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Abstract: Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytosin
(5mC) dient der epigenetischen Kontrolle der Gentranskripti-
on in S�ugetieren und hat direkte Auswirkungen auf die Ent-
wicklung und Pathogenese des Menschen. Insbesondere die
Diagnose und Prognostik von Krebspatienten profitierte in
den letzten Jahren enorm von der Entwicklung neuer Metho-
den zur Analyse von DNA-Methylierungsmustern. Wir zeigen
hier, dass zwei hitzestabile DNA-Polymerasen – die DNA-
Polymerase KlenTaq aus Thermus aquaticus und die KOD-
DNA-Polymerase aus Thermococcus kodakaraensis – 3’-
fehlgepaarte Oligonukleotid-Primer gegen�ber 5mC effektiver
verl�ngern als gegen�ber nichtmethyliertem C. Wir konnten
außerdem eine DNA-Polymerase-Mutante mit weiter verbes-
serter 5mC/C-Diskriminierung erzeugen. Diese Mutante
wurde erfolgreich in einer neuartigen 5mC-Detektierungsme-
thode eingesetzt, die es ermçglicht, den Methylierungszustand
eines Cytosins direkt durch PCR von unbehandelter genomi-
scher DNA zu bestimmen.

Symmetrische Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcyto-
sin (5mC) innerhalb des Dinukleotids CpG in Promotorbe-
reichen ist eine bedeutende epigenetische Markierung und
die h�ufigste DNA-Modifikation in Vertebraten.[1] Im Genom
von S�ugetieren liegen 75% der CpG-Dinukleotide methy-
liert vor.[2] In den letzten Jahren wurde erkannt, dass die
Methylierung von Promotoren eine entscheidende Rolle in
der Aktivierung und Deaktivierung der Genexpression
spielt.[3] Außerdem sind dynamische Ver�nderungen der
Methylierungsmuster der DNA bedeutend f�r die Entwick-
lung von S�ugetieren.[4] Hierdurch werden beispielsweise die
X-Inaktivierung,[5] die genomische Pr�gung[5] und die Ent-

wicklung primordialer Stammzellen kontrolliert.[6] Des Wei-
teren ist die Ver�nderung der DNA-Methylierung ein we-
sentlicher Vorgang bei der Entstehung von Krankheiten wie
Krebs.[7] Die Erkenntnis, dass bestimmte Hypo- oder Hyper-
methylierungsereignisse einzig in malignen Zellen vorkom-
men, legt 5mC als einen vielversprechenden Biomarker f�r
Krebs nahe.[8] Tats�chlich wurden bereits einige 5mC-basierte
Biomarker etabliert.[9] Zur Evaluierung des Methylierungs-
status eines Cysteins werden verschiedene Methoden ver-
wendet.[10] Die wichtigsten Methoden beruhen auf Endo-
nukleaseverdau,[11] Affinit�tsanreicherung[12] und Bisulfitum-
wandlung.[13] Zumeist wird die Umsetzung von genomischen
Proben mit Bisulfit verwendet, wobei nichtmethyliertes Cy-
tosin zu Uracil reagiert w�hrend 5mC unver�ndert bleibt.[14]

Anschließende DNA-Sequenzierung oder PCR-Amplifizie-
rung liefern Informationen �ber den Methylierungsstatus. All
diese Methoden haben jedoch erhebliche Nachteile. W�hrend
Affinit�tsanreicherung keine Einzelnukleotidauflçsung er-
reicht, neigen Endonuklease- und Bisulfit-basierende Ans�t-
ze zu falsch-positiven Ergebnissen aufgrund unvollst�ndiger
Umsetzung.[15] Die Notwendigkeit einer Vorbehandlung und
anschließenden Reinigung der Proben resultiert in hohem
Kontaminationsrisiko[16] und Verlust von DNA.[17] Hier de-
monstrieren wir die Umsetzbarkeit eines Analyseansatzes,
der die Methylierung eines einzelnen Cytosins direkt von
genomischer DNA bestimmen kann und den heutigen ar-
beitsaufwendigen[18] Untersuchungsmethoden �berlegen ist.

Um das Verhalten zweier thermostabilen DNA-Polyme-
rasen im Umgang mit Primern, die eine 3’-terminale Fehl-
paarung gegen�ber C oder 5mC tragen, zu untersuchen,
wurde die Verl�ngerung von vier Primern, die sich nur in
ihrem 3’-terminalen Nukleotid unterscheiden, analysiert. Als
Templat wurde dabei ein Oligonukleotid verwendet, das
entweder ein C oder ein 5mC gegen�ber des Primerendes
tr�gt (Abbildung 1 b). Die Untersuchung erfolgte durch Ein-
zelnukleotideinbau und anschließende Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (PAGE). Analyse der Polyacrylamidgele er-
folgte durch Autoradiographie. Abbildung 1c zeigt die Ver-
l�ngerung der vier verschiedenen Primer durch KlenTaq.[19]

Die Effektivit�t der Verl�ngerung des kanonischen G-Pri-
mers ist f�r methyliertes und nichtmethyliertes Templat
gleich. Bei Verwendung der A- und T-fehlgepaarten Primer
erfolgt der Einzelnukleotideinbau jedoch effizienter gegen-
�ber 5mC als gegen�ber C. Unter den hier gew�hlten Be-
dingungen wurde der A-Primer zu 56% umgesetzt, wenn er
gepaart mit methyliertem Templat vorliegt, bei nur 18%
Verl�ngerung bei Paarung mit dem nichtmethylierten Tem-
plat. Der C-Primer wurde unter diesen Bedingungen in
beiden F�llen nicht verl�ngert. Nach diesem Vorbild wurde
auch eine Exonuklease-defiziente Variante einer weiteren
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DNA-Polymerase getestet, die Familie-B-DNA-Polymerase
KOD (KOD exo-)[20] aus Thermococcus kodakaraensis. Es
zeigte sich, dass eine Diskriminierung zwischen fehlgepaar-
tem C- und 5mC-Templat auch bei KOD exo- auftritt, wenn
auch in geringerem Umfang als mit KlenTaq (47 % Umsatz

des A-Primers, wenn gepaart mit 5mC-Templat, im Vergleich
zu 34 % mit C-Templat; Abbildung 1d).

Nun versuchten wir, DNA-Polymerase-Mutanten mit ge-
steigerter C/5mC-Diskriminierung zu erzeugen. Hierf�r
wurden mittels publizierter Kristallstrukturen von KlenTaq
und KOD exo- mit gebundenem Primer-Templat-Komplex[21]

die Enzyme auf Reste untersucht, die zur sterischen Wech-
selwirkung mit dem fehlgepaarten Cytosin in der Lage sein
kçnnten. Ein Austausch solcher Aminos�uren mit grçßeren
Resten kçnnte eine verbesserte Diskriminierung ermçgli-
chen. Wir kamen zu dem Schluss, dass die Templat-Bin-
dungsspalte in KlenTaq bereits mit sterisch anspruchsvollen
Aminos�uren bepackt ist. F�r KOD exo- konnten wir dage-
gen ein vielversprechendes Glycin (G498) in unmittelbarer
N�he zum fehlgepaarten Cytosin identifizieren. Wie in Ab-
bildung 2 a zu erkennen ist, befindet sich G498 in der Tem-
plat-Bindetasche und kann dort mit dem Phosphatr�ckgrat
des Nukleotids wechselwirken, das mit dem Primerende ge-
paart vorliegt. Mit dem Ziel eine sterisch anspruchsvollere
Templat-Bindetasche in der Umgebung des fehlgepaarten
Cytosins zu schaffen, tauschten wir G498 gegen grçßere
Aminos�uren aus. Tats�chlich erhielten wir durch die Muta-
tion von G498 zu Methionin (G498M) eine KOD-exo-Vari-
ante, die eine erhçhte C/5mC-Diskriminierung aufweist. Die
KOD-exo-G498M-Mutante wurde durch ortsspezifische
Mutagenese und folgende Expression in E. coli BL21 erhal-
ten.[21b, 22] Die Analyse der gereinigten KOD-Wildtyp und
KOD-G498M erfolgte durch SDS-PAGE (Abbildung 2 b).
Daraufhin wurden die beiden Enzyme unter denselben Re-
aktionsbedingungen verglichen. Zun�chst wurde KOD-
G498M in den bereits beschriebenen Primerverl�ngerungs-
experimenten eingesetzt. Hier weist KOD-G498M eine im
Vergleich zum Wildtyp betr�chtlich gesteigerte Diskriminie-
rung zwischen C und 5mC auf. Bei Verwendung des A-Pri-
mers wurden hier 44% des Primers f�r den 5mC-Fall ver-
l�ngert, gegen�ber einem Umsatz von 20% f�r das C-Templat

Abbildung 1. KlenTaq und KOD exo- beim Einzelnukleotideinbau mit
verschiedenen Primern und methyliertem oder nichtmethyliertem Tem-
plat. a) Strukturformeln von C (links) und 5mC (rechts). b) Teilsequen-
zen der verwendeten Primer-Templat-Komplexe (N = G/A/T/C).
c,d) Einzelnukleotideinbau mit Primern, die jeweils eines der vier Nu-
kleotide an ihrem 3’-Terminus gegen�ber C oder 5mC tragen, kataly-
siert durch KlenTaq (c) oder KOD exo- (d). 100 mm dCTP und 25 nm

der jeweiligen DNA-Polymerase wurden eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 60 s.

Abbildung 2. Design einer KOD-Mutant mit erhçhter 5mC-Diskriminierung. a) Kristallstruktur von KOD mit gebundenem Primer-Templat-Kom-
plex. Primer und Templat sind als gelbe und orange Stabmodelle dargestellt. G498 ist als rote Kugeln hervorgehoben. �berarbeitet aus
PDB 4K8Z[21b] in PyMOL (Schrçdinger, LLC; New York, NY). b) Coomassie-gef�rbtes SDS-PAGE der durch Ni-NTA gereinigten 6 � His-markierten
KOD-exo-Wildtyp (Mitte) und KOD-exo-G498M (rechts)
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(Abbildung 3a). Dieser Effekt ist noch umfangreicher
in Volll�ngen-Primerverl�ngerungsreaktionen. Hier
wurden 58% des Primers verl�ngert, wenn er gepaart
zum 5mC-Templat vorlag, w�hrend nur 12% umge-
setzt wurden, wenn das C-Templat eingesetzt wurde
(Abbildung 3b). Interessanterweise wurde bei der
fehlgepaarten Reaktion mit 5mC-Templat eine nen-
nenswerte Menge an Abbruchprodukt nach dem
Einbau eines Nukleotids festgestellt (Abbildung 3a).
Dieses Ph�nomen war bei Verwendung des C-Temp-
lats nicht beobachtbar. Nachfolgend wurden die En-
zymkinetiken nach Michaelis-Menten f�r den Einzel-
einbau eines Nukleotids durch die untersuchten DNA-
Polymerase gemessen[23] (Tabelle S1). Alle drei
Enzyme waren gleich effizient f�r die beiden Template
wenn der kanonische G-Primer eingesetzt wurde.
Unterschiede in der Effizienz der Verl�ngerung von
A-fehlgepaartem C-Templat und 5mC-Templat lagen
bei KOD-exo-Wildtyp haupts�chlich in KM begr�ndet
(Tabelle S1, Abbildung S2). Bei KOD-exo-G498M
und KlenTaq-Wildtyp basierte die Diskriminierung
dagegen auf kcat (Tabelle S1, Abbildung S1, Abbil-
dung 3c,d).

Um herauszufinden, ob das Potenzial dieser Un-
terschiede in der katalytischen Effizienz der Umsetzung von
methyliertem und nichtmethyliertem Templat in PCR-Expe-
rimenten genutzt werden kann, analysierten wir eine be-
stimmte CpG-Stelle der Promotor Region von NANOG in
HeLa-gDNA. Bei NANOG handelt es sich um ein epigene-
tisch reguliertes Gen, das eine wichtige Rolle in der Pluri-

potenz von Stammzellen spielt[24] und das in metastasierenden
humanen Leberkrebszellen hypomethyliert vorliegt.[25] Eine
Analyse dieser CpG-Stelle durch Bisulfit-Sequenzierung be-
schrieb sie als vollst�ndig nichtmethyliert.[25] Als Kontrolle f�r
methyliertes Cytosin wurde HeLa-gDNA verwendet, die
zuvor durch eine CpG-Methylase in vitro methyliert wurde.
F�r die PCR wurden zwei Vorw�rtsprimer entworfen, die
entweder eine G oder ein A an ihrem 3’-Terminus gegen�ber
dem zu analysierenden Cytosin tragen. Der R�ckw�rtsprimer
wurde so konstruiert, dass er 43 nt abw�rts der Vorw�rtspri-
mer bindet, um so ein PCR-Amplifikat von 86 bp zu erhalten
(Abbildung S3). Bei Katalyse durch KlenTaq- oder KOD-
exo-Wildtyp waren keine Unterschiede in der PCR-Effizienz
zu erkennen. Wenn jedoch stattdessen KOD-exo-G498M
eingesetzt wurde, zeigte sich eine Diskriminierung zwischen
methylierter und nichtmethylierter DNA (Abbildung 4).
Echtzeit-PCR und Schmelzpunktanalyse lieferten gleiche
Resultate f�r Reaktionen mit kanonischem G-Primer. Der
Einsatz des fehlgepaarten A-Primer f�hrte hingegen zu ver-
zçgerter Amplifikation und reduzierter Endpunktfluoreszenz
f�r das nichtmethylierte Templat im Vergleich zur CpG-me-
thylierten DNA (Abbildung 4a). Diese Minderung der PCR-
Effizienz f�r nichtmethyliertes Templat wird durch Schmelz-
kurven (Abbildung 4b) und quantitative Agarose-Gelelek-
trophorese (Abbildung 4c) der amplifizierten DNA best�tigt.
Verwendung CpG-methylierter DNA resultierte trotz des
fehlgepaarten Primers in einer angemessenen Ausbeute an

spezifischem Templat, wohingegen die Verwendung der
nichtmethylierten DNA zu einer stark verminderten Aus-
beute f�hrte. Des Weiteren war KOD-G498M bei methy-
liertem Templat hçchst selektiv f�r das gew�nschte Amplifi-
kat, w�hrend f�r das nichtmethylierte Templat eine leichte
Nebenproduktbande entstand. In der Kontrollreaktion ohne

Abbildung 4. KOD G498M unterscheidet zwischen methyliertem und nichtme-
thyliertem Cytosin in PCR von HeLa-Genom-DNA. a) Echtzeit-PCR der NANOG-
Promotorregion, katalysiert durch KOD-G498M mit kanonischem (gr�n) und
fehlgepaartem Primer (rot) von HeLa-gDNA (gestrichelt) oder CpG-methylierter
HeLa-gDNA (durchgezogen). b) Schmelzkurven der Amplifikate aus (a). c) Aga-
rosegel mit PCR-Amplifikaten von HeLa-gDNA (C) oder CpG-methylierter Hela-
gDNA (5mC) mit kanonischem (Spur G) oder fehlgepaartem Primer (Spur A).
Kurven und Gele sind repr�sentativ f�r mehrere Experimente.

Abbildung 3. KOD-G498M weist verbesserte 5mC-Diskriminierung auf.
a) Einzelnukleotideinbau katalysiert durch KOD-G498M mit einem
Primer, der entweder G oder A am 3’-Terminus gegen�ber C oder 5mC
tr�gt. 100 mm dCTP und 25 nm KOD-G498M wurden eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 5 min. b) Volll�ngen-Primerverl�ngerung kataly-
siert durch KOD-G498M mit einem Primer, der entweder G oder A am
3’-Terminus gegen�ber C oder 5mC tr�gt. 100 mm dCTP und 25 nm

KOD-G498M wurden eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 min.
c,d) „Steady-state“-Kinetiken eines Einzelnukleotideinbaus neben A-
fehlgepaartem C (gestrichelt) und 5mC (durchgezogen) katalysiert
durch KOD-exo-Wildtyp (c) und KOD-G498M (d). Datenpunkte erge-
ben sich aus drei Versuchen, Fehlerbalken repr�sentieren Standardab-
weichung.
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Template wurden Primer-Dimere gebildet. Diese entstanden
in Anwesenheit von Templat jedoch nicht.

Bisher war die Detektion von 5mC in genomischer DNA
auf die m�hsame Umsetzung der Proben mit Bisulfit oder
sonstige Manipulation vor der Analyse angewiesen. Wir
stellen hier ein PCR-System vor, das dazu in der Lage ist,
5mC mit Einzelnukleotidauflçsung direkt von unbehandelter
genomischer DNA nachzuweisen. Die Methode basiert auf
Unterschieden in der Primerverl�ngerung durch zwei be-
kannte DNA-Polymerasen, abh�ngig davon ob die Primer
gegen�ber einem C oder 5mC im Templat enden. Dabei
wurde KlenTaq als ein bedeutender Angehçriger der Se-
quenzfamilie A und KOD exo- als ein Vertreter der Se-
quenzfamilie B untersucht.[26] Beide DNA-Polymerasen sind
hitzestabil und werden h�ufig in verschiedenen biotechnolo-
gischen Anwendungen eingesetzt. KlenTaq wies eine hçhere
Diskriminierung zwischen C und 5mC auf als KOD exo-.
Interessanterweise hat KlenTaq eine sterisch anspruchsvol-
lere Templat-Bindefurche in unmittelbarer N�he zum fehl-
gepaarten Cytosin. Dies w�re eine Erkl�rung f�r die hçhere
Diskriminierung verglichen zu KOD-exo-Wildtyp. Wir
konnten ein KOD-exo-Variante mit erhçhter Diskriminie-
rung erzeugen, indem wir die Templat-Bindestelle von
KOD exo- nahe der Reste, die das Cytosin tragen, sterisch
anspruchsvoller gestalteten. Eine Primerverl�ngerungsreak-
tion in Anwesenheit der vier dNTPs zeigte, dass KOD-exo-
G498M C �ber 5mC nicht nur beim Einbau des ersten Nu-
kleotids diskriminiert, sondern auch noch, wenn sich die
Fehlpaarung bereits eine Stelle distal des Primer-Terminus
befindet. �berdies kann KOD-G498M 5mC auch in der PCR
genomischer Targets von C unterscheiden. Auf dieser
Grundlage kann der Methylierungszustand eines einzelnen
Nukleotids innerhalb des gesamten humanen Genoms fest-
gestellt werden.

Da bis heute keine Kristallstrukturen von DNA-Polyme-
rasen im Komplex mit fehlgepaarten Primer-Templat-Kom-
plexen beschrieben wurden, kçnnen wir �ber den Mechanis-
mus hinter der C/5mC-Diskriminierung nur Spekulationen
anstellen. Als Ursache f�r die hohe Spezifit�t der DNA-Po-
lymerasen wurde vorgeschlagen, dass ein aktives Misalign-
ment von katalytischen Resten erfolgt, wenn das Enzym auf
eine Fehlpaarung stçßt.[27] Die C/5mC-Diskriminierung
kçnnte daher aus Unterschieden in der gewonnenen Bin-
dungsenergie beim Misalignment resultieren. Dadurch w�rde
das Enzym effizienter in einem inaktiven Zustand verweilen,
wenn es an fehlgepaartem C gebunden vorliegt als an fehl-
gepaarten 5mC. Dies w�rde zu einer favorisierten Verl�nge-
rung des 5mC-Primer-Templat-Komplexes f�hren. Die Un-
terschiede in der Bindungsenergie kçnnten aus sterischer
Wechselwirkung des Enzyms mit der zus�tzlichen 5-Methyl-
Gruppe des 5mC resultieren.

Die Mçglichkeit einer unterschiedlichen Verl�ngerungs-
effizienz von Fehlpaarungen als Mechanismus f�r die erhçhte
Mutationsrate von 5mC in vivo wurde bereits in der Ver-
gangenheit diskutiert. 1992 untersuchten Shen et al. drei
DNA-Polymerasen auf ihr Verhalten bei der Verl�ngerung
von Primern, die an der C- oder 5mC-Position fehlgepaart
vorlagen.[28] Signifikante Unterschiede fanden sie nur bei der
Reversen Transkriptase von AMV. F�r die untersuchte Se-

quenzfamilie-A-DNA-Polymerase (das Exonuklease-defizi-
ente Klenow-Fragment der E.-coli-DNA-Polymerase I) und
Sequenzfamilie-B-DNA-Polymerase (Drosophila-DNA-Po-
lymerase a) wurde keine Diskriminierung nachgewiesen. Wie
bereits erw�hnt, gehçren die hier untersuchten Enzyme zur
Sequenzfamilie A (KlenTaq) und B (KOD exo-) und weisen
Diskriminierung auf. Diese Tatsache gibt einen Hinweis
darauf, dass geringf�gige �nderungen am Enzymger�st zu
ver�nderter C/5mC-Diskriminierung f�hren. Das Ziel zu-
k�nftiger Arbeiten ist somit die Evolution neuer DNA-Po-
lymerase-Varianten mit deutlich verbesserten 5mC-Detek-
tierungseigenschaften f�r die Anwendung in methylierungs-
spezifischer PCR.[29]
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