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Die Integrit�t des Genoms basiert gr�ßtenteils auf der F�-
higkeit von DNA-Polymerasen, die templatabh�ngige DNA-
Synthese w�hrend der DNA-Replikation, -Reparatur und
-Rekombination selektiv nach der Watson-Crick-Regel zu
katalysieren. Manchen DNA-Polymerasen gelingt die selek-
tive Informationsweitergabe an die Nachkommen nach der
Watson-Crick-Regel mit einer intrinsischen Fehlerrate von
nur einem Fehler pro eine Million synthetisierter Nucleoti-
de.[1] Diese Rate liegt wesentlich unter dem Wert, den man
erwarten w�rde, wenn man haupts�chlich die energetischen
Unterschiede zwischen kanonischer (d. h. Watson-Crick-) und
nichtkanonischer Paarung der Nucleobasen ber�cksichtigt.[1]

Als maßgebend f�r die Selektivit�t von DNA-Polymerasen
gelten weitgehend geometrische Faktoren.[1] So nimmt man
an, dass sehr selektive DNA-Polymerasen kanonische Nuc-
leotide aufgrund genauer sterischer Komplementarit�t des
neu gebildeten Basenpaars zum aktiven Zentrum des Enzyms
selektieren.

Synthetische Nucleotidanaloga mit gezielt entworfenen,
neuen Eigenschaften kommen h�ufig zum Einsatz, um Me-
chanismen zu untersuchen, die f�r die Selektivit�t von DNA-
Polymerasen verantwortlich sind.[2] So wurden isostere Nuc-
leotide mit hydrophoben Nucleobasen entwickelt, um den
Beitrag von Wasserstoffbr�cken zur Selektivit�t von DNA-
Polymerasen zu studieren.[1d,e,3] Zur Untersuchung sterischer
Effekte bei der Wechselwirkung von DNA-Polymerasen mit
ihrem Substrat haben wir 4’-Alkyl-modifizierte Nucleotide
mit zunehmendem sterischem Anspruch entwickelt.[4] Die
Modifikationen wurden am Zuckerrest eingef�hrt, da Struk-
tur- und Funktionsstudien von DNA-Polymerasen ergaben,
dass die Zuckerreste von Nucleotiden an der Substraterken-
nung beteiligt sind. Diese Wechselwirkungen k�nnten f�r das
Enzym, zus�tzlich zur Geometrie der Nucleobasen, eine
M�glichkeit zur Selektion bieten. Es wurden Alkylgruppen
verwendet, da so m�gliche Auswirkungen auf die Wasser-

stoffbr�cken und Konformationen der Nucleotide minimiert
sind. Durch den Einsatz dieser vergr�ßerten Nucleotide in
funktionellen Studien an DNA-Polymerasen konnte der
Einfluss unterschiedlicher sterischer Parameter auf die Se-
lektivit�t von DNA-Polymerasen untersucht werden. Hier
zeigen wir die ersten Kristallstrukturen einer DNA-Polyme-
rase im Komplex mit 4’-methyliertem oder 4’-ethyliertem
Thymidin-5’-triphosphat.

Durch hochaufgel�ste Kristallstrukturen der KlenTaq,
einer N-terminal verk�rzten Form der DNA-Polymerase aus
Thermus aquaticus,[5] konnten Waksman et al. bedeutende
Erkenntnisse �ber den Einbaumechanismus von Nucleotiden
w�hrend der DNA-Polymerisation gewinnen.[6] KlenTaq ist
ein Mitglied der DNA-Polymerasen-Sequenzfamilie A, die in
Pro- und Eukaryoten an der DNA-Replikation und -Repa-
ratur beteiligt sind.[7, 8] Da es noch keine Daten �ber das
Verhalten der KlenTaq beim Einbau 4’-alkylierter Thymidin-
5’-triphosphate (dTRTPs) gibt, untersuchten wir zuerst die
Kinetik des Nucleotideinbaus mithilfe der Quench-Flow-
Technik (Tabelle 1). Unsere Daten zeigen, dass KlenTaq die

vergr�ßerten Nucleotide mit geringerer Effizienz (kpol/KD,
KD = Dissoziationskonstante, kpol = Polymerisationskonstan-
te) als das nat�rliche Pendant (dTHTP) einbaut: W�hrend der
KD-Wert nur 4–5-fach erh�ht ist, wurde eine 51- und 67-fache
Verringerung des kpol-Wertes beobachtet. F�r beide vergr�-
ßerten Nucleotide wurden �hnliche kinetische Werte erhal-
ten. Die Ver�nderung der Einbaueffizienz durch Einf�hrung
einer zus�tzlichen Methylengruppe in das nat�rliche Nucle-
otid ist deutlich gr�ßer als der Unterschied zwischen der

Tabelle 1: Kinetische Daten der Nucleotideinbauten durch KlenTaq-
Wildtyp und I614-Mutante.

dTRTP KD [mm] kpol [s�1] kpol/KD

[m�1 s�1]
rel. Eff.[a]

Wildtyp
dTHTP 25.0�3.1 8.80�0.34 352000 1
dTMeTP 119�20 0.17�0.01 1430 0.0041
dTEtTP 115�16 0.13�0.01 1130 0.0032

I614A
dTHTP 6.83�0.55 13.3�0.3 1950000 1
dTMeTP 10.4�0.8 3.62�0.08 350000 0.18
dTEtTP 4.44�0.37 2.01�0.04 450000 0.23

[a] rel. Eff.: relative Effizienz; Effizienz: kpol/KD.
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Methyl- und Ethylmodifikation. �hnliche Effekte wurden
bereits in Studien an Enzymen aus derselben Sequenzfamilie
beobachtet.[4a,f,g]

Um die strukturellen Hintergr�nde f�r die Prozessierung
von dTRTP durch KlenTaq aufzudecken, versuchten wir,
Kristalle der Enzyme im Komplex mit Primer, Templat und
eintretendem dTRTP zu erhalten. Tats�chlich konnten wir
unter Verwendung einer beschriebenen Kristallisationsstra-
tegie[6] mehrere Kristalle erhalten und ihre Strukturen l�sen.
Die Kristalle des tern�ren Komplexes der KlenTaq mit ge-
bundenem dTRTP wurden aus einem Ansatz erhalten, der
außer dem Enzym auch einen 11nt-Primer (nt = Nucleotid)
sowie ein komplement�res 16nt-Templat mit einer 3’-GA-5’-
Sequenz im Anschluss an das 3’-Ende des Primers enthielt.
Zugabe von 2’,3’-Didesoxycytidin-5’-triphosphat (ddCTP)
und dTRTP f�hrt zur Verl�ngerung des Primers und dem
Einbau von 2’,3’-Didesoxycytidin-5’-monophosphat. Da das
neu gebildete Primerende am Zuckerrest keine 3’-OH-
Gruppe tr�gt, wird eine weitere Verl�ngerung verhindert, und
es wurde erwartet, dass das dTRTP an der dNTP-Bindungs-
stelle bindet.

Die erhaltenen Kristalle beugten bis zu einer Aufl�sung
von 2.0 und 2.2 
, und die Strukturen wurden durch Diffe-
renz-Fourier-Techniken gel�st (Details siehe Tabelle S1 in
den Hintergrundinformationen). Die Strukturen zeigen eine
Momentaufnahme des Einbaus von dTMeTP bzw. dTEtTP
gegen�ber von einem Adenin im Templat.

Die Strukturen der KlenTaq im Komplex mit dTMeTP und
dTEtTP sind sehr �hnlich zur KlenTaq-Struktur im Komplex
mit ddTHTP (PDB-Code: 1QTM), die schon fr�her be-
schrieben wurde[6e] (0.34 und 0.31 
 mittlere quadratische
Abweichung f�r Ca-Atome). Dies zeigt, dass die Modifika-
tionen nur eine geringe Auswirkung auf die Gesamtkonfor-
mation des Enzyms haben (Abbildung 1 a). Speziell im akti-
ven Zentrum zeigt das Aminos�urer�ckgrat nur minimale
Abweichungen. Das Gleiche gilt f�r den Primer- und Tem-
platstrang der DNA. Die DNA liegt gr�ßtenteils in der B-

Form vor. Eine Ausnahme bilden die drei Basenpaare am
Ende des DNA-Duplexes in Nachbarschaft zum aktiven
Zentrum: Diese weisen eine A-Form auf, wie es auch in den
Strukturen mit nichtmodifizierten Nucleotiden gefunden
wurde.[6] Die Elektronendichte in den fr�her publizierten
Strukturen der KlenTaq im tern�ren Komplex mit einem
16nt-Templat hatte nur die Modellierung von 14 Nucleotiden
erm�glicht,[6] w�hrend bei den nun von uns gel�sten Struk-
turen das gesamte Templat aufgel�st wurde. Die zwei 5’-ter-
minalen Nucleotide des Templatstrangs zeigen in Richtung
der Daumendom�ne der Polymerase und nehmen in den zwei
Strukturen leicht unterschiedliche Orientierungen ein (siehe
Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). Die Diffe-
renzdichten in der Nucleotid-Bindungsstelle belegen, dass
dTMeTP und dTEtTP tats�chlich in der Struktur vorhanden
sind. Das verfeinerte Modell zeigt, dass die 2’-Desoxyribose
des Nucleotids in der N-Konformation vorliegt (Abbil-
dung 1b,c), analog zu ddTHTP in der Struktur 1QTM. Wei-
terhin sind die Orientierung der Nucleobase in Bezug auf das
codierende Adenin sowie die Triphosphateinheit ebenfalls
vergleichbar mit den Daten, die mit dem nat�rlichen Nucle-
otid erhalten wurden (siehe Abbildung S2 in den Hinter-
grundinformationen). Die Bindung des dNTP durch das
Enzym wird begleitet von einer Umorientierung der Struktur.
Besonders die Bewegung der O-Helix wurde als entschei-
dender Punkt in dem Prozess diskutiert, bei dem das eintre-
tende Nucleotid zum aktiven Zentrum gelangt. Das Schließen
der O-Helix soll die nachfolgende Katalyse vorantreiben.[10]

In den hier beschriebenen Strukturen ist die Konformation
der jeweiligen O-Helix vergleichbar mit jener der publizier-
ten Struktur mit ddTHTP (siehe Abbildung S3 in den Hin-
tergrundinformationen).

Die Daten f�r dTMeTP und dTEtTP zeigen, dass die
Schließbewegung vollst�ndig stattfinden kann und alle
Komponenten des aktiven Zentrums richtig platziert sind, um
dem Enzym die Katalyse einer Phosphodiester-Bindungsbil-
dung zu erm�glichen (Abbildung 2).

�hnliche Konformationen werden f�r die publizierte
Struktur mit ddTHTP[6] gefunden. F�r die Anordnung des
eintretenden Nucleotids, der Magnesiumionen und der Was-
sermolek�le findet man ebenfalls nur minimale Unterschiede
(Abbildung 2). Die Strukturen mit dTMeTP, dTEtTP und
ddTHTP lassen sich gut �berlagern, was darauf schließen l�sst,
dass das Enzym die Nucleotide nach einem �hnlichen Me-
chanismus einbaut. Unsere Kinetikstudien jedoch zeigen,
dass die Phosphodiesterbindung zum eintretenden dTRTP mit
bedeutend niedrigerer Effizienz gebildet wird (Tabelle 1).
Zwischen der C3’-Position des Primerendes und dem Phos-
phoratom der a-Phosphateinheit des eintretenden dTRTP
wird in den dTMeTP- und dTEtTP-haltigen Strukturen ein
Abstand von 3.9 
 beobachtet. In der publizierten Struktur
der KlenTaq im Komplex mit ddTHTP[6e] wurde ein kleinerer
Abstand von 3.5 
 bestimmt. Auch wenn diese Zunahme der
Abst�nde mit der Abnahme der Einbaueffizienzen korreliert,
muss man beachten, dass die Strukturvariationen bei dieser
Aufl�sung innerhalb des Fehlers der Modellverfeinerung
liegen.

Neue Studien belegen, dass das Schließen der O-Helix zu
schnell vonstatten geht, um in der Reaktion geschwindig-

Abbildung 1. Strukturen der tern�ren Komplexe der KlenTaq-DNA-Poly-
merase. a) �berlagerung der Gesamtstrukturen der KlenTaq im Kom-
plex mit Primer, Templat und dTMeTP (gelb), dTEtTP (braun) oder
ddTHTP (gr�n). KlenTaq ist in B�nderdarstellung gezeigt, die 4’-alkylier-
ten Nucleotide als Stabmodelle. b) dTMeTP (C gelb, O rot, N blau, P
orange) und c) dTEtTP (C braun) im Komplex, �berlagert mit der jewei-
ligen mFo-DFc simulated annealing omit map bei 4s. Alle Abbildun-
gen wurde mit PyMOL[9] erstellt.
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keitsbestimmend zu sein.[11] Damit sind andere Schritte, die
nach dem Schließen der O-Helix und der richtigen Platzie-
rung der eintretenden Nucleobase stattfinden, geschwindig-
keitsbestimmend. Da es nicht m�glich ist, andere Zwischen-
produkte der chemischen Reaktion im Experiment abzufan-
gen, k�nnen wir �ber den Grund der kinetischen Unter-
schiede nur spekulieren. Zuvor haben Warshel et al. empiri-
sche Valenzbindungsrechnungen an der T7-DNA-Polymerase
durchgef�hrt, die zeigten, dass der nucleophile Angriff und
nicht die Bildung des tern�ren Komplexes geschwindigkeits-
bestimmend ist.[12] Die Simulationen legten ebenfalls nahe,
dass sehr geringf�gige Konformationsunterschiede, die aus
falsch gepaarten Basen resultieren, zu steigenden Reakti-
onsbarrieren f�hren k�nnen. Theoretische Studien an DNA-
Polymerase b kamen zum selben Ergebnis: Kleine �nde-
rungen im Bindungsmuster des Substrats k�nnen zu starken
�nderungen im Reaktionsmechanismus f�hren.[13] Auf �hn-
liche Weise k�nnte die sterische Hinderung, die von den zu-
s�tzlichen Alkylgruppen der Sonden verursacht wird, dazu
f�hren, dass die Reaktion auf einem Weg mit einer gr�ßeren
Reaktionsbarriere abl�uft. Letztlich k�nnte auch der �ff-
nungsschritt durch den ver�nderten sterischen Anspruch be-
einflusst sein.[14]

Um Einblicke in potenziell wichtige Wechselwirkungen
der Modifikationen mit nahe gelegenen Aminos�ureresten zu
erhalten, untersuchten wir die Proteinumgebung genauer.
Die 4’-Alkylmodifikationen zeigen in einen Spalt innerhalb
der Nucleotidbindungstasche (Abbildung 3). Die kleinsten
Abst�nde zwischen der Modifikation und den Aminos�ure-

resten befinden sich zwischen der 4’-Methylgruppe bzw. der
Methyleneinheit der 4’-Ethylgruppe und der Aminos�ure
I614 (3.5 
 f�r dTMeTP bzw. dTEtTP) sowie E615 (3.4 bzw.
3.3 
). Diese Tatsache macht diese Reste zu prim�ren An-
griffspunkten f�r eine Mutationsanalyse. Gem�ß einer �lte-
ren Arbeit ist ein Carboxylatrest an Position 615 f�r die Ka-
talysef�higkeit des Enzyms erforderlich.[15] So konzentrierten
wir unsere Untersuchungen auf I614, dessen Beitrag zur Se-
lektivit�t und Zuckererkennung schon fr�her diskutiert
wurde.[15, 16] Durch zielgerichtete Mutagenese ersetzten wir

Abbildung 2. Sicht auf das 3’-Ende des Primers, das eintretende Nucle-
otid und die Aminos�uren, die die zweiwertigen Kationen komplexie-
ren; Farbcode der Stabmodelle wie in Abbildung 1b,c. a) Struktur des
tern�ren Komplexes der KlenTaq mit Primer, Templat und dTMeTP.
Wassermolek�le (rot) und Magnesiumionen (gr�n) sind als Kugeln ge-
zeigt. b) Wie in (a), f�r den tern�ren Komplex mit dTEtTP. c) Wie in
(a), unter Verwendung der publizierten Struktur mit ddTHTP. d) �ber-
lagerung der drei Strukturen in (a)–(c) nach dem Farbcode in Abbil-
dung 1a.

Abbildung 3. Aminos�urereste in der N�he der 4’-Modifikationen von
a) dTMeTP und b) dTEtTP; Farbcode wie in Abbildung 1b,c. Zus�tzlich
zu den Stabmodellen sind transparent die Connolly-Oberfl�chen ge-
zeigt.
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Isoleucin durch Alanin. Die I614A-Mutation sollte die steri-
sche Hemmung im aktiven Zentrum der KlenTaq durch die
Abwesenheit einer b-Alkylseitenkette aufheben. Die gerei-
nigte Mutante wurde durch transiente Kinetiken, wie oben
beschrieben, untersucht (Tabelle 1). Die I614A-Mutante baut
die 4’-alkylierten Nucleotide dTMeTP und dTEtTP mit der-
selben Aktivit�t ein wie das Wildtypenzym das unmodifi-
zierte dTHTP. Dies f�hrt zu einer mehr als 240- bzw. 400-fach
erh�hten Einbaueffizienz f�r die modifizierten Nucleotide
und geht mit einer 6-fachen Zunahme der Prozessierung von
dTHTP durch die I614A-Mutante im Vergleich zum KlenTaq-
Wildtyp einher. Eine Herabsetzung des sterischen Anspruchs
im aktiven Zentrum des Enzyms durch die Mutation der
Aminos�ure I614, die sich in der N�he der 4’-Alkylmodifi-
kation befindet, f�hrt so zu einer starken Zunahme der Ein-
baueffizienz der gr�ßeren Nucleotide. Dieser Befund zeigt,
dass I614 – ein von Bakterien bis zum Menschen in DNA-
Polymerasen dieser Sequenzfamilie stark konservierter Rest
(siehe Hintergrundinformationen) – eine wichtige Rolle bei
der Zuckererkennung der KlenTaq spielt.

Wir haben hier �ber Strukturaspekte von vergr�ßerten
Nucleotidsonden im aktiven Zentrum einer DNA-Polyme-
rase berichtet. Die Nucleotidsonden nehmen fast identische
Konformationen wie das unmodifizierte Substrat ein, und das
Gleiche gilt f�r die Proteinseitenketten. Da sich die Kinetiken
des Nucleotideinbaus von nat�rlichen und vergr�ßerten Nu-
cleotiden signifikant unterscheiden, l�sst die Tatsache, dass
fast identische Konformationen von Enzym und Substrat
gefunden werden, darauf schließen, dass mechanistische
Schritte geschwindigkeitsbestimmend sind, die in den Kris-
tallstrukturen nicht aufgel�st sind. Das Zusammenspiel mit
verschiedenen Enzymseitenketten k�nnte daf�r urs�chlich
sein. In der Tat erh�ht die Mutation einer einzelnen Seiten-
kette nahe der 4’-Modifikation die Einbaueffizienz der ver-
gr�ßerten Nucleotide bis auf den Wert des unmodifizierten
Substrats. Weitere Strukturuntersuchungen des Wechselspiels
von vergr�ßerten Nucleotiden mit DNA-Polymerasen
werden gegenw�rtig durchgef�hrt, um tiefere Einblicke in die
ver�nderte Selektivit�t des Enzyms durch Mutation zu er-
halten.
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