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Abstract: Archaeale B-Familien-DNA-Polymerasen (DNA-
Pols) sind die treibende Kraft fiihrender biotechnologischer
Anwendungen wie moderne Sequenzierungsansditze. Die Ak-
zeptanz chemisch modifizierter Nukleotide durch DNA-Pols
ist der Schliissel zu diesen Technologien. Bis jetzt sind keine
strukturellen Daten fiir diese DNA-Pols in Komplexen mit
modifizierten Substraten verfiigbar, die zum Verstindnis der
Interaktionen zwischen Enzym und chemischer Modifikation
sowie der Entwicklung von Nukleotiden der nichsten Gene-
ration beitragen konnten. Dafiir haben wir eine Exonuklease-
defiziente Variante des Wildtyps der B-Familien KOD-DNA-
Pol mit einem modifizierten Nukleotid in einem geschlossenen,
terndren Komplex kristallisiert. Zum Vergleich haben wir die
A-Familien-DNA-Pol KlenTaq mit demselben Nukleotid
kristallisiert. Die beiden Kristallstrukturen erkliren wie die
Modifikation in den A- und B-Familien-DNA-Pols durch das
Protein und die DNA in zwei unterschiedliche Konformatio-
nen gelenkt wird. Auflerdem erlauben die Strukturen Riick-
schliisse darauf, wie die jeweilige Konformation die Prozes-
sierung des modifizierten Nukleotids beeinflusst. Insgesamt
bietet diese Studie erste Einblicke wie B-Familien-DNA-Pols
mit relevantem modifiziertem Substrat interagieren.

DNA—Polymerasen (DNA-Pols) sind die treibende Kraft
zahlreicher biotechnologischer Anwendungen wie DNA- und
RNA-Sequenzierung,! SELEX" und Microarrayanalysen.”!
All diese Anwendungen beruhen auf einer DNA-Pol und
ihrer Fahigkeit chemisch modifizierte Nukleotide zu akzep-
tieren. Uberraschenderweise haben DNA-Pols gezeigt, dass
sie diverse modifizierte Analoga prozessieren kdnnen, ob-
gleich sie sich evolutiondr entwickelten, um selektiv kanoni-
sche Nukleotide einzubauen.™!

Die Akzeptanz eines modifizierten Nukleotides hdangt von
der Modifikation und der verwendeten DNA-Pol ab. Unter
den thermostabilen DNA-Pols wie KlenTaq(Klenow-Frag-
ment von Thermus aquaticus DNA-Pol-1, A-Familie)- und
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KOD(Thermococcus kodakaraensis, B-Familie)-DNA-Pols,
zeigen die DNA-Pols der B-Familie oft eine breitere Sub-
strattoleranz fiir C5-modifizierte Pyrimidine und 7-deaza-
modifizierte Purine,”! also fiir die Modifikationen, die am
wichtigsten fiir moderne Anwendungen sind.

Kiirzlich wurden Kristallstrukturen geschlossener, terné-
rer Komplexe von KOD-DNA-Pol® und einer Mutantel”!
veroffentlicht, welche erste Einblicke in die Koordination des
Triphosphats und der Metallionen im aktiven Zentrum geben.

Bis jetzt sind strukturelle Daten von DNA-Pols im
Komplex mit den oben erwidhnten Nukleotiden, die eine
Modifikation an der Nukleobase tragen, ausschlieBlich auf
die A-Familien-DNA-Pol KlenTaq beschriankt.”l Enzyme
dieser Familie eignen sich jedoch oftmals weniger fiir die oben
erwihnten Techniken. Die strukturellen Studien an KlenTaq
legen nahe, dass Wasserstoffbriickenbindungen®* und
elektrostatische Wechselwirkungen® zwischen der Modifi-
kation und dem Enzym den Einbau des modifizierten Sub-
strats unterstiitzen. Wegen des Fehlens struktureller Daten
fur archaeale B-Familien-DNA-Pols, im Komplex mit modi-
fizierten Nukleotiden, bleiben die zu Grunde liegenden Me-
chanismen, die die Akzeptanz des unnatiirlichen Substrates
verbessern, fiir die B-Familien-DNA-Pols, die so wichtig fiir
zahlreiche Anwendungen sind, schwer definierbar.

Um diese Liicke zu schlieBen, haben wir eine Exonu-
klease-defiziente Variante des Wildtyps der KOD-DNA-Pol
im Komplex mit einem Nukleotid kristallisiert, welche die
Modifikation trigt, die im Next-Generation-Sequencing An-
wendung findet.'™® Fiir den direkten Vergleich haben wir
auBerdem KlenTaq-DNA-Pol mit dem gleichen modifizierten
Nukleotid kristallisiert. Interessanterweise nimmt die Modi-
fikation in KOD- und KlenTaq-DNA-Pol zwei unterschied-
liche Konformationen an. Die erhaltenen Daten illustrieren
die unterschiedlichen Interaktionsmuster, welche die unter-
suchte Modifikation in den A- und B-Familien-DNA-Pols
innehat. Diese Ergebnisse erkldren die Mechanismen durch
die das modifizierte Nukleotid von den archaealen B-Fami-
lien-DNA-Pols, die essentiell fiir viele innovative Anwen-
dungen sind, prozessiert wird.

Da nicht modifiziertes dATP im Komplex mit KOD-
DNA-Pol in unserer neusten Studie kristallisierte,® fokus-
sierten wir uns darauf dieses Nukleotid zu modifizieren und
synthetisierten das 7-deaza-modifizierte Adenosinderivat
dA*TP (Abbildung 1, fiir Details siche die Hintergrundin-
formationen, Schema S1). Die Modifikation wurde, aufgrund
ihrer Wichtigkeit in der DNA-Sequenzierung,'** ausgewihlt.

Das erhaltene dA*TP wurde in Co-Kristallisationsversu-
chen mit KOD-DNA-Pol eingesetzt. Dem Ansatz von KOD-
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Abbildung 1. Chemische Struktur des 7-deaza-modifizierten Adenosin-
triphosphats (dA*TP).

DNA-Pol im Komplex mit nicht modifiziertem dATP (KOD-
dATP) folgend,” haben wir eine geschlossene, ternire
Struktur von KOD-DNA-Pol in Komplex mit dA*TP (KOD-
dA*TP) erhalten. Die Struktur wurde mittels Verfeinerung
gegen KOD-DNA -Pol-Wildtyp (PDB ID: SOMF)! mit einer
Auflésung von 2.0 A gelost. Sie zeigt einen zur Katalyse be-
reiten Komplex mit einer geschlossenen Fingerdomine, die
das naszierende dA*TP-dT-Basenpaar einschlief3t. Das aktive
Zentrum zeigt zwei Metallionen, die, auf Grundlage des
anormalen Signals, als Mg®" (A) und Mn*" (B) identifiziert
wurden. Das dritte Metallion (C), das bisher einzig in DNA-
Pol 8,1 9°N und KOD-DNA-Pol® zu finden ist, wenn sie mit
natiirlichem Substrat gebunden sind, fehlt in der KOD-

A KOD-dA*TP

E KlenTag-dA*TP

dA*TP-Struktur (Abbildung 2D und Abbildung S2B). Es
wird normalerweise vom y-Phosphat, E5S80, D404 und drei
Wassermolekiilen koordiniert. Davon wird ein Wassermole-
kil von E578 koordiniert. Wihrend alle Aminosdureseiten-
ketten und Wassermolekiile wie in KOD-dATP positioniert
sind, nimmt E580 eine ,,offene* Konformation an, welche die
Koordination eines dritten Metallions verhindert (Abbil-
dung 2D und Abbildung S2B). Eine dhnliche Konformation
fiir E5S80 wurde auch in 9°N-DNA-Pol beobachtet, die zuvor
mit zwei Metallionen im aktiven Zentrum Kkristallisiert
wurde.[*!

Bis jetzt ist die Rolle des dritten Metallions in 9°N und
KOD-DNA-Pols unbekannt. In DNA-Pol 8 wird vermutet,
dass es die katalytische Effizienz durch die Beeinflussung des
Einbaus des richtigen oder falschen Nukleotids moduliert.”!
Dies konnte auch fiir die archaealen B-Familien-DNA-Pols
zutreffen. Wie fiir 9°N beobachtet wurde, scheint das dritte
Metallion generell eine schwichere Bindungsaffinitdt zu
haben als die beiden anderen.®!

Im Allgemeinen zeigt die KOD-dA*TP-Struktur jedoch
sehr hohe Ahnlichkeit mit der kiirzlich publizierten KOD-
dATP-Struktur (RMSD-Wert von 0.264 fiir 687 Ca-Atome
(Abbildung S1 A)).1

Im aktiven Zentrum bildet dA*TP ein kanonisches
Watson-Crick-Basenpaar mit dem Thymidin des Templats.
Die Modifikation zeigt in die Furche zwischen Finger- und

H KOD/KlenTaqg-dA*TP

Abbildung 2. Strukturdaten von KOD-dA*TP und KlenTaq-dA*TP. Das Protein ist in grau gezeigt, die Fingerdomine von KOD-DNA-Pol und die O-
Helix von KlenTag-DNA-Pol in blau. Das dA*TP und die dazugehérigen Metallionen sind in lila gezeigt. Wassermolekiile sind als rote Sphiren
gezeigt. Abstinde sind als gestrichelte Linien und in A angegeben. (A-D) KOD-dA*TP. (A) Omitkarte fiir dJA*TP bei 30. (B) Die Modifikation ist
zwischen den beiden positiv geladenen Aminosiureseitenketten von K487 (2.9 A) und R484 (5.0 A) eingeklemmt. (C) Die Modifikation zeigt in die
Furche zwischen Finger- und Handflichendomine. (D) Aktives Zentrum mit zwei Metallionen und E580 in der ,offenen Konformation. (E-G)
KlenTaq-dA*TP. (E) Omitkarte von dA*TP bei 30. (F) Die Modifikation ist unterhalb der O-Helix positioniert und formt Wasserstoffbriicken zu N6
des 3'-terminalen dCMP (2.7 A), und tber eine Wassermolekiil (3.1 A) zum Primerriickgrat (2.7 A), sowie zu T664 (3.5 A). (G) Die Modifikation ist
zwischen T664 und R660 der O-Helix eingeklemmt und zeigt in die Furche zwischen Finger- und Daumendomane. (H) Uberlagerung von dA*TP

von KOD-dA*TP (lila) und KlenTag-dA*TP (blau).
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Handflichendomine (Abbildung 2C) und ist strukturell bis
zur Amidbindung aufgelost (Abbildung 2 A). Die Ethylen-
glykolkette zeigt keine Elektronendichte und wurde daher
mit einer Occupancy von Null modelliert. Die Carbonyl-
gruppe der Modifikation bildet eine Wasserstoffbriicke mit
K487 (2.9 A), welches seinerseits mit dem a- (2.9 A) und B-
Phosphat (3.1 A) von dA*TP interagiert, und essentiell fiir
die Nukleotidyltransferreaktion ist."”! AuBerdem ist R484 auf
der gegeniiberliegenden Seite (5.0 A) der Carbonylgruppe
positioniert, wodurch diese zwischen zwei positiv geladenen
Aminosédureseitenketten eingeklemmt wird (Abbildung 2B).
Diese Wasserstoffbriicken- und elektrostatischen Interaktio-
nen scheinen das dA*TP im aktiven Zentrum gut zu stabili-
sieren. Da sich R484 in der Nihe zur Modifikation befindet,
konnte es, und andere Aminosdureseitenketten der Finger-
domine wie 1488, ein gutes Ziel fiir Mutagenese sein, um die
Akzeptanz modifizierter Nukleotide durch KOD-DNA-Pol
zu verbessern.

Zusitzlich zu ES580, nimmt Y402 in KOD-dA*TP, im
Vergleich zu KOD-dATP, eine andere Konformation an
(Abbildung 2D und Abbildung S2B). Die Seitenkette von
Y402 bewegt sich um 1.2 A in Richtung E580, das aufgrund
seiner gednderten Konformation an dieser Stelle Raum
offnet. Durch diese Bewegung verliert Y402 seine Wasser-
stoffbriickenbindungen zu einem Wassermolekiil, das Metal-
lion A koordiniert (3.7 A) und zu einem Wassermolekiil,
welches das Primerphosphatriickgrat (3.7 A) koordiniert.
Durch Bindung des dritten Metallions und die damit ver-
bundene Konformationsdnderung von ES580, konnte sich
Y402 ndher zum aktiven Zentrum bewegen. Dadurch wiirden
die stabilisierenden Interaktionen mit dem Primerstrang und
den Wassermolekiilen des aktiven Zentrums wieder herge-
stellt.

Zum Vergleich haben wir auch KlenTaq-DNA-Pol in
Komplex mit dA*TP (KlenTaq-dA*TP) kristallisiert. Wir
verwendeten hierfiir dieselbe Primer-/Templatsequenz, sowie
dieselbe Menge an MgCl, und MnCl,, wie fiir KOD-DNA-
Pol. Um KlenTaq-dA*TP mit einem natiirlichen Substrat
vergleichen zu konnen, das mit dem gleichen Primer/Templat
und der gleichen Metallionenkomposition Kkristallisiert
wurde, haben wir auch KlenTag-DNA-Pol in Komplex mit
dATP (KlenTaq-dATP) kristallisiert. Wir 1osten die KlenTaq-
dA*TP- und KlenTaq-dATP-Strukturen mittels Verfeinerung
gegen publizierte KlenTag-DNA-Pol Daten (PDB ID:
6FBI)P® mit einer Auflosung von 2.0 A. Die Strukturen
KlenTaq-dATP und KlenTaq-dA*TP sind sehr dhnlich
(RMSD-Wert von 0.108 fiir 468 Co-Atome (Abbil-
dung S1B)). Beide Strukturen zeigen einen fiir die Katalyse
bereiten Komplex mit je zwei Metallionen, die im aktiven
Zentrum koordiniert sind. In beiden Fillen sind die Metal-
lionen Mg*" und Mn*", fiir jeweils das A und B Metallion, wie
auch in KOD-dA*TP beobachtet. Die O-Helix ist vollstdandig
geschlossen und schlief3t iiber dem neu gebildeten dATP-dT-
und dA*TP-dT-Paar, wobei K663 Wasserstoffbriicken zum a-
(2.7 A (dATP), 32 A (dA*TP)) und p- (2.8 A (dATP), 2.8 A
(dA*TP)) Phosphat ausbildet (Abbildung S3).

In KlenTaq-dA*TP liegt die Modifikation zwischen den
O-Helix Resten R660 und T664 (3.5 A) und zeigt in Richtung
Daumendomine (Abbildung 2G). R660, wie fiir R484 in

KOD-dA*TP beobachtet, ist in der Ndhe der Carbonyl-
gruppe und wurde in zwei Konformationen modelliert (Ab-
bildung 2 F, Abbildung S3). Beide Konformationen von R660
sind in einem Abstand zur Ausbildung von Wasserstoffbrii-
cken zum Primerriickgrat (2.9 A) (Abbildung S3). Verglichen
mit KOD-dA*TP ist die Modifikation in KlenTaq-dA*TP
starrer, da Elektronendichte fiir die Ethylenglykolkette be-
obachtet wird (Abbildung 2E). Die Carbonylgruppe ist ver-
glichen mit KOD-dA*TP um 180° gedreht (Abbildung 2 H)
und zeigt in Richtung N6 des 3'-terminalen Cytidins, wobei sie
eine Wasserstoffbriicke zu dessen exozyklischem Amin
(2.7 A) (Abbildung 2F) ausbildet. Da der DNA-Duplex in
der Néhe des aktiven Zentrums von A-Familien-DNA-Pols
A-Form annimmt (Tabelle S2), hat der Duplex am 3'-Prime-
rende in KlenTaq-DNA-Pol verglichen mit KOD-DNA-Pol
eine schmalere gro3e Furche und einen engeren Abstand der
Nukleobasen. Dadurch kann die Ausbildung von Wasser-
stoftbriicken zwischen Carbonylgruppe und N6 des Cytidins
ermoglicht werden. Zusitzlich bildet die Carbonylgruppe
eine Wasserstoffbriicke mit dem Primerriickgrat (2.7 A) iiber
ein Wassermolekiil (3.1 A) (Abbildung 2F). Diese zusitzliche
Interaktion findet sich nicht in KlenTaq-dATP.

Um die Effizienz der Prozessierung von dA*TP im Ver-
gleich zu seinem natiirlichen Pendant durch KOD- und
KlenTag-DNA-Pol zu bestimmen, haben wir Einzelnukle-
otideinbauexperimente durchgefiihrt, in welchen das modi-
fizierte dA*TP direkt mit dem natiirlichen dATP konkurriert
(Abbildung 3), wie zuvor bereits beschrieben.**¢! Wir ver-
wendeten ein 5-*P markierten 12-nt-Primer und ein 16-nt-
Templat mit derselben Sequenz wie fiir die Kristallisation.
Die Reaktionen wurden analysiert und das Verhéltnis von
dATP zu dA*TP mittels 16%-iger denaturierender Poly-
acrylamidgelelektrophorese (PAGE) und Autoradiographie
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Abbildung 3. Kompetitive Primerverlingerungsexperimente. (A) Se-
quenz des Primer/Templatkomplexes. (B) PAGE-Analyse des Kompeti-
tionsexperiments mit KOD-DNA-Pol. (C) PAGE-Analyse des Kompeti-
tionsexperiments mit KlenTaq-DNA-Pol. (D) Graphisches Auslesen der
PAGE-Analyse mit KOD-DNA-Pol. Der Punkt des 50 %-igen Einbaus ist
durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. (E) Dasselbe wie fiir

(D) mit KlenTag-DNA-Pol. Daten sind Triplikate.



analysiert. Hierbei wurde der signifikante Migrationsunter-
schied der Primer, welche entweder durch das Prozessieren
von dA*TP oder dATP verldangert wurden, genutzt. Fiir
KOD-DNA-Pol hat die Modifikation von dA*TP nur geringe
Auswirkungen auf das Enzym, da KOD-DNA-Pol das modi-
fizierte Nukleotid mit einer 1.2-fach hoheren Effizienz ver-
glichen mit dATP, einbaut (Abbildung 3). Interessanterweise
prozessiert KlenTag-DNA-Pol dA*TP mit einer 2-fach ho-
heren Effizienz verglichen mit dATP. Ahnliche iiberlegene
Prozessierungen wurden auch fiir andere dATP-Analoga
berichtet.®'"! Dies kann an den Interaktionen zwischen der
Carbonylgruppe der Modifikation und dem Primerstrang
liegen, welche zu einer zusitzlichen Stabilisierung des terné-
ren Komplexes fithren konnen. Da die Wasserstoffbriicken
der Carbonylgruppe mit N6 des 3'-terminalen Cytosins se-
quenzspezifisch sind, haben wir uns gefragt, ob die erhohte
Einbaurate von dA*TP durch KlenTag-DNA-Pol bestehen
bleibt, wenn sich ein Thymidin anstelle eines Cytidins am 3'-
Primerende befindet. In diesem Fall wére eine Wasserstoff-
briicke der Carbonylgruppe zur 3'-terminalen Nukleobase
nicht moglich. Tatsédchlich haben wir in kompetitiven Ein-
zelnukleotideinbauexperimenten mit dem 3'-terminalen
dTMP-Primer einen Riickgang der Einbaueffizienz auf 1.5-
fach beobachtet (Abbildung S4).

Wenn wir nun KOD- und KlenTaq-DNA-Pols verglei-
chen, bringt uns dies zu zwei Hauptunterschieden, die die
beobachteten unterschiedlichen Konformationen von dA*TP
erkldren: das Volumen des Kanals, das innerhalb des Enzyms
zur Unterbringung von Modifikationen verfiigbar ist und die
DNA-Konformation in der Nidhe des aktiven Zentrums.
KOD-DNA-Pol hat ein groferes Volumen innerhalb seines
terndr geschlossenen Komplexes verglichen mit KlenTag-
DNA-Pol,”! sowie eine groBere Furche zwischen Finger- und
Daumen-/Handfldchendoméne. Dadurch hat KOD-DNA-Pol
mehr Raum, um Modifikationen unterzubringen, was in einer
hohen Flexibilitdt der Ethylenglykolkette des dA*TPs in
KOD-dA*TP resultiert. Zusétzlich besitzt KOD-DNA-Pol
durchgehend B-Form-DNA, was in grof3eren Basenabstédnden
und einer weiteren groBen Furche, verglichen mit der A-
Form-DNA der ersten drei Primernukleotide in KlenTag-
DNA-Pol (Tabelle S2), resultiert. Die B-Form-DNA in KOD-
DNA-Pol bietet mehr Raum, um Modifikationen in der
groBen Furche, wie diese an C5 von Pyrimidinen und 7-deaza
von Purinen, unterzubringen. Zusammen mit der Protein-
umgebung, scheint die B-Form sequenzspezifische Interak-
tionen der Modifikation mit Strang abwirts gelegenen Nu-
kleotiden, wie in KlenTaq-dA*TP, zu verhindern. Obgleich
der kompaktere aktive Komplex und die A-Form-DNA in
KlenTag-DNA-Pol die Prozessierung eines einzelnen
dA*TPs scheinbar fordern, so mogen diese Eigenschaften den
Einbau mehrerer Nukleotide hintereinander, verringern.
Hierfiir wire eine DNA-Pol mit mehr Raum und weniger
Interaktionen, wie KOD-DNA-Pol, vorteilhaft.

Zusammenfassend haben wir Einblicke in die Prozessie-
rung eines modifizierten Nukleotids durch KOD-DNA-Pol,
einem Mitglied der DNA-Pol B-Familie erhalten, die essen-
tiell fiir viele gegenwértige Anwendungen sind. Die Kristall-
strukturen erlauben einen direkten Vergleich der Interak-
tionen der Modifikation in einer B- und A-Familien-DNA-

Pol. Des Weiteren erkldren sie wie die Protein- und DNA-
Umgebung jeder Familie die Konformation der Modifikation
beeinflusst, sodass zwei unterschiedliche Konformationen der
Modifikation resultieren. Diese Studie erweitert das bisher
limitierte Wissen iiber biotechnologisch wichtige archaeale B-
Familien-KDNA-Pols im Zusammenspiel mit relevanten
chemisch modifizierten Substraten und bildet den Grundstein
dafiir, die Fahigkeit ein weites Spektrum modifizierter Nu-
kleotide zu akzeptieren, zu verstehen. Zukiinftige Studien
zielen darauf hin zu erklidren, wie mehr als eine Modifikation
innerhalb der Grenzen der DNA-Pols prozessiert wird.
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