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DNA-Polymerasen katalysieren die gesamte DNA-Synthese
in der Zelle[1] und sind Schl�sselwerkzeuge f�r molekular-
biologische Kerntechniken.[2] Als Erg�nzung zu den nat�rlich
vorkommenden DNA-Polymerasen wurden etliche modifi-
zierte DNA-Polymerasen mit neuen Charakteristika entwi-
ckelt. Dazu wurde bislang auch die gerichtete Evolution mit
den zwanzig nat�rlichen Aminos�uren als vielversprechende
Methode zur Erzeugung von Nucleins�ure-Polymerasen mit
ver�nderten Eigenschaften[3] genutzt. Der Einbau nichtna-
t�rlicher Aminos�uren mit funktionellen Gruppen, die in
nat�rlichen Aminos�uren nicht vorhanden sind, kann zu einer
erweiterten chemischen und biologischen Vielfalt von Pro-
teinstrukturen und Proteineigenschaften f�hren.[4]

Die Verwendung auxotropher Bakterienst�mme, die eine
bestimmte nat�rliche Aminos�ure biologisch nicht herstellen
k�nnen, erm�glicht den Ersatz einer Aminos�ure durch ein
nichtnat�rliches Analogon. Nachdem die nat�rliche Amino-
s�ure in einem Medium aufgebraucht ist, f�hrt die Induktion
der Expression eines Zielproteins bei gleichzeitiger Zugabe
des nichtnat�rlichen Analogons durch „Einbau durch selek-
tiven Druck (SPI)“[5] zum Einbau der nichtnat�rlichen Ami-
nos�ure.

Die Synthese von fluorierten Proteinen wurde in der
Vergangenheit ausf�hrlich untersucht.[6] Diese Studien erga-
ben auch, dass der Einbau trifluorierter, sehr viel st�rker
hydrophober Aminos�ureanaloga wie Trifluormethionin
(TFM)[7] zu Proteinen mit neuen Charakteristika f�hren
kann.[4] Allerdings besteht bei der Verwendung von TFM
anstelle von Methionin, um Enzyme mit neuen Funktionen
und Eigenschaften zu generieren, die Gefahr, dass der Aus-
tausch zu ung�nstigen Wechselwirkungen f�hrt. So setzt die
globale Substitution nat�rlicher Aminos�uren durch trifluo-
rierte Analoga das nat�rlich entwickelte Proteinger�st der
Gefahr aus, korrekte Faltung, ausreichende Stabilit�t oder
enzymatische Aktivit�t zu verlieren.[4a] Demzufolge sind nur
wenige Proteine bekannt, in denen Methionin global durch
TFM ersetzt wurde.[8] Darunter ist ein einziges Enzym
(Phagen-Lysozym), das 18 kDa schwer ist und in dem ca. 70%
der drei Methioninreste durch TFM ersetzt wurden.[8b]

Wir berichten hier �ber die Synthese einer vielfach fluo-
rierten DNA-Polymerase. Diese N-terminal verk�rzte Vari-
ante der DNA-Polymerase I aus Thermus aquaticus (Klen-
Taq) ist eine thermophile DNA-Polymerase, die aus 540
Aminos�uren besteht und dabei 13 Methioninreste (Met)
enth�lt,[9] die global mit einem Substitutionsgrad von ca. 82%
durch TFM ersetzt wurden (Schema 1). Diese vielfach fluo-

rierte KlenTaq war hochaktiv und wies eine �hnliche Selek-
tivit�t wie das Wildtyp(WT)-Enzym auf. Dar�ber hinaus er-
m�glicht das Einf�gen des NMR-aktiven 19F-Kerns Unter-
suchungen der Dynamik der DNA-Polymerase durch 19F-
NMR-Spektroskopie. Trotz des hohen Molekulargewichts
von 63 kDa sind mindestens neun 19F-Signale getrennt zu
beobachten, die es erm�glichen, unterschiedliche Zust�nde
der DNA-Polymerase auf dem Weg zum Einbau eines ka-
nonischen oder nichtkanonischen Nucleotids zu unterschei-
den. Nach unserem Wissen ist dies das bei weitem gr�ßte
enzymatisch aktive Protein, bei dem Met global durch TFM
ersetzt wurde.

Zun�chst inkorporierten wir mithilfe des Met-auxotro-
phen E.-coli-Stammes B834(DE3) in einem definierten Mi-
nimalmedium TFM in die KlenTaq-DNA-Polymerase. Dazu
inkubierten wir die Zellen, nachdem Met aufgebraucht war,
einige Stunden in der station�ren Phase, wuschen und resus-
pendierten sie, gaben d,l-TFM zu und induzierten die Pro-
teinexpression. Hierf�r konnte die racemische Mischung von
TFM verwendet werden, weil anzunehmen war, dass E. coli
nur die l-Form in Proteine einbaut. KlenTaq-WT wurde
mithilfe desselben E.-coli-Stammes im �blichen LB-Medium
exprimiert. Beide Enzyme wurden gereinigt (Schema 1b).
Der Substitutionsgrad der KlenTaq-TFM wurde durch Elek-

Schema 1. Mehrfach TFM-markierte KlenTaq-DNA-Polymerase. a) Die Met-
Reste der KlenTaq-DNA-Polymerase (PDB-Eintrag: 3 KTQ) sind rot hervor-
gehoben. b) Ergebnis der SDS-PAGE-Trennung von aufgereinigtem Klen-
Taq-WT (Met) und KlenTaq-TFM (TFM). M: Marker [kDa].
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trosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) be-
stimmt (Abbildung 1 und Hintergrundinformationen). Ein
Vergleich der Molekulargewichte von KlenTaq-TFM und
-WT zeigt, dass rund 82 % der 14 Met-Aminos�uren (13 vom
KlenTaq-Gen, 1 Startmethionin) durch TFM ersetzt wurden.
Mit einem Trypsin-Verdau und der Analyse der Fragmente
mit einer Kombination aus Fl�ssigkeitschromatographie (LC)
und ESI-MS war es uns m�glich, 7 der 14 Met-Positionen zu
identifizieren (siehe Hintergrundinformationen). An Position
M673 wurde nur TFM nachgewiesen, dagegen haben wir f�r
die anderen sechs Positionen neben dem TFM-modifizierten
Peptidfragment immer auch das mit Met gefunden. Dies weist
darauf hin, dass jede Met-Position zu einem gewissen Teil
fluoriert ist.

Als N�chstes untersuchten wir, ob die hochmodifizierte
KlenTaq-TFM noch enzymatisch aktiv war. Hierf�r f�hrten
wir zwischen 37 und 70 8C Primerverl�ngerungsreaktionen
durch (Abbildung 2a). Beide Enzyme, KlenTaq-TFM und
-WT, konnten unter allen Bedingungen den Primerstrang zur
Volll�nge verl�ngern (30 Nucleotide (nt)). Der templat-
unabh�ngige Einbau eines zus�tzlichen Nucleotids f�hrte zu
31 nt langen Produkten. Dies wurde f�r DNA-Polymerasen
mit defizienter 3’!5’-Exonuclease-Funktion bereits be-
schrieben.[10] Mit Primerverl�ngerungsreaktionen bei 72 8C
untersuchten wir die spezifische Aktivit�t der DNA-Poly-

merasen und stellten fest, dass die KlenTaq-TFM mehr als ein
Drittel der Aktivit�t des Wildtyps beibehalten hat (siehe
Hintergrundinformationen). Demzufolge ist die vielfach
fluorierte KlenTaq-TFM immer noch eine hochaktive DNA-
Polymerase, selbst bei Temperaturen �ber 70 8C.

Um zu ermitteln, ob der hohe Met!TFM-Substitutions-
grad die Stabilit�t des Proteins beeinflusst, verglichen wir die
Thermostabilit�ten von KlenTaq-TFM und -WT. Die Enzyme
wurden unterschiedlich lang auf 95 8C erhitzt, und im An-
schluss wurde ihre Aktivit�t in Primerverl�ngerungsreaktio-
nen bestimmt. Wir beobachteten, dass die KlenTaq-TFM an
Stabilit�t verlor und nach mehr als 30 min bei 95 8C weniger
als 50% an Primerverl�ngerungsaktivit�t aufwies, wohinge-
gen der Wildtyp selbst nach �ber f�nf Stunden bei 95 8C eine
Aktivit�t von 90 % zeigte (siehe Hintergrundinformationen).
Trotzdem stellte sich heraus, dass die KlenTaq-TFM immer
noch PCR-aktiv war und sogar lange PCR-Produkte ampli-
fizieren konnte (Abbildung 2b). Außerdem war ihre Aktivi-
t�t in Echtzeit-PCR-Experimenten vergleichbar mit der des
Wildtyps (siehe Hintergrundinformationen).

Um die Selektivit�t der KlenTaq-TFM zu bestimmen,
ermittelten wir mithilfe eines bekannten PCR-basierten
Assays[11] ihr Fehlerspektrum (siehe Hintergrundinformatio-
nen). Die Fehlerrate von 3.2 � 10�5 ist fast identisch mit der
Fehlerrate, die f�r den KlenTaq-WT (8.8 � 10�5) ermittelt
wurde.[12] Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen,
dass der globale Austausch von Met gegen TFM den gr�ßten
Einfluss auf die Stabilit�t des Enzyms hat. Obwohl die Met!
TFM-Substitution zweifelsfrei den sterischen Anspruch von
Met erh�ht,[4, 7] und trotz der Tatsache, dass die Met-Einheiten
vor allem im Kern der KlenTaq-DNA-Polymerase liegen, sind
Aktivit�t und Genauigkeit nahezu unver�ndert. Das heißt,
dass die Verwendung �beraus stabiler Proteine die M�glich-
keit schafft, mehrfach fluorierte Aminos�uren mit hohem
Substitutionsgrad selbst in den Kern eines Enzyms einzu-
bauen, ohne dessen Aktivit�t erheblich zu beeinflussen.

Struktur- und Funktionsuntersuchungen an der KlenTaq
weisen darauf hin, dass das Enzym wichtige Konformations-

�nderungen bei der DNA- und Nucleotid-
bindung durchl�uft.[13] Das Einbringen von
19F durch den Austausch von Methionin
gegen TFM erlaubt Untersuchungen der
Enzymdynamik bei der Substraterkennung
und der DNA-Synthese. Deshalb analy-
sierten wir das Enzym mit 19F-NMR-
Spektroskopie. Die freie KlenTaq-TFM
liefert Signale nahe der chemischen Ver-
schiebung der TFM-Aminos�ure von d-
(19F) =�41 ppm. Von den wegen der 14
Sequenzpositionen von TFM erwarteten 14
Signalen konnten mindestens 9 identifiziert
werden (bei d =�38.31, �39.20, �39.42,
�39.68, �40.12, �40.52, �40.95, �41.03
und �41.39 ppm; Abbildung 3 A). Ihre Li-
nienbreiten sind deutlich unterschiedlich
(von 12 Hz beim sch�rfsten Signal (d =

�40.95 ppm) bis ca. 80 Hz bei den breiten
Signalen (�38.31 und �41.39 ppm)).

Abbildung 1. Dekonvulierte ESI-Massenspektren von KlenTaq-WT
(62883.0 Da, ber. 62830 Da) und -TFM (63504.4 Da). M : Molek�l-
masse. Siehe auch die Hintergrundinformationen.

Abbildung 2. Aktivit�t der KlenTaq-TFM. a) KlenTaq-WT- und -TFM-katalysierte Primerverl�n-
gerungsreaktionen. Teilsequenzen von verwendetem Primer und Templat sind oben darge-
stellt. P: nur Primer; Temperatur: Primerverl�ngerung bei 37.0, 37.8, 40.1, 43.7, 47.6, 51.5,
55.4, 59.4, 63.3, 66.9, 69.2 oder 70.0 8C. b) PCR-Amplifikation eines 1655 bp langen Frag-
ments durch KlenTaq-WT (Met) und -TFM (TFM). PCR-Programm: Zu Beginn 30 s bei 95 8C
und anschließend 35 Zyklen mit 20 s bei 95 8C, 60 s bei 65 8C und 120 s bei 72 8C. M: Marker
[bp].
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Diese Unterschiede sind h�chstwahrscheinlich bedingt
durch unterschiedliche Relaxationszeiten der TFM-Einheiten
an den verschiedenen Positionen in der 3D-Struktur der
KlenTaq-TFM. So ist zu erwarten, dass oberfl�chenexpo-
nierte CF3-Gruppen, die eine hohe Flexibilit�t besitzen,
deutlich sch�rfere NMR-Linien aufweisen als CF3-Gruppen,
die sich im hydrophoben Kern befinden. Als Gr�nde sind hier
k�rzere lokale Rotationskorrelationszeiten und eine gerin-
gere Zahl von Protonen als dipolare Kopplungspartner zu
nennen. Die strukturelle Heterogenit�t, die durch unvoll-
st�ndige Substitution von Met durch TFM auftritt, k�nnte
ebenfalls zu Linienverbreiterungen f�hren. Deshalb kommen
wir zu der Schlussfolgerung, dass das scharfe Signal bei d =

�40.95 ppm, das unabh�ngig von der Anwesenheit von Sub-
straten in allen Spektren auftritt, vom Start-TFM stammt, das
sich am vermutlich hochflexiblen N-Terminus befindet. Alle
anderen Signale werden durch die Zugabe von Substraten
mehr oder weniger stark beeinflusst. So treten bei der Bildung
eines bin�ren Protein-DNA-Komplexes nach Zugabe eines
DNA-Primer-Templat-Komplexes einige scharfe Signale
(Halbwertsbreite < 40 Hz) bei neuen chemischen Verschie-
bungen auf (d =�40.03, �40.37, �41.24 ppm), und das Aus-
sehen der breiten Signale beispielsweise um d =�38.31 oder
�39.40 �ndert sich ebenfalls (Abbildung 3B). Zugabe von
2’,3’-Didesoxycytidin-5’-triphosphat (ddCTP) sollte dann zur
Bildung des Phosphodiesters mit ddCTP und des tern�ren
Komplexes mit einem zweiten, im aktiven Zentrum gebun-
denen ddCTP f�hren.[13] Tats�chlich unterscheidet sich das
Spektrum des tern�ren Komplexes (Abbildung 3C) sowohl
vom Spektrum der freien DNA-Polymerase als auch von dem
des bin�ren Komplexes: Die relativ scharfen Signale treten
jetzt bei d =�40.02, �40.23 und �41.30 ppm auf, und die
breiten Signale beispielsweise bei d =�38.69 und�39.59 ppm
�ndern erneut ihr Aussehen. Zusammenfassend spricht das
f�r eine weitere Konformations�nderung der KlenTaq-TFM
durch die Wechselwirkung mit ddCTP.

In einem analogen Experiment mit einem
DNA-Templat, das an der entsprechenden
Position Adenin (A) anstelle von Guanin (G)
aufweist, f�hrt die Zugabe von ddCTP zur
Bildung eines fehlgepaarten C-A-Basenpaars.
Wir konnten beobachten, dass sich das 19F-
NMR-Spektrum dieses Komplexes von dem
des Komplexes mit der richtigen Basenpaa-
rung unterscheidet. Nahezu alle CF3-Signale
des fehlgepaarten Komplexes (Abbil-
dung 3D) zeigen eine deutliche Linienver-
breiterung. Abgesehen vom Signal bei d =

�40.95 ppm, das wir dem N-terminalen TFM
zuweisen (siehe oben), gibt es keine weiteren
Signale mit scharfen Linien. Stattdessen liegt
ein relativ breiter Signalberg um d =

�40.2 ppm vor. Dies deutet im Fehlpaa-
rungsfall, bei dem ddCTP in ziemlich hoher
Konzentration eingesetzt wurde, um eine
S�ttigung der Nucleosidtriphosphat-Bin-
dungstasche sicherzustellen, auf wesentliche
Ver�nderungen der Proteindynamik oder auf
eine vorhandene strukturelle Heterogenit�t

hin. Diese Struktur�nderungen tragen m�glicherweise durch
eine geringere Effizienz beim Einbau eines nichtkanonischen
Nucleotids zur Selektivit�t der KlenTaq-TFM bei. Somit war
es m�glich, 19F-NMR-spektroskopisch vier Zust�nde der
DNA-Polymerase auf dem Weg zum Nucleotideinbau zu
unterscheiden.

Wir haben hier die Synthese einer vielfach fluorierten
DNA-Polymerase vorgestellt, die nahezu die gleiche Aktivi-
t�t und Genauigkeit wie das Ursprungsenzym aufweist. Auf-
grund des hohen Met!TFM-Substitutionsgrads und des in-
tensiven CF3-Signals – selbst nach dem Einbau in dieses ver-
gleichsweise große Protein – ist die KlenTaq-TFM eine opti-
male 19F-NMR-Sonde, um �nderungen von Konformation
und Dynamik w�hrend der enzymatischen Katalyse aufzu-
kl�ren. Diese Ergebnisse er�ffnen neue Anwendungsm�g-
lichkeiten wie die gerichtete Evolution von DNA-Polymera-
sen mit neuen Eigenschaften in Kombination mit einem er-
weiterten Aminos�urerepertoire[3, 14] oder fortf�hrende Un-
tersuchungen der Dynamik von DNA-Polymerasen durch 19F-
NMR-Spektroskopie, um weiterf�hrende Einblicke in die
Genauigkeit und das Substratspektrum der DNA-Synthese zu
erlangen.
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Abbildung 3. 19F-NMR-Spektren von KlenTaq-TFM A) ohne Nucleins�ure, B) mit 2 �quiv.
DNA-Substrat (GG), C) mit 2 �quiv. DNA-Substrat (GG) und nach Zugabe von 10 �quiv.
ddCTP und D) mit 2 �quiv. eines anderen DNA-Substrats (GA) und nach Zugabe von
>100 �quiv. ddCTP. Die Enzymkonzentrationen waren f�r A, B und C 42 mm und f�r D
18 mm (die Intensit�t bei D wurde an die bei A–C angepasst).
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