerasen deren Anwendungsspektrum oder
erfordern aufw)ndige Optimierungen. Ein Hauptziel bei der
Entwicklung von DNA-Polymerasen mit ver)nderten Eigen-
schaften ist daher eine hohe Genauigkeit bei der Bildung der
Watson-Crick-Basenpaare w)hrend der DNA-Synthese. Fort-
schritte auf diesem Gebiet f�hren zu wertvollen Werkzeugen
f�r eine Vielzahl biotechnologischer Verfahren wie PCR,
DNA-Sequenzierung, Mutagenesetechniken oder Genotypi-
sierung. Durch DNA- und RNA-Polymerase-Engineering
wurden z.B. Enzyme erhalten, die Didesoxynucleosidtriphos-
phate[3] als Substrat verwenden, ein ver)ndertes Substrat-
spektrum und niedrigere Genauigkeit haben, h6here Ther-
mostabilit)t, verminderte Aktivit)t bei niedrigen Temperatu-
ren und erh6hte Resistenz gegen Inhibitoren aufweisen.[4]

Hier beschreiben wir eine effiziente Methode, mit der
Bibliotheken von DNA-Polymerasemutanten automatisiert
und parallel in hohem Durchsatz getestet werden k6nnen.
Die Auswertung basiert ausschließlich auf Enzymaktivit)t

durch Fluoreszenzdetektion des Reaktionsproduktes. Durch
Randomisierung einer Genkassette des Klenow-Fragments
von E.-coli-DNA-Polymerase I (3’-5’-Exonuclease-defizient,
KF�) und anschließende automatisierte und vergleichende
Durchmusterung konnten wir mehrere aktive Varianten mit
signifikant erh6hter Verl)ngerungsgenauigkeit im Vergleich
zu der des Wildtyps identifizieren. Des Weiteren konnten wir
die neuen Eigenschaften einer Variante von KF� auf die
thermostabile Taq-DNA-Polymerase von Thermus aquaticus
�bertragen. Damit stellen wir ein Werkzeug zur Verf�gung,
das die Eigenschaften des Wildtyp-Enzyms in einer auf
hochgenauer PCR basierenden Genotypisierungsmethode
�bertrifft.

Unl)ngst wurde vorgeschlagen, dass das Motiv C an
einem f�r DNA-Polymerasen der Familien A und B gemein-
samen Mechanismus zur Fehlpaarungserkennung von Primer
und Templat �ber eine indirekte, von einer Histidin-Seiten-
kette vermittelte H-Br�cke beteiligt ist (Abbildung 1).[5]

Dieses b-Strang-Turn-b-Strang-Motiv beherbergt saure Ami-
nos)uren, durch die katalytisch essenzielle Magnesiumionen
koordiniert werden. Motiv C ist innerhalb der Familie-A-
DNA-Polymerasen wie KF� und der DNA-Polymerasefami-
lien B, RT und X, einiger RNA-Polymerasen sowie der
Familie-Y-DNA-Polymerasen, die �ber DNA-Sch)den hin-
wegsynthetisieren k6nnen, hochgradig konserviert.[6] Daher
erschien Motiv C als vielversprechender Ausgangspunkt f�r
eine gerichtete Modifizierung durch gezielte Randomisierung
und nachfolgende Durchmusterung nach Varianten mit mo-
difizierten Eigenschaften.

Zur Modifizierung von Motiv C konstruierten wir eine
Bibliothek von 1316 KF�-Mutanten, die an der QVH-Kon-
sensussequenz (Q879, V880, H881) randomisiert wurden.[7]

Diese Konsensussequenz ist dem katalytisch essenziellen
Aspartat D882 direkt benachbart. Dort bildet sie den Haupt-
teil einer Schleife, die zwei b-Str)nge von Motiv C verbindet
und eng mit der Desoxyriboseeinheit des 3’-terminalen
Primernucleotids interagiert (Abbildung 1b).

Die Proteinexpression fand in 96-Loch-Mikrotiterplatten
statt. Enzymtests wurden direkt nach Lyse der Zellen und
anschließender Verd�nnung durchgef�hrt, ohne dass weitere
Reinigungsschritte erforderlich waren. Die Aktivit)ten der
DNA-Polymerasen wurden durch SYBRgreen-I-vermittelte
Quantifizierung von synthetisierter doppelstr)ngiger DNA
(dsDNA) nach Beendigung der Reaktion ermittelt (Abbil-
dung 1c). Dieser Testaufbau verkn�pft die Enzymaktivit)t
mit einem Signal ohne den Zusatz artifizieller Substrate
w)hrend der Reaktion, die die enzymatische Reaktion be-
einflussen k6nnten. Um festzustellen, ob DNA-bindende
oder -modifizierende Reagentien oder bakterielle DNA im
Roh-Lysat die Signalqualit)t beeinflussen, wurden Lysate von
E.-coli-Expressionskulturen verglichen, die entweder den f�r
KF�-Wildtyp codierenden Vektor oder den nicht codierenden
Leervektor tragen. Fluoreszenzmessungen zeigten eine nied-
rige Hintergrundaktivit)t der Negativkontrolle mit einem
Signal-Rausch-Verh)ltnis von ungef)hr 5:1, was die Messung
der Enzymaktivit)t �ber ein breites und dynamisches Spek-
trum erm6glicht.

In 384-Loch-Mikrotiterplatten testeten wir Einzelklone in
Hinsicht auf ihre unterschiedliche F)higkeit zur Verl)nge-
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rung von Primer-Templat-Komplexen, die entweder das ka-
nonische TPrimerATemplat-Basenpaar oder eine TG-Fehlpaarung
am 3’-Primerterminus tragen (Abbildung 1). Ein Pipettierro-
boter und anschließende Fluoreszenzmessung erm6glichten
die Auswertung von 384 Reaktionen in ungef)hr 40 Minuten.
Als Maß f�r die Verl)ngerungsgenauigkeit wurde das Ver-
h)ltnis der Werte aus den Fluoreszenzmessungen f�r Verl)n-
gerungsreaktionen von kanonischen zu fehlgepaarten Primer-
Templat-Komplexen herangezogen. Die hier verwendeten
Sequenzen wurden von dem menschlichen Einzelbasenpoly-
morphismus (SNP) G1691A des Faktor-V-Leiden(FVL)-
Gens abgeleitet.[8] Die durchgef�hrten Tests zeigten eine
beachtliche Mutabilit)t der QVH-Konsensussequenz. Trotz
des hohen Konservierungsgrades dieses Motivs in mehreren
DNA- und RNA-Polymerasefamilien[6] zeigten 47% der
getesteten Mutanten messbare Enzymaktivit)t.

F�r weitere Untersuchungen w)hlten wir die drei selek-
tivsten Mutanten PLQ, LVG und LVL. Zun)chst wurden die
gereinigten Mutanten in radiometrischen Primer-Verl)nge-
rungsreaktionen getestet (Abbildung 2). Alle m6glichen Ba-
senpaarkombinationen am 3’-Primerterminus wurden unter
Bedingungen, die eine Fehlpaarungsverl)ngerung beg�nsti-
gen, getestet (d.h. Enzym�berschuss im Verh)ltnis zum
Primer-Templat-Komplex und hohe dNTP-Konzentratio-
nen).[7] Die Messungen ergaben, dass der KF�-Wildtyp in

der Lage ist, unter den gew)hlten Bedingungen alle Fehlpaa-
rungen zu verl)ngern, wenngleich mit unterschiedlicher Ef-
fizienz, was auch schon in anderen Studien gezeigt wurde
(Abbildung 2b).[9] Dagegen verl)ngern alle drei gew)hlten
Mutanten Fehlpaarungen wesentlich weniger effizient (Ab-
bildung 2b). Hervorzuheben ist die LVL-Mutante, die in den
meisten F)llen fehlgepaarte Primertermini nicht zu Voll-
L)ngenprodukten verl)ngert (Abbildung 2b). Kinetische
Messungen der Einzelbasenverl)ngung unter Steady-State-
Bedingungen zeigen in allen F)llen, in denen ein kanonisch
gepaarter Primer-Templat-Komplex verl)ngert wurde, dass
die Mutanten einen )hnlichen Wert f�r die kcat-Steady-State-
Konstante wie der Wildtyp (wt) haben.[7] Die KM-Werte der
Mutanten waren generell h6her als die des wt, woraus eine
weniger effiziente DNA-Synthese resultiert. Bemerkenswer-
terweise konnten wir unter Steady-State- und Single-comple-
ted-Hit-Bedingungen keine signifikante Elongation fehlge-
paarter Primertermini durch die Mutanten feststellen. F�r
KF�-wt sind die Ergebnisse allerdings konsistent mit denen
anderer Studien.[9] Dies zeigt, dass die kcat-Werte der Mutan-
ten bei allen fehlgepaarten Basenpaarkombinationen wesent-
lich niedriger als die des wt waren. Mithilfe von Bindungs-
studien wurde �berpr�ft, ob verminderte Bindungsaffinit)ten
die Effekte auf die Fehlpaarungsverl)ngerungseffizienz ver-
ursachen.[7] Interessanterweise zeigte aber lediglich die PLQ-

Abbildung 1. Struktureller Aufbau von Motiv C und Schema der Durchmusterung von Polymerasen mit verbesserter Selektivit(t. a) Dbersicht der
Bst-DNA-Polymerase I (PDB-Eintrag 2BDP), die zu KF� stark homolog ist.[16] Die DNA-Polymerase ist in Grau und Motiv C in Gr?n dargestellt.
DNA ist als Connolly-Oberfl(che beschrieben, mit dem Primer in Orange und dem Templatstrang in Gelb. b) Detaillierte Ansicht der Schleife von
Motiv C und den letzten beiden Nucleotidpaaren am 3’-Terminus des Primers. Zur besseren Dbersicht sind die Zuckerphosphatreste nicht von
allen Nucleotiden gezeigt. Primernucleotide sind in Orange und Templatnucleotide in Gelb dargestellt. Die indirekte H-Br?cke von Histidin mit
dem N3-Atom (blau) des vorletzten 3’-Primernucleotids ist durch schwarzgestrichelte Linien gezeigt und wird durch ein Wassermolek?l (rote
Sph(re) vermittelt. c) Allgemeines Schema der Durchmusterung von Polymerasen mit verbesserter Selektivit(t. Enzymvarianten, die den kanoni-
schen Primer-Templat-Komplex verl(ngern, nicht aber den fehlgepaarten Komplex, werden durch Hinzuf?gen des dsDNA-spezifischen Farbstoffs
SYBRgreen I („Sybr“) zu beiden Reaktionen und anschließende Fluoreszenzmessung detektiert.
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Mutante eine signifikant verminderte Bindungsaffinit)t zum
Primer-Templat-Komplex an einem fehlgepaarten Primerter-
minus. Daraus folgt, dass eine ver)nderte Bindungsaffinit)t
f�r die erh6hte Genauigkeit der Fehlpaarungsverl)ngerung
nicht zwingend erforderlich ist.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die hier f�r die KF�-
Mutanten gezeigten Effekte auch auf Taq-DNA-Polymerase
(Taq-wt) �bertragbar sind. Obwohl Taq-wt und KF� der
DNA-Polymerasefamilie A angeh6ren, unterscheiden sie sich
in Hinsicht auf Thermostabilit)t und Selektivit)t.[10] Die
QVH-Konsensussequenz in Taq-wt wurde zu LVL mutiert
und die Verl)ngerungsgenauigkeit der Mutante untersucht. In
diesem Zusammenhang wurden Primer-Verl)ngerungsreak-
tionen in drei Sequenzkontexten, die bekannte Einzelbasen-
polymorphismen enthalten, durchgef�hrt.[11, 12] Dabei zeigten
sich f�r das Wildtypenzym nur schwache Unterschiede zwi-

schen der Verl)ngerung von kanonischen und fehlgepaarten
Primer-Templat-Komplexen (Abbildung 3).

Die mutierte Taq-DNA-Polymerase (Taq-LVL) ist dage-
gen zur Diskriminierung von Transitions- und Transversions-
Einzelbasenpolymorphismen in der Lage (Abbildung 3). Taq-
LVL k6nnte das Einsatzspektrum von PCR-basierten Me-
thoden wie der Allel-spezifischen PCR (asPCR) erweitern
und zu deren Verbesserung beitragen.[13] Um die Anwend-
barkeit von Taq-LVL f�r die asPCR zu testen, wurden
Echtzeit-PCR-Reaktionen in den f�r die Primerverl)nge-
rungsreaktionen verwendeten Sequenzkontexten durchge-
f�hrt. Hierf�r wurde die Differenz der Zyklenzahlen (DCt),
bei denen das Fluoreszenzsignal aus dem Hintergrundrau-
schen heraustritt, f�r kanonische und fehlgepaarte Primer-
Templat-Komplexe bestimmt (Abbildung 3). Taq-wt zeigte
keine oder eine nur schwache Diskriminierung, wogegen Taq-
LVL in allen Sequenzkontexten zu einem DCt von 10 und
damit zu einer erh6hten Diskriminierung f�hrte, und zwar
unabh)ngig vom jeweiligen Sequenzkontext sowie den
Enzym- und Templatkonzentrationen, wie zus)tzliche Unter-
suchungen zeigten.[7]

Mit der Identifizierung mehrerer aktiver Polymerasevari-
anten mit erh6hter Diskriminierung von Fehlpaarungen
(oder: erh6hter Genauigkeit der Fehlpaarungsverl)ngerung)
wurde hier gezeigt, dass keiner der ver)nderten Aminos)u-
rereste essenziell f�r die Katalyse ist. Allerdings scheint die
Funktion der Seitenkette von V880 am st)rksten konserviert

Abbildung 2. Verbesserte Primerverl(ngerungsgenauigkeit der identifi-
zierten KF�-Mutanten PLQ, LVL und LVG (Positionen 879–881) im Ver-
gleich zu jener des Wildtypenzyms in verschiedenen Sequenzkontex-
ten. Die gew(hlten Reaktionsbedingungen beg?nstigen die Fehlpaa-
rungsverl(ngerung. Alle Reaktionen enthielten gleiche Konzentrationen
von Primer-Templat-Komplex, Enzym und dNTPs.[7] a) Verwendete
DNA-Sequenzen. b) Durch die beschriebenen Enzymvarianten kataly-
sierte Primerverl(ngerungsreaktionen. Die erste Spur resultiert jeweils
aus einer Kontrollreaktion ohne Enzym. Die Sequenzen von Primer
und Templat wurden von dem humanen FVL-SNP G1691A abgeleitet.[7]

Nucleotidsequenzen am 3’-Primerterminus sind ?ber den Aufnahmen
gezeigt. L(ngen (Zahl der Nucleotide, nt) von Primer und Voll-L(ngen-
produkt sind auf der linken Seite der jeweiligen Aufnahme angegeben.
X=3’-terminales Primernucleotid, Y=Templatnucleotid, das mit X
einen kanonischen (fettgedruckt) oder fehlgepaarten Primerterminus
bildet.[7]

Abbildung 3. Einfluss der LVL-Mutation auf die Genauigkeit der Taq-
DNA-Polymerase innerhalb von drei Sequenzkontexten. Oben: Ab-
schnitte der Primer-Templat-Nucleotidsequenzen f?r Primerverl(nge-
rungsreaktionen. Die erste Spur resultiert jeweils aus einer Kontrollre-
aktion ohne Enzym. L(ngen (Zahl der nt) von Primer und Voll-L(ngen-
produkt sind auf der linken Seite der jeweiligen Aufnahme angegeben;
E=Enzym, X=Templatnucleotid. Unten: Allel-spezifische Echtzeit-
PCR-Experimente unter Verwendung von wt- oder LVL-Taq-DNA-Poly-
merase in drei Sequenzkontexten.[7] Durchgezogene Linien: wt-Taq-
DNA-Polymerasen, gestrichelte Linien: LVL-Taq-DNA-Polymerase,
schwarz: kanonisch gepaarte Primer-Templat-Komplexe, grau: fehlge-
paarte Primer-Templat-Komplexe. a)–c) Experimente, die im Sequenz-
kontext a) des humanen BRAF-somatischen SNPs T1796A, b) des hu-
manen DPYD-SNPs G735A und c) des humanen DPYD-SNPs G735A
durchgef?hrt wurden.[7]
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zu sein, da alle identifizierten aktiven und st)rker selektiven
Polymerasemutanten an dieser Position eine unpolare Sei-
tenkette enthalten. Des Weiteren weist das Fehlen jeglicher
ionischer Reste bei den gew)hlten aktiven Mutanten darauf
hin, dass Ladungen in dieser Sequenz mit D882, Magnesium-
ionen oder einem hereinkommenden dNTP interferieren und
so das Enzym inaktivieren k6nnten.

Die Tatsache, dass die offensichtlich h6here Genauigkeit
nicht auf den w)hrend der Durchmusterung der Enzymbi-
bliothek verwendeten Sequenzkontext beschr)nkt ist, spricht
f�r einen allgemeinen Mechanismus der Fehlerdetektion.
K�rzlich wurde vorgeschlagen, dass die entsprechende Histi-
din-Seitenkette innerhalb der QVH-Sequenz an Mechanis-
men beteiligt ist, die die Verl)ngerungsgenauigkeit der DNA-
Polymerase bestimmen, indem sie die H-Br�cke durch die
kleine Furche der DNA bildet (Abbildung 1).[5] Eine der
identifizierten Mutanten mit erh6hter Verl)ngerungsgenau-
igkeit, PLQ, hat Aminos)uresubstitutionen an allen drei
Positionen der QVH-Konsensussequenz; so ist z.B. H881
durch einen Glutaminrest substituiert. Die flexible Seiten-
kette von Glutamin ist in der Lage, anstelle von Histidin H-
Br�cken zu bilden,[14] und eine g�nstigere Wechselwirkung
dieser Seitenkette k6nnte eine Ursache f�r die erh6hte
Genauigkeit der PLQ-Mutante sein. Verhindert man aller-
dings die Bildung dieser H-Br�cke g)nzlich, wie in den
Mutanten LVG und LVL, resultiert interessanterweise auch
eine h6here Genauigkeit. Unl)ngst wurde von )hnlichen
Ergebnissen f�r eine KF�-Variante (H881A) berichtet.[15]

Zurzeit sind jedoch die Ursachen f�r die beobachtete Selek-
tivit)t noch nicht gekl)rt. So k6nnte ein bereits durch die
Fehlpaarung destabilisierter Enzym-Substrat-Komplex mit
fehlender H-Br�cke st)rker destabilisiert werden als ein
Komplex mit der M6glichkeit zur H-Br�ckenbildung, was die
Selektivit)t der entsprechenden Polymerase erh6hen sollte.

Der hier beschriebene Ansatz zur effizienten Durchmus-
terung von DNA-Polymerasen, der zur Identifizierung von
wertvollen Enzymvarianten f�hrte, sollte sich zur Entwick-
lung von weiteren DNA-Polymerasen mit neuen Eigenschaf-
ten eignen. Neue Einblicke in biologische Prozesse sowie
neue Werkzeuge f�r biotechnologische Anwendungen und
Anforderungen k6nnten auf diese Weise erhalten werden.
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