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Abstract: Hydrophobe artifizielle Basenpaare, die keine
Wasserstoffbr�cken bilden, sind die derzeit vielverspre-
chendsten Kandidaten zur Erweiterung des genetischen Al-
phabets. Die erfolgreichsten nichtnat�rlichen Nukleobasen
weisen wenig �hnlichkeit untereinander und mit ihren nat�r-
lichen Gegenst�cken auf. Daher ist es r�tselhaft, wie sie von
DNA-Polymerasen prozessiert werden, den Enzymen, die in
der Evolution eigentlich daraufhin optimiert wurden, effizient
die nat�rlichen Bausteine zu prozessieren. Hier werden die
strukturellen Hintergr�nde des enzymatischen Einbaus von
dDs-dPx, einem der vielversprechendsten hydrophoben
nichtnat�rlichen Basenpaare, in einen DNA-Strang untersucht.
Dazu wurde eine Kristallstruktur der KlenTaq-DNA-Poly-
merase mit einem modifizierten Templat/Primer-Duplex und
dem gebundenen nichtnat�rlichen Triphosphat gelçst. Der
tern�re Komplex zeigt, dass das artifizielle Paar genau wie ein
nat�rliches Basenpaar eine planare Struktur annimmt, und
l�sst zudem Besonderheiten erkennen, die die immer noch
schlechtere Einbaueffizienz bei der Prozessierung von nicht-
nat�rlichen Substraten erkl�ren kçnnten.

Die Erweiterung des genetischen Codes durch ein nicht-
nat�rliches Basenpaar erhçht die funktionelle Diversit�t von
Nukleins�uren und damit auch deren biologische und bio-
technologische Anwendbarkeit. Zus�tzlich zu Nucleobasen-
paaren, die ein abweichendesMuster vonWasserstoffbr�cken
gegen�ber dem der nat�rlichen A-T- und G-C-Paaren
bilden,[1] wurden in den letzten Jahren auch hydrophobe
Surrogate entwickelt, die ausschließlich auf hydrophoben und
Basenstapel-Wechselwirkungen beruhen. Es wurde gezeigt,
dass diese in der Lage sind, selektiv miteinander zu paaren,
und daher gute Kandidaten sind, um ein drittes Basenpaar zu
generieren.[2] Ihr Hauptvorteil ist, dass sie durch ihre fehlende

F�higkeit zur Bildung von Wasserstoffbr�cken auch eine ge-
ringere Fehlpaarungsrate mit den nat�rlichen Nukleotiden
aufweisen. Bedeutende Vertreter sind die Paare von 2-
Methoxynaphthalin (NaM) mit 6-Methyl-2H-isochinolin-1-
thion (5SICS) und Thieno[2,3-c]pyridin-7(6H)-thion (TPT3),
die in der Gruppe von Romesberg entwickelt wurden,[3] sowie
das Paar aus 7-(2-Thienyl)imidazo[4,5-b]pyridin (Ds) und 2-
Nitro-4-propinylpyrrol (Px), das von der Hirao-Gruppe
stammt[4–7] (Abbildung 1). Das letztgenannte Paar wurde

k�rzlich verwendet, um mithilfe der systematischen Evoluti-
on von Liganden durch exponentielle Anreicherung
(SELEX) hochaffine DNA-Aptamere zu generieren, die
sowohl nat�rliche als auch nichtnat�rliche Nukleotide ent-
halten.[8] Hierbei erweiterte die Verwendung des nichtnat�r-
lichen Basenpaares dDs-dPx die chemische und strukturelle
Diversit�t der verwendeten DNA-Bibliotheken, was zu einer
verbesserten Selektivit�t und Bindungsaffinit�t der Aptame-
re f�hrte. Des Weiteren wurde eine erste Methode zur post-
translationalen Modifikation von RNA-Transkripten mit
einem erweiterten genetischen Code pr�sentiert, die auf der
Amplifikation von DNA mit dem dDs-dPx-Paar durch Poly-
merasekettenreaktion beruht.[9] Der Schl�ssel f�r den Erfolg
dieser Verfahren ist, dass das nichtnat�rliche Basenpaar
w�hrend der enzymatischen Synthese der Nukleins�uren
neben den nat�rlichen Nukleotiden erhalten bleibt.

Das Basenpaar dDs-dPx hat keine �hnlichkeit mit dem
Paar dNaM-d5SICS und mit den nat�rlichen Basenpaaren. Es
wurde �ber mehrere Screening-Runden hinweg auf eine ef-
fektive und selektive Replikation optimiert.[4, 7] Dabei zeigte
sich, dass die Nitrogruppe von dPx unverzichtbar ist. Einer-
seits wird angenommen, dass die Nitrogruppe eine direkte

Abbildung 1. Strukturen der nat�rlichen Basenpaare und zweier erfolg-
reicher hydrophober artifizieller Basenpaare. R=2’-Desoxyribose; R’
kann unterschiedliche funktionelle Gruppen darstellen, z.B. die Diol-
Gruppe, die grau hinterlegt ist und in dieser Studie verwendet wurde.
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oder �ber ein Wassermolek�l verbr�ckte Wechsel-
wirkung der DNA mit der DNA-Polymerase ver-
mittelt,[5,7] und andererseits, dass sie eine Fehlpaa-
rung mit dA verhindert, was zu einer erhçhten Se-
lektivit�t f�hrt.[5] Ein Vorteil dieses Basenpaares ist
die einfache Mçglichkeit, �ber einen Linker an Po-
sition 4 der Px-Base eine Vielzahl von funktionellen
Gruppen f�r eine sp�tere Markierung einzuf�hren
(grau hinterlegt in Abbildung 1), ohne dabei die
Replikationseffizienz signifikant zu beeinflus-
sen.[10,11] Unter den verschiedenen dPx-Derivaten
zeigt das Dihydroxy-Derivat die besten Paarungsei-
genschaften mit dDs.[10] �ber die Diol-Einheit
kçnnte das Nukleotid oder die modifizierte DNA
sp�ter durch Bildung einer Schiffschen Base weiter
funktionalisiert werden. Die offensichtliche Un�hn-
lichkeit des dDs-dPx-Paares mit den nat�rlichen
Basenpaaren wirft die Frage auf, wie diese Analoga
von DNA-Polymerasen prozessiert werden. Bis jetzt
sind nur Strukturdaten des dNaM-d5SICS-Basen-
paares im aktiven Zentrum einer DNA-Polymerase
(genauer: des großen Fragments der DNA-Polymerase I von
Thermus aquaticus, kurz: KlenTaq), verf�gbar.[12,13] Diese
Daten zeigen, dass das Enzym das nichtnat�rliche Basenpaar
in eine koplanare Anordnung zwingt, sobald das Triphosphat
auf das nichtnat�rliche Templat trifft. Dabei werden Basen-
stapel-Wechselwirkungen, die man in freier doppelstr�ngiger
DNA beobachtet, aufgelçst.[14] Hier zeigen wir Strukturdaten
von KlenTaq in Komplex mit dem nichtnat�rlichen Basen-
paar dDs-dPxTP (dPxTP steht hier f�r das Diol-dPxTP, das
f�r die Kristallisation verwendet wurde).

Um die Kristallstruktur zu erhalten, wurde eine bereits
bew�hrte Kristallisationsstrategie angewendet.[12] KlenTaq
wurde mit einer Mischung aus gepaartem nat�rlichem Primer
und Templat, das dDs enth�lt, sowie ddCTP inkubiert, um
den Primerstrang durch Einbau eines dCMP zu terminieren.
Die gez�chteten Kristalle wurden anschließend mit dem
Substrat dPxTP inkubiert, um die KlenTaqdDs-dPxTP-Struktur
zu erhalten. Zur Strukturlçsung wurden Daten bis zu einer
Auflçsung von 1.7 � verwendet (siehe Methodenteil und
Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen).

Die Gesamtstruktur von KlenTaqdDs-dPxTP mit ihren vier
Dom�nen (N-terminale, Handfl�chen-, Daumen- und Fin-
gerdom�ne; Abbildung 2A) ist �hnlich zu jener des nat�rli-
chen tern�ren Komplexes KlenTaqdG-dCTP (PDB-ID:
3RTV[12]) sowie der von KlenTaqdNaM-d5SICSTP (PDB-ID:
3SV3[12]) mit mittleren quadratischen Abweichungen (rmsds)
f�r Ca-Atome von nur 0.185 � (446 Atome �berlagert,
39 Atome aussortiert) bzw. 0.173 � (442 Atome �berlagert,
91 Atome aussortiert). Alle Aminos�uren konntenmodelliert
werden, jedoch ist die Region der Fingerdom�ne zwischen
Rest 645 und 700 schlechter aufgelçst und zeigt hçhere Fle-
xibilit�t als der Rest des Enzyms (Abbildung S2A,D). Die
Fingerdom�ne liegt in einer geschlossenen Konformation vor,
und das dDs-dPxTP-Paar befindet sich im aktiven Zentrum
(Abbildung 2). Das Basenpaar konnte zweifelsfrei in die
Differenz-Elektronendichte platziert werden, die nach dem
ersten Verfeinerungsschritt der Struktur ohne das Paar er-
schien. Alle Funktionalit�ten sind gut definiert, nur die

Elektronendichte um die Diol-Einheit des Triphosphats ist
etwas erweitert. Gr�nde daf�r kçnnen zum einen die Rota-
tionsfreiheit der terminalen Hydroxygruppen und zum an-
deren die gleichzeitige Bindung zweier epimerer Liganden
(R- und S-Konfiguration am Diol) sein. Daher wurden beide
Isomere an derselben Position modelliert und mit Besetzun-
gen von 0.40 f�r das S- bzw. 0.46 f�r das R-Isomer verfeinert.
Der Pyrrol-Teil, der Zucker und die Triphosphat-Einheit des
Liganden �berlagern dabei nahezu identisch. Die Ribose-
Einheiten des Triphosphats und des dDs-Nukleotids liegen in
einer C3’-endo-Konformation vor, genau wie beim nat�rli-
chen Basenpaar. Die Koordination zweier Magnesiumionen
durch das Triphosphat, Asp610, Asp785 und das R�ckgrat
von Tyr611 charakterisiert einen aktiven, geschlossenen
Komplex (Abbildung 2C). Der Abstand zwischen dem
Primer-3’-Ende (das C3’-Atom wurde zur Messung verwen-
det) und dem a-Phosphat ist nahezu identisch zum nat�rli-
chen Fall (3.8 gegen�ber 3.9 �). Zus�tzlich zur Koordination
der Metalle wechselwirkt das Triphosphat noch mit den Sei-
tenketten von Lys663, Arg659, His639 und dem R�ckgrat von
Gln613, wodurch es in seiner Position sehr gut stabilisiert
scheint. Eine Wechselwirkung auf der Seite der kleinen
Furche mit den Seitenketten von Asn750, Gln754 sowie
Glu615 wird �ber ein Wassermolek�l durch die Nitrogruppe
von dPxTP vermittelt. Im nat�rlichen Fall findet diese
Wechselwirkung �ber die O2-Atome der Pyrimidine oder
�ber die N3-Atome der Purine statt.

Am interessantesten jedoch ist die Wechselwirkung zwi-
schen den artifiziellen Nukleotiden. Das dDs-dPxTP-Paar
interkaliert nicht, sondern paart koplanar, sehr �hnlich den
nat�rlichen Watson-Crick-Basenpaaren (Abbildung 3).
Dabei ist sogar die Basenpaargeometrie zwischen dDs-dPxTP
und dG-dCTP sehr �hnlich. Die „Propellerverdrehung“
(„Propeller Twist“, relative Rotation zwischen den Basen
innerhalb eines Basenpaares bezogen auf die Basenpaa-
rungsachse) betr�gt 10.588 im dDs-dPxTP-Paar sowie 9.28 im
dG-dCTP-Paar (Abbildungen 3A und S3; bestimmt mithilfe
des 3DNA-Servers[15]). Diese �hnlichkeit war unerwartet, da

Abbildung 2. Das artifizielle Basenpaar dDs-dPxTP paart im aktiven Zentrum von
KlenTaq koplanar und zeigt die gleichen Wechselwirkungen mit dem Enzym und
den katalytischen Ionen wie ein nat�rliches Basenpaar. A) �bersicht der KlenTaq-
Struktur mit gebundener DNA (dunkelgrau) und Substrat. Die Farbcodierung
und Einteilung der Dom�nen sind in der Abbildung angegeben. B) Vergrçßerte
Ansicht des aktiven Zentrums. Die „Simulated Annealing mFo-DFc Omit Map“
des dDs-dPxTP-Paars ist mit einem Cutoff von 3s dargestellt. dDs: dunkelgr�n,
R- und S-Isomer von dPxTP: cyanblau bzw. cyangr�n. C) Wechselwirkungen des
dPx-Triphosphats mit dem Enzym. Mg: gr�ne Kugeln, H2O: weiße Kugeln.

12163



das zuvor analysierte hydrophobe Basenpaar dNaM-
d5SICSTP in dieser Hinsicht Unterschiede aufweist (siehe
unten). Gegen�ber dem nat�rlichen dG-dCTP-Paar zeigt das
nichtnat�rliche dDs-dPxTP-Paar eine vergrçßerte Breite
(C1’-C1’-Abstand zwischen den Partnern ist um 0.7 � grçßer;
Abbildung 3B). Dabei ist nur das Templatnukleotid ver-
schoben, w�hrend das Triphosphat an seiner gut stabilisierten
Position, die oben beschrieben wurde, verbleibt. Die Ami-
nos�uren, die mit dem Templatnukleotid wechselwirken
(Arg677, Ser674 und Met673) sind ebenfalls leicht verscho-
ben (Abbildung 3D), indem sie der Bewegung des Templats
folgen. Jedoch nicht nur die Breite, sondern auch die Hçhe
des Basenpaares unterscheidet sich von jener der kanoni-
schen Paare. Die Thiophenyl- sowie die Propinyldiol-Einheit
zeigen auf die O-Helix der Fingerdom�ne. Dies bewirkt eine
Verschiebung der gesamten O-Helix sowie der angrenzenden
Helices und eine ver�nderte Orientierung mehrerer Amino-
s�ure-Seitenketten. Thr664, welches der Thiophenyl-Einheit
am n�chsten kommt, wird dabei um 0.6 � nach oben ver-
schoben. Im Detail sind die Verschiebungen der Ca-Atome
entlang der O-Helix in Abbildung S3D gezeigt. Einherge-
hend mit der Verschiebung resultiert auch eine hçhere Fle-
xibilit�t der gesamten Fingerdom�ne und des neu gebildeten
Basenpaars gegen�ber dem nat�rlichen Fall, was man anhand
der erhçhten B-Faktoren sehen kann (Abbildung S2A–C).
Arg660 macht Platz f�r die Propinyldiol-Einheit und nimmt
alternativ eine Position ein, in der es mit einer OH-Gruppe
des Liganden �ber eine Wasserstoffbr�cke wechselwirken
kçnnte (Abbildung 3D). Die Flexibilit�t der Seitenkette im-
pliziert jedoch, dass diese Wechselwirkung im vorliegenden
Fall nicht stark sein kann. �hnliche Verschiebungen von
Arg660 wurden auch schon zuvor in KlenTaq-Strukturen mit
modifizierten Substraten beobachtet, und die Verschiebung
scheint die Einbaueffizienz nicht zu mindern.[16,17] Insgesamt
beeinflusst die vergrçßerte Hçhe des Basenpaares das Enzym
nur auf Seiten der großen Furche, w�hrend die Seite der
kleine Furche ungestçrt bleibt.

Wie oben erw�hnt, paart das zuvor untersuchte hydro-
phobe Basenpaar dNaM-d5SICSTP ebenso planar, Kante auf
Kante im aktiven Zentrum von KlenTaq. Der Propeller Twist

ist jedoch deutlich kleiner (2.488 ; Abbildungen 3A und S3) als
bei den Paaren dG-dCTP und dDs-dPxTP, und das Basenpaar
zeigt zudem eine grçßere Verschiebung der Basen entlang der
Z-Achse (Stagger=�1.2 �). F�r dG-dCTP ist diese Ver-
schiebung nicht vorhanden, und f�r dDs-dPxTP betr�gt sie
nur 0.12 �. Diese beiden Basenpaarparameter wurden zuvor
beim Vergleich des hydrophoben artifiziellen Basenpaares
dNaM-d5SICSTP mit dem nat�rlichen dG-dCTP-Paar nicht
diskutiert. Mit Analyse der neuen Struktur KlenTaqdDs-dPxTP

wurde dieser nicht ganz offensichtliche Unterschied zwischen
den beiden nichtnat�rlichen Basenpaaren gegen�ber den
nat�rlichen identifiziert.

Eine Gemeinsamkeit der beiden hydrophoben Basen-
paare ist ihr vergrçßerter Abstand zwischen den paarenden
Partnern (Abbildung 3B), denn auch bei dNaM-d5CISTP ist
die C1’-C1’-Distanz vergrçßert (11.0 gegen�ber 10.6 � im
Falle von dG-dCTP; Abbildungen 3B,C und S1A). Die
Reste, die das Templatnukleotid umgeben, sind gegen�ber
KlenTaqdDs-dPxTP sogar noch etwas mehr verschoben, was von
der unterschiedlichen Struktur der Nukleobase herr�hrt
(Abbildung S1B). Wenn ein artifizielles Basenpaar im akti-
ven Zentrum von KlenTaq paart, scheint das Enzym nur in
eine Richtung hin flexibel zu sein, und zwar im Bereich des
Templatnukleotids. Die Position des Triphosphats dagegen
ver�ndert sich nicht. Hierdurch kann garantiert werden, dass
das Triphosphat perfekt platziert ist, um von der 3’-OH-
Gruppe des Primerendes angegriffen zu werden, obwohl das
Basenpaar an sich in manchen Parametern von der nat�rli-
chen Konsensus-Struktur abweicht.

Zus�tzlich zur Verschiebung auf Seiten des Templats wird
in KlenTaqdNaM-d5SICSTP eine �hnliche Verschiebung der O-
Helix, wie oben f�r KlenTaqdDs-dPxTP beschrieben, beobachtet.
In beiden F�llen schließt die O-Helix weit genug, damit das
Substrat und alle anderen Komponenten, die an der Katalyse
beteiligt sind, richtig angeordnet sind.

Ein k�rzlich publiziertes Modell des dDs-dPx-Basenpaa-
res im aktiven Zentrum der Deep-Vent-DNA-Polymerase
(einer Polymerase, die das dDs-dPx-Paar im Replikations-
prozess mit hoher Genauigkeit erkennt[10) legt nahe, dass das
Paar dort genug Platz findet.[18] Im Unterschied dazu deutet

Abbildung 3. Vergleich von dDs-dPxTP mit dem nat�rlichen dG-dCTP-Paar und dem nichtnat�rlichen dNaM-d5SICSTP-Paar in KlenTaq. A) Der
Propeller Twist der Basenpaare ist gezeigt, indem die Templatbase orthogonal zur Papierebene orientiert wurde (Zucker- und Triphosphat-Einhei-
ten sind nicht gezeigt). B) Relative Position der Basenpaare zueinander bei �berlagerung des gesamten Enzyms. C1’-C1’-Abst�nde zwischen den
Paarungspartnern sind gezeigt. C) Verschiebungen der Reste, die das artifizielle Basenpaar auf der Seite der O-Helix umgeben, sind gezeigt. Die
O-Helix der Fingerdom�ne ist in B�nderdarstellung gezeigt.
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die Modellierung des artifiziellen Paares im aktiven Zentrum
der tern�ren KlenTaq-Struktur darauf hin, dass hier das
Sauerstoffatom der Thr664-Seitenkette mit dem Templat-
nukleotid dDs kollidiert.[18] Tats�chlich ist Thr664 zwar der
Rest in der O-Helix der Fingerdom�ne, der dem nichtnat�r-
lichen Paar am n�chsten kommt, jedoch zeigen unsere
Strukturdaten, dass das Enzym flexibel genug ist, um sich an
die Struktur des Basenpaares anzupassen. Die beschriebene
Verschiebung sowie die erhçhten B-Faktoren der O-Helix
und anderer Teile der Fingerdom�ne (siehe Abbildung S2)
lassen jedoch darauf schließen, dass sich die O-Helix nicht so
fest schließt, wie es bei einem nat�rlichen Paar der Fall w�re.
Dieser kleine Unterschied kçnnte erkl�ren, warum die
beiden erfolgreichsten hydrophoben artifiziellen Basenpaare
gegen�ber ihren nat�rlichen Vertretern immer noch mit
etwas schlechterer Effizienz gebildet werden. Die perfekte
Anordnung der Komponenten, die an der katalytischen Re-
aktion beteiligt sind, kçnnte dadurch in einem oder mehreren
Schritten w�hrend des Einbauprozesses leicht gestçrt sein.
Ver�nderungen der Grçße der Paare auf Seiten der O-Helix
oder Mutation des Enzyms in dieser Region w�ren daher eine
Mçglichkeit, den Einbau eines dritten Basenpaares weiter zu
optimieren.

Eine Besonderheit der dPx-Nukleobase ist die Mçglich-
keit, sie mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen zu
modifizieren. Die Linker-Einheit von dPxTP ist so platziert,
dass dieModifikation das Enzym durch zwei mçgliche Kan�le
verlassen kann, wie zuvor f�r C5-modifizierte Desoxyuridine
und C7-modifizierte 7-Desazaadenosine in KlenTaq gezeigt
wurde.[16,17,19] (Die Daten in Tabelle 2 aus Lit. [10] zeigen die
Abh�ngigkeit der Replikationseffizienz von unterschiedli-
chen dPx-Funktionalit�ten, wobei große Seitenketten die
Effizienz verminderten.)

Wir haben hier strukturelle Grundlagen f�r die Erweite-
rung des genetischen Alphabets durch das dDs-dPxTP-Paar
pr�sentiert. Die Daten zeigen, wie das artifizielle Basenpaar
durch die Art und Weise der Paarung (Kante auf Kante, wie
im Falle der nat�rlichen Basenpaare) im aktiven Zentrum
von KlenTaq akzeptiert werden kann. Dieser Befund stimmt
mit den fr�heren Beobachtungen f�r das artifizielle Basen-
paar dNaM-d5SICSTP �berein. Im Unterschied zu dNaM-
d5SICSTP, das fast koplanar paart, nimmt das dDs-dPxTP
Paar einen �hnlichen Propeller Twist wie das nat�rliche dG-
dCTP Paar an. Beide nichtnat�rliche Basenpaare zeigen eine
vergrçßerte absolute Breite und unterschiedliche Hçhen ge-
gen�ber ihren nat�rlichen Gegenst�cken. Die KlenTaq-
DNA-Polymerase hat eine gewisse Flexibilit�t, um sich an die
leicht vergrçßerten Basenpaare anzupassen. Dabei werden
die Positionen des Triphosphats und des Enzyms auf Seiten
der kleinen Furche des Basenpaares nicht beeinflusst, w�h-
rend die Anpassungen des Enzyms auf Seiten des Templat-
nukleotids und der O-Helix stattfinden. Im Falle von beiden
Basenpaaren ist die O-Helix nicht so fest geschlossen wie im
nat�rlichen Fall, und die daraus resultierenden kleinen Ver-
�nderungen der Positionen kçnnten die immer noch ver-
minderte Einbaueffizienz der artifiziellen Substrate erkl�ren.
Dadurch sind die Grçße der Paare in diese Richtung sowie
Reste in der O-Helix passende Stellen f�r weitere Ver�nde-
rungen zur Verbesserung der Einbaureaktion.

Unsere Befunde best�tigen somit, dass hydrophobe Ba-
senpaare geeignet sind, um den genetischen Code zu erwei-
tern, solange sie in der Lage sind, mit �hnlicher Geometrie
wie die nat�rlichen Basenpaare zu paaren, und in die aktiven
Zentren der entsprechenden Enzyme passen. Zudem schei-
nen Basenpaarparameter (wie der Propeller Twist) zwischen
verschiedenen hydrophoben Basenpaaren durchaus zu vari-
ieren. Wir nehmen an, dass es schwer ist, die Paarungsgeo-
metrie, die ein Paar im aktiven Zentrum einer Polymerase
annimmt, direkt aus der Architektur des Paares vorherzusa-
gen. Dies macht strukturelle Studien unverzichtbar, um zu-
k�nftige artifizielle Basenpaare f�r die Erweiterung des ge-
netischen Codes zu charakterisieren.
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