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Fingerabdriicke von DNA -Polymerasen: mehrfache simultane Enzym-
Charakterisierung auf DNA-Arrays**

Ramon Kranaster und Andreas Marx*

DNA-Polymerasen kommen bei einer ganzen Fiille von bio-
technologischen Anwendungen zum Einsatz, insbesondere
bei der Polymerasekettenreaktion (PCR), genetischen Klo-
nierungen, Genomsequenzierungen und bei diagnostischen
Anwendungen.!" Fiir Klonierungen sind hoch prozessive und
moglichst fehlerfreie DNA-Polymerasen erwiinscht, da diese
zu kiirzeren Verldngerungszeiten und zu einer robusteren
Amplifikation mit groler Ausbeute fithren. Eine hohere
Genauigkeit von DNA-Polymerasen konnte Genomsequen-
zierungen und diagnostische Anwendungen verldsslicher
machen.”!’ Die Amplifikation von prihistorischen DNA-
Proben erfordert DNA-Polymerasen mit einem erweiterten
Substratspektrum, damit typische DNA-Schidden effizient
iiberlesen werden konnen.”! Um die Effizienz von forensi-
schen DNA-Tests zu erhohen, braucht man DNA-Polymera-
sen, die resistent gegen Inhibitoren aus Blut- und Erdproben
sind und somit eine PCR ohne vorherige DNA-Reinigung
moglich machen.™ Weitere Verbesserungen von DNA-Poly-
merasen sind z.B. notwendig, um den Anforderungen von
DNA-Sequenzierungen einzelner Molekiile zu geniigen, die
auf dem effizienten Einbau modifizierter Nucleotide beru-
hen.F! Insgesamt werden dringend maBgeschneiderte, kiinst-
liche DNA-Polymerasen benotigt, die zu robusteren und
spezifischeren Reaktionssystemen fiihren.

Die gerichtete Evolution ist eine vielversprechende Me-
thode zur Erzeugung von Nucleinsdure-Polymerasen mit
verinderten Eigenschaften.””! Diese verinderten Eigenschaf-
ten werden hauptsichlich durch gerichtete molekulare Evo-
lution erzeugt, z.B. durch genetische Komplementierung,
Screening, Phagen-Display oder In-vitro-Kompartimentie-
rung."% Nach unserem Wissen sind jedoch alle bekannten
Methoden fiir die Evolution von DNA-Polymerasen auf eine
einzelne Enzymeigenschaft begrenzt, z.B. auf erhohte Se-
lektivitdt oder verbessertes Prozessieren von DNA-Schi-
den.™™ Um diese offensichtliche Beschrinkung zu iiber-
winden, entwickelten wir eine Technik, die uns das mehrfache
Durchmustern (Screening) mehrerer Eigenschaften von
DNA-Polymerasen nebeneinander ermoglicht.
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Wir berichten hier von einem Chip-basierten Screening-
Format, das uns eine gleichzeitige, mehrfache Charakterisie-
rung von verschiedensten Enzymeigenschaften im Hoch-
durchsatz ermoglicht. Das System beruht auf der rdaumlichen
Trennung von unterschiedlichen, kovalent gebundenen
DNA-Substraten auf einem Glastriager und deren selektiver
Adressierung durch Oligonucleotidhybridisierung. Dabei
geniigt eine Standard-Mikroarray-Ausriistung, um die Reak-
tionen auszufithren und auszuwerten. Unsere Methode ist
zeit- und kosteneffizient und verbraucht nur geringste
Mengen an Reagentien.

Das Prinzip unseres Ansatzes, genannt Oligonucleotid
adressierender Enzymassay (OAEA), ist in Abbildung 1a
dargestellt. Im Wesentlichen besteht er aus zwei Spotting-
Schritten und einem Inkubationsschritt. Zuerst werden 5'-
NH,-(CH,)s-modifizierte DNA-Oligonucleotide kovalent in
definierten Spot-Reihen auf 1,4-Phenylendiisothiocyanat-
aktivierten Glastrigern angebracht.''l Diese Oligonucleotide
fungieren als Primer-Strénge in den nachfolgenden enzyma-
tischen Reaktionen. Die Glastrager konnen bei 4 °C mehrere
Wochen aufbewahrt werden, ohne ihre Brauchbarkeit merk-
lich einzubiiBen. Danach werden wihrend eines zweiten
Spotting-Schrittes Enzymmutanten in einem Puffer aufge-
tragen, der entsprechende DNA-Template, dNTPs und ein
Biotin-dUTP-Derivat enthélt.

Die Mischungen werden in Nanolitermengen auf diesel-
ben Positionen wie zuvor die durch Spotting aufgetragenen
Primer-Stringe verteilt. Wihrend dieses Vorganges trocknen
die Spots ein. AnschlieBend werden die Glastrdger in einer
Feuchtigkeitskammer bei ca. 50°C inkubiert, was zur Rehy-
dratation der Spots fiihrt. Bemerkenswert ist, dass wir in
unabhéngigen Studien in Losung trotz des Eintrocknens und
Rehydratisierens kaum eine Verdnderung der Aktivitit der
verwendeten DNA-Polymerase (siehe unten) beobachtet
haben (siehe Hintergrundinformationen).

Die Rehydratation der Spots lésst kleine, getrennte Re-
aktionsrdume entstehen, in denen jeweils eine DNA-Poly-
merasenmutante die Primer-Templat-Duplexstrukturen, die
durch den Spot bedeckt werden, prozessiert. AnschlieSend
werden alle Reaktionen auf dem Glastrdager durch kurzes,
mehrfaches Spiilen mit wassriger Tensidlosung beendet. Hat
eine Primer-Verlidngerung stattgefunden, wurde Biotin-dUTP
in den entsprechenden Primer-Strang eingebaut. Anschlie-
Bend wird durch Inkubation mit einem Streptavidin — Alexa-
Fluor546-Konjugat —, das an das eingebaute Biotin bindet, ein
Fluoreszenzsignal generiert (Abbildung 1a).

Zur Uberpriifung unseres experimentellen Aufbaus tes-
teten wir das Mikroarray-System auf die Fahigkeit zur Un-
terscheidung zwischen aktiven und nichtaktiven DNA-Poly-
merasemutanten. Deshalb immobilisierten wir zunéchst
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Abbildung 1. OAEA-Prinzip. a) Kurze farbige Balken reprisentieren im-
mobilisierte Primer-Striange; lange farbige Balken reprisentieren Temp-
late, die selektiv durch die Hybridisierung mit den komplementaren
Primer-Strangen adressiert werden. Griine Sterne reprasentieren Strep-
tavidin-Alexa-Fluor546-Konjugate, die an die eingebauten Biotine der
verlangerten Primer-Stringe binden. b) In dieser Studie verwendete
Teilsequenzen.

Primer-Strénge, die komplett kanonisch an ein Templat
(120 Nucleotide lang) binden. Fiir das Screening verwendeten
wir eine Bibliothek einer N-terminal verkiirzten DNA-Poly-
merase von Thermus aquaticus (KlenTaq),'” die durch feh-
lerbehaftete PCR erhalten worden war.®¥ Die Polymera-
senbibliothek wurde zunichst in E.-coli-Zellen, verteilt in
96er-Lochplatten, exprimiert. Nach Expression, Zelllyse und
Hitzedenaturierung von Gastproteinen wurden die Zelllysate
mit Puffer, DNA-Templat, dINTPs und einem Biotin-dUTP-
Derivat gemischt. Durch Spotting wurden die Polymeraselo-
sungen daraufhin so aufgetragen, dass jede Enzymvariante
zwei Primer-Spots bedeckte, sodass duplizierte Resultate
unter identischen Bedingungen erhalten werden konnten.

Wir konnten die Menge an immobilisierter DNA zu
100 amol und jene an Enzym zu 200-300 amol abschitzen
(weitere experimentelle Details siche Hintergrundinforma-
tionen). Nach Inkubation und Reaktionsabbruch durch Wa-
schen wurden die Glastriager mit einer wéssrigen Losung von
Streptavidin-Alexa-Fluor546-Konjugat behandelt, erneut ge-
waschen und mit einem Standard-Mikroarray-Scanner aus-
gelesen.
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Angewandte

Wir testeten dariiber hinaus den Einsatz fluoreszenzmar-
kierter 2'-Desoxynucleosid-5'-triphosphate als Ersatz fiir den
oben beschriebenen Ansatz auf Biotin-Streptavidin-Basis,
erhielten jedoch selbst nach griindlichem Waschen noch hohe
Fluoreszenz-Hintergrundwerte, die von einer unspezifischen
Bindung des modifizierten Triphosphats herriihrten, was
diese Variante fiir unsere Zwecke nutzlos machte.

Als nichstes suchten wir zur weiteren Charakterisierung
zufillig jeweils zehn Mutanten aus, die sich durch das Fehlen
oder Vorhandensein von fluoreszierenden Spots auf dem
Mikroarray als nichtaktiv bzw. aktiv zeigten (Abbildung 2 a).
In der Tat fithrten die OAEAs nichtaktiver Mutanten auch in
Losung nur zu geringen Primer-Verldngerungen, im Unter-
schied zu den OAEA-aktiven Mutanten, die Volllingenpro-
dukte lieferten (38 Nucleotide lang, Abbildung 2b). Wir ver-
wendeten ein kiirzeres Templat fiir die Primer-Verldnge-
rungsreaktionen in Losung, das sich im gleichen Sequenz-
kontext wie jenes fiir die Durchmusterung befand, um eine
bessere Auflosung bei der Analyse der Reaktionsprodukte
mithilfe von Gelelektrophorese zu erhalten. Die Enzyme
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Abbildung 2. OAEA-Evaluierung. a) Zehn zufillig ausgesuchte nichtak-
tive Mutanten (1-10) und zehn zufillig ausgesuchte aktive Mutanten
(a—j). Eine genauere Betrachtung der Daten findet sich in den Hinter-
grundinformationen. b) Denaturierende Polyacrylamid-Gelektrophorese
von in Lésung durchgefiihrten Primer-Verldngerungsreaktionen durch
die ausgesuchten Mutanten aus (a). M: Marker, Reaktion ohne Zellly-
sat. ¢,d) OAEA-Ergebnisse mit KlenTag-Wildtyp (wt) exprimierendem
Zelllysat und einer Negativkontrolle (N.k.) von Zelllysaten mit einem
Plasmid ohne das KlenTag-Gen. d) Fluoreszenz-Intensitits-Profile (F.l.)
entlang des roten Pfeils, wie in (c) angedeutet. Weitere experimentelle
Details finden sich in den Hintergrundinformationen.
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kniipfen zudem ein zusitzliches Nucleotid an das Vollldn-
genprodukt, wie es fiir DNA-Polymerasen mit fehlender 3'-5'-
Exonucleasedomine schon beschrieben wurde.™ Folglich
stimmen unsere Befunde in Losung mit den an fester Phase
erhaltenen hervorragend iiberein.

Als nichstes testeten wir das gleichzeitige Prozessieren
von fiinf unterschiedlichen Primer-Templat-Komplexen mit
einer DNA-Polymerasenbibliothek. Wir verwendeten ein
Templat mit einem Analogon einer abasischen Stelle, das
bekanntermaBen ein groBes Hindernis fiir viele DNA-Poly-
merasen darstellt."¥ Zudem untersuchten wir verschiedene
am 3’-Ende des Primer-Stranges fehlgepaarte Substrate: ein
einfach endstidndig, ein einfach distal und ein dreifach fehl-
gepaartes Substrat (DNA-Sequenzen siche Abbildung 1b
und Hintergrundinformationen). Als Referenz wurde ein
vollstindig kanonisch gepaarter Primer-Templat-Komplex
verwendet. Wir durchmusterten ohne weitere Optimierung
eine kleine Bibliothek von 736 KlenTag-Mutanten mit den
fiinf verschiedenen Primer-Templat-Komplexen. Dabei be-
deckte jeder einzelne Enzym und Puffer enthaltende Reak-
tionsraum alle fiinf Primer-Spots in Duplikaten. Generell
fanden wir wie erwartet fiir den vollstindig kanonischen Fall
die hochste Fluoreszenzintensitdt. Das Signal/Rausch-Ver-
héltnis des KlenTag-Wildtyps mit dem unmodifizierten
Primer-Templat-Substrat war immer grof3er als 35:1, wiahrend
fiir die Negativkontrolle (N.k.), bei der ein Bakterienextrakt
ohne KlenTaq-Gen verwendet wurde, die geringste Fluores-
zenz detektiert wurde (Abbildung2c,d). Die erhaltenen
Signal/Rausch-Verhiltnisse iibertreffen zuvor beschriebene
Werte fiir Fluoreszenz-basierte Screening-Methoden.® !

Die Verldngerungsaktivititen fiir das einfach und das
distal fehlgepaarte Substrat sowie die abasische Stelle betru-
gen nur 15-30% derjenigen fiir das kanonische Substrat, fiir
das dreifach fehlgepaarte Substrat sogar nur 3-5%. Insge-
samt fanden wir ein breites Spektrum an unterschiedlichen
Aktivitdten in den durchmusterten 736 Enzymmutanten. Dies
ermOglichte uns das Charakterisieren und Klassifizieren
durch spezifische ,,Fingerabdriicke* der DNA-Polymerasen.
Die vielversprechendsten drei Mutanten (m1-m3) wurden
daraufhin erneut exprimiert, gereinigt und in Reaktionen in
Losung weitergehend charakterisiert (siche Hintergrundin-
formationen).

Mutante m1 zeigte eine auBergewdhnliche Diskriminie-
rung fehlgepaarter Substrate und eine geringere Tendenz zur
Uberwindung der abasischen Stelle als das Wildtypenzym
(Abbildung 3 a). Die Sequenzierung des mutierten Gens wies
die Einzelmutation Serin 460 (S460) zu Prolin (P) auf. S460 ist
in der H-Helix der KlenTag-Daumendoméine lokalisiert
(Abbildung 3b). Wegen der Helix-brechenden Eigenschaften
von Prolin!” kann angenommen werden, dass die Helix in der
S460P-Mutante ihre definierte Konformation verloren hat.
Die Mutanten m2 und m3 zeigten gegensétzliche Eigen-
schaften und wiesen eine hohere Fihigkeit fiir die Uberwin-
dung der abasischen Stelle (an Nucleotidposition 24) als das
Wildtypenzym auf. Ebenfalls zeigten m2 und m3 eine hohere
Verldngerungsaktivitdt mit den fehlgepaarten Substraten als
der Wildtyp und Mutante m1.

Die Sequenzierung der Mutanten offenbarte zwei Muta-
tionen fiir m2 (Y455N, V766A) und vier Mutationen fiir m3
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Abbildung 3. Evaluierung der veranderten Eigenschaften der durch
OAEA identifizierten Mutanten. a) Prozessierung verschiedener DNA-
Substrate in Lésung durch die evolvierten KlenTag-Mutanten (m1-m3)
im Vergleich mit dem Wildtypenzym. Alle Reaktionen wurden mit den
identischen Reaktionspuffer- und dNTP-Konzentrationen durchgefiihrt
(je 100 um). Enzymkonzentrationen und Inkubationszeiten: kanonisch
gepaart, einfach und distal fehlgepaart: 1 nm, 15 min; dreifach fehlge-
paart und abasisch: 50 nm, 60 min. In den letzten beiden Fillen waren
eine héhere Enzymkonzentration und eine verlingerte Inkubationszeit
notwendig, um die Verldngerung der starker gestérten DNA-Komplexe
zu erzielen. Genauere experimentelle Details finden sich in den Hinter-
grundinformationen. M: Marker, Reaktion ohne Enzym. b) Die Mutati-
onsstellen in den evolvierten KlenTag-DNA-Polymerasen m1 (rot), m2
(grun) und m3 (blau) sind in Form eines Bandermodells der KlenTaq
(PDB-Code: 1QSS)!"® dargestellt. Die VergroRerung zeigt die gefunde-
nen Mutationsstellen von m1-m3 in der H-Helix.

(L359P, R457G, E537G, V5861). Bisher ist noch unklar, wel-
cher Aminosdurenaustausch am stérksten zu den beobach-
teten Effekten beitrdgt. Beide Mutanten m2 und m3 weisen
genau wie m1 Mutationen in der H-Helix auf (Abbildung 3b).
Zwar geht die H-Helix keinen direkten Van-der-Waals-Kon-
takt mit dem DNA-Substrat ein, unsere Befunde zeigen al-
lerdings, dass eine Mutation in dieser Helix einen Einfluss auf
das Prozessieren von verschieden Substraten haben kann.

Unsere Screening-Methode ermoglicht die Erstellung von
DNA-Polymerase-,,Fingerabdriicken durch direktes Ver-
gleichen der Prozessierungseigenschaften der DNA-Polyme-
rase mit den verschiedenen DNA-Substraten. Die erhaltenen
Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass
die leichtere Uberwindung von DNA-Schiden durch m2 und
m3 mit einer geringeren Diskriminierung von fehlgepaarten
Substraten einhergeht, in Einklang mit fritheren Berich-
ten.5*1%! m1 scheint hingegen generell eine hohere Diskri-
minierung fiir gestorte DNA-Strukturen, wie fehlgepaarte
Primer-Striange und DNA-Schédden, aufzuweisen.

Wir haben hier von einem neuen Mikroarray zur gerich-
teten Evolution von DNA-Polymerasen berichtet, den wir
Oligonucleotid  adressierenden  Enzymassay (OAEA)
nennen. Erste Ergebnisse demonstrieren die Brauchbarkeit
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unserer Methode. Wir konnten neue DNA-Polymerasemu-
tanten mit verdnderten Eigenschaften identifizieren. Im
Vergleich zu anderen bekannten Methoden fiir die gerichtete
Evolution von DNA-Polymerasen bietet der OAEA mehrere
signifikante Vorteile: Zum einen ermoglicht diese Methode
das mehrfache simultane Durchmustern von verschiedensten
DNA-Polymeraseaktivititen unter identischen Bedingungen.
Zusitzlich konnen ohne weiteres Mehrfachbestimmungen,
wie hier mit Duplikaten gezeigt, von jeder Reaktion durch-
gefiihrt werden. Diese Eigenschaften machen den OAEA zu
einer verlésslichen und wenig fehlerbehafteten Methode in
Bezug auf falsch-positive und falsch-negative Befunde. Wei-
terhin konnen bei einem &uflerst geringen Verbrauch an
Reagentien alle Schritte durch automatisierte Pipettierrobo-
ter durchgefithrt werden. Angesichts der heutigen Fort-
schritte bei der Mikroarray-Herstellung mit mehr als 6 000 000
moglichen diskreten Spots™®! auf einem Chip kénnte ein si-
multanes Ultra-Hochdurchsatz-Screening von groflen Bi-
bliotheken mit Tausenden von Mutanten realisiert werden.
Ferner konnten, da alle Reaktionen einzeln ausgefiihrt
werden konnen, einzelne DNA-Polymerasen verschiedenen
Ursprungs parallel charakterisiert werden. Zusétzlich konnen
andere DNA modifizierende Enzyme wie Ligasen oder En-
donucleasen zur mehrfachen gerichteten Evolution mithilfe
von OAEA verwendet werden.
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