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DNA bildet die Grundlage zur Speicherung und �bertragung
genetischer Information von einer Generation zur n�chsten.
Allerdings unterliegt die DNA der spontanenHydrolyse ihrer
Phosphodiester-, N-glycosidischen und Amin-Bindungen,
und sie ist ferner der Bestrahlung durch ultraviolettes (UV)
Licht und dem st�ndigen Angriff freier Sauerstoffradikale
ausgesetzt, die die Nucleobasen und das 2’-Desoxyribose-
r,ckgrat sch�digen.[1] Die so entstehenden DNA-L�sionen
behindern die DNA-Replikation massiv, und es war lange
Zeit unklar, wie Zellen die DNA-Synthese ,ber solche L�-
sionen hinweg weiterf,hren. Erst vor kurzem wurden spe-
zialisierte DNA-Polymerasen gefunden, die in der Lage sind,
L�sionen zu ,berlesen (Transl�sionssynthese).[2] Diese
Enzyme wurden in unterschiedlichsten Organismen gefunden
und sind beispielsweise an der Unterdr,ckung von Hautkrebs
beim Menschen beteiligt.[2] Trotz intensiver Untersuchungen
sind die Mechanismen, mit der DNA-Polymerasen L�sionen
als Substrate erkennen, bisher nur unzureichend verstanden.
Um n�heren Aufschluss ,ber die beobachtete unterschiedli-
che Substrattoleranz von DNA-Polymerasen zu erhalten,
unternahmen wir Experimente mit dem Ziel, aus einem
DNA-Polymeraseger,st einer l�sionsintoleranten DNA-Po-
lymerase eine Variante zu entwickeln, die L�sionen im DNA-
Templat erkennt.

Methoden der gerichteten Evolution erwiesen sich bereits
als geeignet, um Nucleins�ure-Polymerasen mit ver�nderten
Eigenschaften zu erzeugen.[3] SolcheModifizierungen wurden
zumeist auf der Ebene der molekularen Evolution durch ge-
netische Komplementierung und/oder Screening,[4] Phagen-
Display[5] oder In-vitro-Kompartimentierung[6] vorgenom-
men. Hier berichten wir, wie eine l�sionstolerantere Variante
einer DNA-Polymerase durch Screening einer kleinen Mu-
tantenbibliothek ermittelt wurde. Die Bibliothek wurde
durch Zufallsmutagenese erzeugt. Im Unterschied zum
Wildtyp-Enzym ist die Mutante in der Lage, DNA durch
Polymerasekettenreaktion ausgehend von gesch�digter DNA
zu amplifizieren. Diese neue DNA-Polymerase k>nnte ein
wertvolles Hilfsmittel f,r die Forensik oder die Analyse von

„historischer“ DNA sein, deren Amplifikation als proble-
matisch beschrieben wurde.[7]

Um eine DNA-Polymerase zu erhalten, die in der Lage
ist, DNA-L�sionen zu erkennen, haben wir eine bereits be-
schriebene Bibliothek einer N-terminal verk,rzten Variante
der DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Klentaq)
durchmustert, die durch Zufallsmutagenese (error-prone
PCR) erzeugt wurde.[4f] Die Bibliothek bestand aus ca. 1000
PCR-aktiven Klentaq-Varianten. Der Screeningprozess war
robotergest,tzt und basierte auf einer Primerverl�ngerungs-
reaktion und der Detektion der entstandenen doppelstr�n-
gigen DNA mit SYBR GreenI.[4e] Alle Reaktionen wurden
parallel im 384-Loch-Format durchgef,hrt und in einem
Standardmikrotiterplattenleseger�t ausgelesen. Es wurde
berichtet, dass prozessive DNA-Polymerasen wie Klentaq ein
Nucleotid, das sich gegen,ber einer DNA-L�sion befindet,
mit einer wesentlich geringeren Effizienz einbauen und ver-
l�ngern, als dies bei ungesch�digter DNA geschieht.[2] Zum
Screening der Bibliothek haben wir daher den Ansatz ge-
w�hlt, eine DNA-L�sion durch das Auslassen eines der vier
dNTPs (dATP) nachzuahmen, obwohl das verwendete Tem-
plat alle vier Nucleotide enth�lt (siehe Hintergrundinforma-
tionen). Es ist bekannt, dass, �hnlich dem �berlesen einer
DNA-L�sion, der Fehleinbau eines Nucleotids und dessen
Verl�ngerung die enzymatische DNA-Synthese signifikant
blockieren.[4b,9]

Nach Screening der Bibliothek wurde eine DNA-Poly-
merase-Variante identifiziert, die vielversprechende Eigen-
schaften zeigte. Diese wurde daraufhin gereinigt und weiter
charakterisiert, und die Sequenzierung belegte, dass die
identifizierte Variante eine einzige Aminos�uremutation
enth�lt (Met747Lys).[10] Die Variante wird im Weiteren als
M747K bezeichnet. Um M747K im Vergleich mit dem Wild-
typ weiter zu charakterisieren, f,hrten wir die bei der
Durchmusterung eingesetzten Primerverl�ngerungsreaktio-
nen unter Auslassung jeweils eines dNTP durch (Abbil-
dung 1). Zwar waren beide DNA-Polymerasen in der Lage,
die Primerstr�nge bis zu einer gewissen Position zu verl�n-
gern, M747K erzeugte jedoch unter identischen Reaktions-
bedingungen deutlich l�ngere Reaktionsprodukte als das
Wildtyp-Enzym. Ein solches Ergebnis sollte bei einem er-
folgreichen Screening zu erwarten sein. Es deutet des Wei-
teren darauf hin, dass M747K st�rker zu Nucleotid-Fehlein-
bau und -Verl�ngerung neigt als das Wildtyp-Enzym und
somit eine geringere Selektivit�t haben sollte.

Um die Selektivit�t der Mutante im Vergleich zum
Wildtyp zu quantifizieren, bestimmten wir das Fehlerspek-
trum beider Enzyme mithilfe eines PCR-Experiments (siehe
Hintergrundinformationen).[4b] Der Wildtyp zeigte eine
Fehlerrate von 8.8 J 10�5, was in der bereits beschriebenen
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Gr>ßenordnung liegt.[4b] Interessanterweise ist die Fehlerrate
der Mutante mit 11.5 J 10�5 sehr �hnlich. Um diesen Befund
zu pr,fen, f,hrten wir quantitative Studien des Fehleinbaus
und der Fehlpaarungsverl�ngerung in Form von Steady-State-
Kinetikexperimenten durch (siehe Hintergrundinformatio-
nen). Auch hier zeigten Wildtyp und Mutante �hnliche Ge-
nauigkeiten, sodass die Ergebnisse der PCR-Experimente
best�tigt wurden.

Als N�chstes untersuchten wir die F�higkeit von M747K
im Vergleich zum Wildtyp, DNA-L�sionen zu ,berlesen. Die
verwendeten DNA-Template enthielten DNA-L�sionen an
definierten Stellen (Abbildung 2). Wir untersuchten die
Wirkung von M747K an einer stabilisierten abasischen Stelle
(AP), die durch Spaltung der glycosidischen Bindung zur
Base eine L�sion bildet, und an Purin-L�sionen, die durch
Oxidation gebildet werden (8-Oxoadenin oder 8-Oxoguanin).
Es ist bekannt, dass diese L�sionen das Fortschreiten der
enzymatischen DNA-Synthese signifikant blockieren.[2,11]

Beide Enzyme sind in der Lage, die Primer zur vollen L�nge
zu verl�ngern, wenn ungesch�digte Template verwendet
wurden (Abbildung 2, Bahnen A und G).

Weitere Charakterisierungen der spezifischen Aktivit�t
an ungesch�digten DNA-Templaten zeigten f,r beide
Enzyme ein �hnliches Ergebnis (siehe Hintergrundinforma-
tionen). Wurden jedoch Template mit definierten DNA-L�-
sionen verwendet, so konnten Unterschiede entdeckt werden.
W�hrend das Wildtyp-Enzym vor und nach Einbau eines
Nucleotids gegen,ber einer DNA-L�sion pausiert, war
M747K deutlich aktiver und konnte ,ber die L�sionen
hinweg synthetisieren (Abbildung 2). Quantitative Steady-
State-Experimente belegten, dass sowohl das Wildtyp-Enzym
als auch M747K bevorzugt dA in der Position gegen,ber der

abasischen L�sion einbauen und dabei �hnlich effizient sind.
Bei der Verl�ngerung eines Primer-Templat-Komplexes mit
einer stabilisierten abasischen Stelle ist M747K jedoch ca.
siebenfach effizienter als das Wildtyp-Enzym.

Als N�chstes untersuchten wir die F�higkeit von M747K
zur Synthese von DNA, die zuvor durch Bestrahlung mit UV-
Licht (l= 254 nm) gesch�digt wurde. Zuerst bestrahlten wir
ein doppelstr�ngiges DNA-Plasmid mit UV-Licht unter-
schiedlicher Dosen (siehe Hintergrundinformationen). Die
Analyse der bestrahlten DNA auf Agarose-Gelen zeigte eine
deutliche lichtabh�ngige Sch�digung des Plasmids (Abbil-
dung 3a). Anschließend wurde die gesch�digte DNA als
Templat f,r die PCR-Amplifikation eines ca. 1.8 kb langen
Fragments verwendet. Alle Reaktionen wurden ohne Opti-
mierung in einem f,r die Klentaq-DNA-Polymerase be-
schriebenen Puffer durchgef,hrt.[8] Bei Verwendung des
Wildtyp-Enzyms konnte keine signifikante PCR-Amplifika-
tion bei Bestrahlungsdosen der DNA von 0.5 kJm�2 oder
h>heren Dosen festgestellt werden (Abbildung 3b). M747K
war hingegen deutlich in der Lage, DNA ausgehend von stark
bestrahlten Templaten zu amplifizieren (Abbildung 3b).

Teilsequenzierungen, die durch einen kommerziellen
Anbieter durchgef,hrt wurden, zeigten interessanterweise,
dass M747K in der Lage ist, gesch�digte DNA mit ausrei-
chend hoher Sequenzselektivit�t zu amplifizieren, um die
Originalsequenz des Templats identifizieren zu k>nnen (siehe
Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend wurde durch Durchmusterung einer
Bibliothek von zufallsmutierten Enzymvarianten eine DNA-
Polymerase identifiziert, die f�hig ist, DNA-L�sionen im
Templat effizient zu prozessieren. Im Unterschied zum

Abbildung 1. DNA-Synthese unter Auslassung eines kanonischen
dNTP. 5’-32P-markierte Primer-Templat-Komplexe (siehe Ausschnitt der
Templatsequenz) wurden mit jeweils gleichen Mengen Wildtyp(WT)-
oder mutierter DNA-Polymerase (M747K) und unterschiedlichen
dNTP-Kombinationen inkubiert. P: nur Primer; alle: alle vier dNTPs;
�N: Reaktion ohne das angegebene dNTP, in Gegenwart gleicher
Mengen der verbleibenden drei dNTPs. Einzelheiten sind den Hinter-
grundinformationen zu entnehmen.

Abbildung 2. Erkennung von DNA-L2sionen. a) Experiment mit stabili-
sierter abasischer Stelle (AP); 5’-32P-markierte Primer-Templat-Komple-
xe (siehe Ausschnitt der Templatsequenz) wurden mit jeweils gleichen
Mengen WT- oder mutierter DNA-Polymerase (M747K) und allen vier
dNTPs inkubiert. P: nur Primer; A: Templat mit dA an der mit X mar-
kierten Position; AP: Templat mit DNA-L2sion an der mit X markierten
Position. b) Experimente mit oxidierten Purinen. Die Reaktionen
wurden wie unter (a) durchgef<hrt, mit dem Unterschied, dass oxidati-
ve L2sionen an den bezeichneten Positionen eingef<hrt wurden. Ein-
zelheiten sind den Hintergrundinformationen zu entnehmen.
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Wildtyp-Enzym ist die Mutante in der Lage, DNA sequenz-
selektiv von UV-gesch�digtem Templat aus zu amplifizieren.
Holliger et al. verwendeten interessanterweise einen �hnli-
chen Ansatz zur Evolution einer DNA-Polymerase durch
kompartimentierte Selbstreplikation.[6b] Die Autoren berich-
teten, dass die Suche nach einem Enzym mit verbesserter
F�higkeit zur Verl�ngerung von Primern mit Fehlpaarungen
am 3’-Terminus zu einer DNA-Polymerase f,hrte, die eine
verbesserte F�higkeit zeigte, modifizierte Substrate zu
nutzen.

Die hier identifizierte Mutante enth�lt eine einzelne hy-
drophile Substitution (Lysin) an der Position M747. Verglei-
che mit der Kristallstruktur von Klentaq im Komplex mit
einem DNA-Substrat[12] weisen darauf hin, dass M747 eine
Wechselwirkung mit dem 2’-Desoxyriboserest des ersten
Basenpaares im Templatstrang eingeht. Interessanterweise
fanden Jestin et al. k,rzlich durch gerichtete Evolution die
gleiche Mutation in Kombination mit einer weiteren Muta-
tion (M747K, E742K).[5d] Das betreffende Enzym erkennt
RNA als Templat f,r die DNA-Synthese. Diese Befunde
legen weitere Untersuchungen dieser Position im Hinblick
auf die Funktion des Enzyms nahe.

Eine Gruppe nat,rlicher DNA-Polymerasen wurde vor
kurzem entdeckt, die in der Lage sind, L�sionen im Templat
zu erkennen, die aber nur eine relativ geringe spezifische
Aktivit�t und Selektivit�t aufweisen, sobald ungesch�digte
Template verwendet werden.[2] Im Unterschied dazu vereint
die hier beschriebene DNA-Polymerase hohe Aktivit�t und

Selektivit�t mit der Erkennung von DNA-L�sionen. Beson-
ders die Eigenschaft, gesch�digte DNA in der PCR als Tem-
plat zu verwenden, macht dieses Enzym f,r Anwendungen in
der Forensik und zur Amplifikation „historischer“ DNA in-
teressant.[7, 13] Funktions- und Strukturstudien, die mehr Ein-
blicke in den Mechanismus der beobachteten Effekte bringen
sollen, werden zurzeit unternommen.
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