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1 Einleitung
1.1 DNA, DNA-Polymerasen und deren Familien

1.1.1 Struktur und biologische Rolle der DNA

Die Erbinformationen aller Organismen sind in Form von Genen festgehalten. Diese
Gene sind aus Desoxyribonukleinsiure (DNA oder DNS) aufgebaut. Die Weitergabe
dieses Erbguts von einer Generation zur nichsten ist die Lebensbasis aller Organismen.

Die DNA ist ein Polymer, das aus zwei antiparallelen Einzelstringen besteht und die
Form einer Doppelhelix annimmt (Abbildung 1A). Die Einzelstringe sind aus
nacheinander folgenden Bausteinen aufgebaut, den Nukleotiden, die durch eine
Phosphodiesterbindung miteinander verkniipft sind. Die Nukleotide sind aus drei
funktionalen Einheiten aufgebaut: einer Phosphorsiure, einer Desoxyribose-Einheit,

und eine heterozyklische Nukleobase (Purin- oder Pyrimidin-Derivate; siche Abbildung

1B und O).
A C
Basen H
|
A léN N—H----- 0 T
N N PRV
a N=/ N
d %
|
N O----- H—N

Abbildung 1: Schematische Darstellung der DNA. (A) Struktur der Doppelhelix. Entnommen aus [1].
(B) Struktur eines Nukleotides. (C) Struktur der Nukleobasen in kanonischer Paarung.
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Die Desoxyribose-Phosphate bilden das Riickgrat des Molekiils. Die Nukleobasen
befinden sich im Inneren der Helix und verbinden iiber so genannte kanonische
Paarungen die Einzelstringe durch Wasserstoffbriicken.

In natiirlicher DNA existieren vier mogliche Nukleobasen: Adenin (A), Guanin (G),
Thymin (T) oder Cytosin (C). Dabei paart nach den Regeln von Watson und Crick
Adenin immer mit Thymin und Guanin mit Cytosin [1](Abbildung 1).

Die Folge der Nukleobasen, die DNA-Sequenz, bestimmt die genetische Information.
Die DNA-Sequenz ist somit der Bauplan fir die Entstehung von Proteinen, den
Werkzeugen aller Organismen. Dabei wird die DNA von RNA-Polymerasen abgelesen
und in RNA umgeschrieben (Transkription), ein mRNA-Molekiil entsteht, das dann fiir
die Proteinsynthese an den Ribosomen als Templat verwendet wird (Translation).

Die genetische Information muss nicht nur als Matrix fiir die Protein-Synthese in der
Zelle dienen, sondern sie muss auflerdem von einer Generation zur nichsten intakt
weitergegeben werden. Schon 1953 fiel Watson und Crick auf, ,dass die speziellen
Paarungen, die wir als gegeben voraussetzen, unmittelbar auf einen moglichen
Vervielfiltigungsmechanismus fiir die genetische Erbsubstanz schlieffen lassen® [1].

Diese Beobachtung war tatsichlich treffend, denn dieser Erkennungsprozess liegt an der

Basis der Replikation, die Vervielfiltigung der DNA.

1.1.2 Biologische Rolle der DNA-Polymerasen und deren Familien

Die DNA ist keinesfalls ein statisches Molekiil. Stindig wird die abgespeicherte
Information abgelesen, kopiert und weitergegeben. Dafiir ist ein Set von verschiedenen
Enzymen notwendig, unter denen DNA-Polymerasen die Schlisselrolle einnehmen.
Kornberg et al. konnten 1956 zum ersten Mal eine DNA-Polymerase aus Escherichia Coli
(E. coli) als solche charakterisieren [2]. Mindestens 15 verschiedene eukaryontische
DNA-Polymerasen sind zurzeit bekannt [3].

Die Hauptfunktion der DNA-Polymerasen ist die Replikation der genomischen DNA

[4]. Die eukaryontischen DNA-Polymerasen, die dafiir verantwortlich sind, sind die

,-12,-/
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DNA-Polymerasen a, 3, € und y [3]. Der Mechanismus der Replikation erfolgt semi-
konservativ, wobei der urspriingliche DNA-Doppelstrang in seine Einzelstringe
getrennt wird, an denen dann jeweils komplementire Stringe neu gebildet werden [5,
6].

Bei diesen Prozessen entstehen immer wieder Fehler, die korrigiert werden miissen [7].
Fir diese Funktionen sind andere DNA-Polymerasen zustindig, wie z.B. die DNA-
Polymerase B und A (Polf und Pol A) (fiir Details siche 1.3)[8, 9]. Weitere DNA-
Polymerasen sind fiir das Uberlesen von DNA-Schiden zustindig (z.B. DNA-
Polymerasen 1, k, t und &; fiir Details siehe 1.4) [10, 11].

Auflerdem gibt es eine DNA-Polymerase, die Telomerase, die fiir die Verldngerung der
3’-Enden von Chromosomen (Telomere) durch einfache, repetitive Sequenzen
verantwortlich ist. Dies vermeidet die Verkiirzung der Chromosomen, die bei jeder
Replikation stattfindet, die zur Apoptose fithren wiirde. Die Telomerase arbeitet bei
dieser Funktion mit einer internen Templatsequenz [12].

Alle  bisher  bekannten =~ DNA-Polymerasen  teilen  einen  gemeinsamen
Reaktionsmechanismus und eine sehr hnliche Struktur, die an eine rechte Hand
erinnert [13, 14]. Allerdings unterscheiden sich die Eigenschaften verschiedener
Polymerasen sehr [3]. Polymerasen, die in der Replikation der DNA involviert sind,
besitzen eine hohe Genauigkeit und Prozessivitit (ca. ein Fehler in 1000 000
synthetisierten  Phosphorsiurediester-Bindungen). Im  Gegenteil dazu  weisen
Polymerasen, die z.B. in der Reparatur von DNA-Schiden oder in der somatische
Hypermutation von Genen involviert sind, die fiir Immunoglobuline kodieren, eine viel
niedrigere Genauigkeit und Schnelligkeit auf (ca. ein Fehler in 10 — 1000
synthetisierten Phosphorsiurediester-Bindungen) [10, 15, 16].

Basierend auf Sequenzhomologie und Strukturihnlichkeiten kénnen DNA-Polymerasen
in sieben Familien unterteilt werden (A, B, C, D, X, Y und RT) [17]. Die Familien A, B
und C sind nach den Genen polA, polB und polC in E. coli benannt, die jeweils fir die
DNA-Polymerasen I, II und die a-Untereinheit der III kodieren [5]. Zu dieser Familien

gehoren die replikativen Polymerasen und einige Reparatur-Polymerasen, wie die DNA-
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Polymerasen T7, E. coli Poll, und die eukaryontischen Pola, § und €. Die Familie D ist
noch nicht genau charakeerisiert und erfasst replikative DNA-Polymerasen aus
Euryarchaeota. Zur Familie X geh6ren DNA-Polymerasen, die vorwiegend in der DNA-
Reparatur involviert sind [9, 18]. Mitglieder davon sind die DNA-Polymerasen B, X, p
und die Terminal-Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT).

Die Familie umfasst DNA-Polymerasen, die homolog zur DNA-Polymerase IV und V
von E. coli sind [10, 11]. Diese Enzyme sind fir die Replikation beschidigter DNA

zustindig. Bekannte Mitglieder sind Dpo4, die DNA-Polymerasen , 1, t und Revl.

1.2 Reaktionsmechanismus der DNA-Polymerasen

Der Reaktionsmechanismus, mit dem ein Nukleotid eingebaut wird, ist bei allen DNA-
Polymerasen sehr dhnlich. Das Enzym (E) bindet zuerst den Primer/Templat-Komplex
(D.) (Abbildung 2). Das dNTP (N) wird gebunden, und dadurch eine
Konformationsinderung des Enzyms (,induced fit“, Schlieffen der Fingerdomine, E*)
induziert, die zur Ausbildung einer Bindungstasche dient. Die korrekte Positionierung
des eingetretenen dNTPs ist fiir die folgende Phosphoryltransferreaktion notwendig

(E"-Ds.1P).

ED, === ED.N
k k, k
k

off : 3

E .
\ Y k4
k K,
E.Dn+1 K

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Kinetik einer Polymerisierungsreaktion.
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Darauf folgt eine erneute Konformationsinderung, die das System wieder in die offene
Konformation tiberfithrt und das Pyrophosphat (P) wird freigesetzt. An diesem Punkt
kann die DNA-Polymerase entweder dissoziieren oder zum nichsten Einbau

translokieren. Die Translokation erfolgt sehr schnell [19].

Abbildung 3: Postulierte Struktur des Ubergangszustandes der nukleophilen Substitution von
Pyrophophat durch die 3’-Hydroxylgruppe des Primerterminus. Die Mg®* Ionen sind in Orange
abgebildet. Ein Wassermolekiil (S2) ist vorhanden. Entnommen aus [20].

Die Ankniipfung des eintretenden dNTPs an die 3’-Hydroxylgruppe des Primers findet
durch nukleophile Substitution unter Abgabe von Pyrophosphat statt. Ein nukleophiler
Angriff der 3’-Hydroxylgruppe des Primerterminus wird auf das a-Phosphat des dNTPs
durchgefiihrt (Abbildung 3). Zwei Magnesiumionen erhdhen die Elektrophilie des a -
Phosphats des dNTPs. Sie werden dabei von Carboxylatresten der DNA-Polymerase
koordiniert [21].

Verschiedene Methoden werden benutzt um die kinetischen Parameter dieser Reaktion
zu beschreiben. Steady-state Kinetiken (nach AMichaelis und Menten) ermitteln die
Parameter, die die gesamte Reaktion beriicksichtigen, d.h. von der Bindung bis zur
Dissoziation des Substrates. Eine andere Methode, unter pre-steady-state Bedingungen,
misst die Umsetzung eines einzelnen Nukleotides. Dadurch kann die tatsichliche
Reaktionsgeschwindigkeit, unabhingig von Bindung und Dissoziation vom Substrat,

ermittelt werden [22].
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1.3 DNA-Schiden und DNA-Reparatursysteme in Siugetieren

Die DNA ist in der Zelle Schadstoffen und Strahlung ausgesetzt. Dadurch kénnen
DNA-Schiden entstehen, die repariert werden miissen, um die genetische Information
korrekt zu erhalten [8, 23]. Bei erwachsenen Menschen kénnen pro Tag bis zu 10'¢-10"
Reparatur-Ereignisse an der DNA stattfinden. Wenn man bedenkt, dass wenige
Mutationen zur Entstehung von Krebs fithren kénnten, wird man die entscheidende
Rolle eines robusten Reparatursystems in der Zelle klar [23].

DNA-Schiden kénnen sowohl durch endogene als auch durch exogene Faktoren
entstehen. Der Angriff endogener Faktoren, wie Stoffwechselprodukten oder freien
Radikalen, kann die Hydrolyse und die Oxidierung der DNA verursachen. Die
Hydrolyse kann sowohl an der Nukleobase, als auch an der glykosidische Bindung
zwischen Nukleobase und Zucker stattfinden. Die am hiufigsten vorkommende
Hydrolysereaktion an der Nukleobase fithrt zu einer die Deaminierung von Cytosin.
Dadurch wird dieses zu Uracil tiberfithrt. U:G Fehlpaarungen kénnen zu einer C:G
nach T:A Transition fithren. Die hydrolytische Deaminierung von Cytosin erfolgt 100
bis 500 mal pro Zelle pro Tag [24]. Die Hydrolyse an der glykosidische Bindung
zwischen Nukleobase und Zucker bewirkt den Verlust der genetischen Information und
hinterldsst eine abasische Stelle. Diese Reaktion ist relativ hiufig, mit ca. 10 000
Ereignissen pro Zelle pro Tag [25].

Die Oxidation wird hauptsichlich von Stoffwechselprodukten wie ROS (Reactive
oxygen species oder reaktive Sauerstoff-Spezies) verursacht. Die meist verbreiteten
oxidativen DNA-Modifikationen sind 7,8-Dihydro-8-Oxoguanin (8-oxo-dG) und 5,6-
Dihydroxyl-5,6- Dihydrothymidin (Thymin-Glykol). 8-oxo-dG kann mutagen mit
Adenin paaren und dadurch G:C zu T:A Transversionen verursachen. Thymin-Glykol
kann die Replikation blockieren. Diese Lisionen entstehen ca. 1000 bzw. 500 mal pro
Zelle pro Tag [26-29].

Die oben genannten Schiden werden hauptsichlich durch die Basenexzisionsreparatur

(BER) korrigiert (siche Abbildung 4 und 1.3.1).
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Spontane Reaktionen

Sauerstoff-Radikale UV-Licht
Alkylierungs- Alkylierungsreagenzien Umwelt- Fehler in der
reagenzien Réntgenstrahlung Mutagen Rontgenstrahlung Replikation

4 4 3 4 A

3 3 4 3 3

06-meG abasische Stellen,  Pyrimidin-Dimere, = Doppelstrang- Fehlpaarungen,
oxidierte, deaminierte, Jbulky” Briiche (DSBs) Insertionen,
alkylierte Basen, Modifikationen Deletionen
ssDNA breaks
Direkte BER NER HR, MMR
Reparatur NHEJ

Abbildung 4: Hiufige DNA-Schadstoffe, DNA-Schiden und deren Reparaturmechanismen in
Siugetieren. Modifiziert aus [23].

Exogene Einfliisse, wie z.B. Umweltfaktoren, UV-Licht oder mutagene Stoffe kénnen
,bulky“ DNA-Addukte verursachen. Zum Beispiel stellen Thymidin-Dimere, das
Produkt der Dimerisation zweier benachbarter Thymidine, eine starke Blockade der
Replikation dar [30]. Diese Lisionen werden durch die Nukleotidexzisionsreparatur
(NER) entfernt. Réntgenstrahlen verursachen Doppelstrangbriiche, die durch
Homologe Rekombination (HR) oder Nonhomologous-End-Joining (NHE]) repariert
werden konnen (siche Abbildung 4) [8].

Mutationen in der genetischen Information konnen allerdings auch wihrend der
Replikation oder Rekombination erfolgen. Hier sind die DNA-Polymerasen selbst die
Quelle von Fehlern. In E.coli findet pro Zellteilung ein Fehler alle 10°-10" duplizierten
Basen statt [7, 31, 32]. Die entstandenen Fehler miissen folglich post-replikativ repariert
werden. Der Mechanismus der in der Zelle diese Aufgabe erfiille wird als Mismatch

Repair (MMR) bezeichnet [33].
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1.3.1 Die Polp und die Basenexzisionsreparatur (BER)

Die Polf wurde zum ersten Mal 1971 als niedermolekulare DNA-abhingige DNA-
Polymerase beschrieben [34, 35]. Polf gehort zur X-Familie der DNA-Polymerasen, mit
einer hohen Homologie zur Polk [9]. Sie besteht aus 335 Aminosiuren, besitzt keine
intrinsische Exonuklease-Aktivitit und weist zwei Dominen auf, eine N-terminale
Lyase- und eine C-terminale Polymerase-Domine [36, 37]. Sie ist die kleinste humane
DNA-Polymerase (39kDa), die bislang entdeckt worden ist. Die erste Kristallstruktur
einer DNA-Polymerase im Komplex mit Primer/Templat-Komplex und dem
eintretendem dNTP, dem so genannten terniren Komplex, wurde 1994 geldst und
beschrieb die Struktur der Polf der Ratte [38]. Seitdem wurden verschiedene
Kristallstrukturen der Polf mit verschiedenen Liganden geldst [39-44]. Wegen ihrer
einfachen und wohlbekannten Struktur gilt sie oft als Modell fiir Nukleotydil-
Transferase Studien. Eine schematische Darstellung der Struktur dieses Proteins ist in

Abbildung 5 dargestellt.

Lyase Polymerase Domain
D N Subdomain
ssDNA Bindin dsDNA dNTP i
dRP Lyase 9 Binding Selection ACt“"ty
. : | e — Proteolytic Domains
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Abbildung 5: Schematische Struktur der Polf. Die gestreiften (a-Helix) und vollen Balken (B-Faltblatt)
zeigen die sekundire Struktur des Proteins. HhH bezeichnet ein helix-hairpin-helix Motif. Die
Asterisken (*) zeigen die Positionen von wichtigen Aminosiuren in der Sequenz: Lys72, Asp190,
Asp192 und Asp256. Entnommen aus Referenz [45].

Die N-terminale Lyase-Domine (8kDa) ist durch eine Protease-empfindliche Region

mit der Polymerase-Domine (31kDa) verbunden [9]. Die N-terminale Domine ist fur
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die Bindung an einzelstringige DNA verantwortlich, wihrend die Polymerase-Domine

die Bindung an doppelstringige DNA vermittelt [38].

PolB, dhnlich zu anderen bekannten DNA-Polymerasen, weist die typische Struktur
einer Hand auf, mit Handfliche, Finger und Daumen-Subdominen [38, 46-51]. Die
Struktur der DNA-Polymerasen der X-Familie ist allerdings einzigartig, da die
Topologie an eine linke statt an eine rechte Hand erinnert. Die Handfliche trigt das
aktive Zentrum mit den fur die Aktivitdit der Polymerase notwendigen Aspartate, die
zwei Metallionen komplexieren, nimlich Asp190, Aspl192 und Asp256. Der
Nomenklatur einer rechten Hand entsprechend, sind die Daumen-Subdomine fiir die
Bindung der doppelstringigen DNA verantwortlich, wihrend die Finger-Subdomine
die Bindung des eintretendes dNTPs vermittelt [52].

Lange nach der Entdeckung dieses Enzyms war nicht klar, welche Rolle es in der Zelle
haben sollte. 1994 wurde bewiesen, dass das Ausschalten (,Knock-out”) vom Polf} Gen
in Midusen die Letalitit der Embryos verursacht, was auf eine wichtige Rolle dieses
Enzyms wihrend der fétalen Entwicklung hindeutet [53]. 1996 wurde entdeckt, dass
die Polf in der Basenexzisionsreparatur involviert ist, da die Polf ,knock-out” Maus-
embryonale Fibroblasten (MEFs) auf DNA-Alkylierungsstoffe sehr empfindlich sind
[54].

BER wird als das Hauptreparatursystem der DNA in Siugetierzellen betrachtet.
Dadurch werden mehr als 60 verschiedene Arten von DNA-Schiden behoben (fiir
einige Beispiele siche 1.3) [55, 56].

BER ist nicht nur in der Behebung von DNA-Schiden, sondern auch in der Beseitigung
von z.B. G:T und G:U Fehlpaarungen involviert [57, 58]. Eine G:T Fehlpaarung kann
z.B. durch die Deaminierung von 5-Methyl-Cytosin entstehen, wihrend dUMP
entweder nach spontane Deaminierung des Cytosins oder durch den Fehleinbau von
dUTP gegeniiber dAMP wihrend der Replikation entstehen kann [59]. Durch BER
wird dUMP entfernt [54, 60] und dCMP gegeniiber G eingebaut [61, 62].

Die glykosidische Bindung der beschidigten Base wird entweder spontan durch nicht-

enzymatische Hydrolyse oder durch eine DNA-Glykosylase entfernt [63]. Dadurch
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entsteht eine abasische Stelle (AP-site).

EXXITIAIIIL I 3::1;”‘73'7“ & € 4 & & € APE EXIIIAIXIAT -:palt-_ﬁ +D"A'.".T TIIIXITIIIX
BBBBBEBEBE D) o o EERBBBBEEE " _ BBBEBEBBEE _'9°°° ppBBBBBBBE
BBEBBB BBBB EBBBE BBEBB BBBBB BBBB BBEBEBEBEBEBBESB
..... ,_x ' \ , ? \ y .f'\z'.f;
DNA-Schaden, Entfernung der Entfernung des Neusynthese der fehlenden
Verzerrung der Helix Nukleobase Desoxyribo-Phosphates Nukleobase und
Ligierung der Liicke

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Basenexzisionsreparatur. Modifiziert aus [64] .

Verschiedene Glykosylasen konnen, abhingig von dem vorhandenen Schaden, rekrutiert
werden [62]. Die verantwortlichen Glykosylasen fiir die Erkennung der oben genannten
Fehlpaarungen sind die Uracil DNA-Glykosylase (UDG) und die Thymin DNA-
Glykosylase (TDG). Eine weitere DNA-Glykosylase ist z.B. OGG1, die das Produkt der
Oxidierung des Guanins (8-0x0-G) aus der DNA entfernt.

Das Phosphat-Riickgrad an der abasischen Stelle wird anschlieffend am 5’-Terminus des
Zuckers von einer AP-Endonuklease (AP-E) geoffnet, welches eine freie Hydroxylgruppe
am 3’-Terminus und eine Phosphatgruppe am 5’-Ende hinterldsst [18, 65].

Die Neusynthese der fehlenden Base sowie die Entfernung der Desoxyribose-Phosphat-
Gruppe werden von der Polymerase- bzw. Lyase-Domine der Polf durchgefiihrt. Die
DNA-Ligase III schliefit die Liicke zwischen der neusynthetisierten Base und der
restlichen DNA.

Eine Variante dieses Weges, nimlich die ,long-patch“ BER, verursacht die Entfernung
von 2 bis 10 Nukleotiden [66]. Weitere Proteine, wie Flap-Endonuklease (FEN-1),
“proliferating cell nuclear antigen® (PCNA), ,replication protein A“ (RPA) und
replication factor C* (RFC) sind darin involviert. Pold bzw. Pole schlieflen die Liicke,
und anschlieflend werden die DNA-Stringe von der DNA-Ligase I verkniipft.

Die wichtige Rolle der Polf in der DNA-Reparatur wurde betont, als Sweasy
verschiedene Varianten der Polf entdeckte, die in mehr als 35% aus 90 untersuchten
Krebsarten vorgefunden worden sind. Diese Varianten wiesen eine verinderte
Genauigkeit vor, die selbst zu Mutationen fithren konnte und vermutlich fiir die

Entstehung dieser Krebsarten mitverantwortlich sind [67-74].
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1.4 Bypass von DNA-Schiiden bei DNA-Polymerasen

Die Reparatur eines DNA-Schadens kann nur stattfinden, wenn sich die betroffene
DNA nicht in der Replikation befindet. Kann der Schaden vom Replikationsapparatus
nicht behoben werden, ist eine Blockade der Replikation moglich, die in extremen
Fillen zur Apoptose fithren kann [23]. Eine Losung zu diesem Problem ist das
Uberlesen dieser Schiden von einer spezialisierten DNA-Polymerase. Dieser Prozess ist
fehleranfillig, wobei Basensubstitutionen, Deletionen oder Insertionen (-1 oder +1
Frameshifts) entstehen koénnen. Die Korrektur dieser Mutation kann nach der
Replikation erfolgen. Im Fall vom Schaden-Bypass wird die replikative durch eine
»ranslesion DNA-Polymerase (TLS-Polymerase) an der Replikationsgabel
ausgetauscht, die eine Uberlesefunktion besitzt [75, 76]. Nach der Synthese iiber den
Schaden wird die TLS-Polymerase wieder durch die replikative Polymerase ersetzt und
die Replikation kann fortgesetzt werden [11]. Die meisten TLS-Polymerasen sind der
Familie Y zugeordnet.

Durch die Losung der ersten Kristallstrukturen von TLS-Polymerasen wurde es
deutlich, dass diese Enzyme ein weiteres und flexibleres aktives Zentrum als die
replikativen Polymerasen besitzen, welches die Prozessierung dieser Lasionen ermdoglicht
[11, 51, 77]. In der Tat ist oft eine verinderte DNA-Konformation vorhanden, die
durch das Vorhandensein einer Lision verursacht wird. Oft besitzen diese Polymerasen
auch eine geringere Genauigkeit in der Gegenwart unbeschidigter DNA, was aber auch
Folge der abwesenden Korrekturlesefunktion ist. Diese geringe Genauigkeit erfordert
eine sehr starke Kontrolle dieser Enzyme in der Zelle, weil sie nur im Fall eines DNA-
Schadens eingesetzt werden diirfen [11]. Der Prozessivititsfaktor PCNA spielt eine
wichtige Rolle in diesem Zusammenhang. Die Monoubiquitinierung dieses Komplexes
am Lysin164 fihre zur Aktivierung des RADG-pathways und zur fehleranfillige
Uberlesefunktion iiber die DNA-Polymerase i und & [78].

Jede TLS-Polymerase besitzt ein besonderes Spektrum von DNA-Schiden, woriiber sie

lesen kann [10]. Zum Beispiel kann die humane DNA-Polymerase 1 iiber Thymidin-
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Dimere, Cisplatin- und Acetylaminofluorene-Addukte lesen, wihrend sie von 6-4-TT
Photoprodukte oder einige N2-Guanin-Addukte inhibiert wird [79].

Die abasischen Stellen sind die am meisten verbreiteten Lisionen in der Zelle (10 000
pro Tag pro Zelle [45]) und sie reprisentieren eine sehr starke Blockade der Replikation
[80]. Es ist noch nicht geklirt, welche DNA-Polymerase fiir das Uberlesen der
abasischen Stellen verantwortlich ist. Oft ist die ,, Translesion synthesis“ ein Prozess, der
zwei DNA-Polymerasen benétigt. Eine DNA-Polymerase ist fiir den Einbau gegeniiber
der Lision verantwortlich, wihrend eine zweite, meistens die DNA-Polymerase & (Pol§),
die Verlingerung nach dem Schaden iibernimme [81, 82]. Dies ist wahrscheinlich auch
fur die abasischen Stellen zutreffend, wobei verschiedene DNA-Polymerasen, nimlich
Polk, Polt und Revl, fiir den Einbau gegeniiber der Lision verantwortlich zu sein
scheinen [10, 81-88].

Die DNA-Polymerase k (Polk), ein Mitglied der Familie Y, kann iiber eine abasische
Stelle synthetisieren. Allerdings ist der Bypass uneffektiv und sehr abhingig vom
Templat-Kontext. Die Effizienz des Uberlesens wird jedoch in der Gegenwart von
PCNA und RP-A gesteigert. Dennoch bleibt es zweifelhaft, ob diese DNA-Polymerase
tatsichlich verantwortlich fiir den Bypass ist [84-86].

Die DNA-Polymerase 1 (Pol) kann ebenfalls einen Bypass tiber verschiedene DNA-
Schiden durchfithren, wie z.B. 6-4-TT Photoprodukte und die abasischen Stellen.
Jedoch kann diese Polymerase nur ein Nukleotid gegeniiber der Lision einbauen und
keine Verlingerung durchfiihren [81, 88].

Revl DNA-Polymerase wird auch dCMP-Transferase genannt, weil sie nur dCTP
gegeniiber der abasischen Stelle einbauen kann. Fiir Polt und Revlwird die Pol¢ fiir die
Verlingerung verantwortlich gemacht [87].

Meistens ist das Uberlesen mit der Entstechung einer minus 1-Leserasterverschiebung
bedingt durch eine Deletion verbunden. Dieses Verhalten im Bypass einer abasischen
Stelle ist fir mehrere DNA-Polymerasen bekannt, wie z.B. mehrere TLS-Polymerasen
der Familie Y, wie die Polk [84-86], Dpo4 DNA-Polymerase [89], die Dbh DNA-
Polymerase [90] und die DNA-Polymerase IV aus E. coli [91]. Fur die Dpo4 DNA-

Polymerase ist es bewiesen worden, dass die abasische Stelle aus der Doppelhelix
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geschoben wird, und dass das eintretende dNTP mit der ersten Base abwirts im

Templat paart [89].

1.5 Selektivitit und Genauigkeit von DNA-Polymerasen

Damit die Biokatalyse einer Reaktion erfolgen kann, miissen Enzyme das richtige
Substrat erkennen und es zum Produkt umsetzen kénnen. Meistens weisen Enzyme eine
hoch spezifische Substraterkennung auf. DNA-Polymerasen sind besondere Enzyme,
weil sie zwei Substrate, das Templat und das eintretende dNTP erkennen miissen.
Auflerdem miissen sie das richtige ANTP aus einem Pool von vier verschiedenen, aber
doch sehr dhnlichen Substraten, auswihlen. Diese Auswahl erfolgt nach den bekannten
»Watson und Crick Regeln“, wobei ein Thymin immer mit einem Adenin und ein
Cytosin mit einem Guanin paart. Dieser Prozess, Selektivitit genannt, ist kritisch fiir die
Erhaltung der intakten genomischen Information. DNA-Polymerasen mit einer hohen
Genauigkeit weichen dieser Regel nur einmal pro 10>-10° synthetisierte
Phosphorsiurediester-Bindungen ab [7, 11, 92-96]. Eine so hohe Genauigkeit kann
allerdings nur mithilfe der intrinsischen Korrekturlese-Funktion dieser Enzyme (37-5'-
Exonuklease-Aktivitit oder ,Proofreading®) erreicht werden, die falsch eingebaute
Nukleotide wieder entfernt [7]. Einige DNA-Polymerasen, die hauptsichlich in der
Reparatur der DNA involviert sind, weisen allerdings eine niedrige Genauigkeit auf [3,
7, 10, 92]. Die Griinde dieser Unterschiede sind noch nicht genau erforscht und immer
noch eine Diskussionsfrage [97]. Fehler in der durch DNA-Polymerasen-katalysierten
Reaktion ergeben sich aus dem Fehleinbau eines nicht-kanonischen dNTPs und aus der
folgenden Verlingerung. Dies fithrt zu einer Basensubstitution. Verschiedene Modelle
wurden vorgeschlagen, um den Mechanismus der Selektivitit zu erkliren [7, 11, 92-96].
Auf den ersten Blick ist die Bildung verschiedener Wasserstoffbriickenmuster zwischen
den Nukleobasen vom Templat und eintretendem dANTP fiir diese Genauigkeit
verantwortlich. Dennoch, auf der Basis von Studien der Temperatur-abhingigen

Denaturierung von komplett komplementiren im Vergleich zu ,fehlgepaarten® DNA-
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Stringen wurde klar, dass die hohe Selektivitit nicht alleine dieser Energieunterschiede
zugeschrieben werden kann [92, 98]. Sogar konnte in letzter Zeit bewiesen werden, dass
die Wasserstoffbriickenbindungen fiir einige DNA-Polymerasen nicht grundsitzlich
benétigt werden, um eine hohe Selektivitit zu erzielen [93, 97]. Das genaue Fitting des
Watson-Crick Basenpaares in das aktive Zentrum ist vermutlich ein wichtiger Faktor fur
die beobachtete Selektivitit (,Active site tightness).

Die Selektivitit von DNA-Polymerasen variiert sehr stark in Abhingigkeit der
untersuchten DNA-Polymerase [3, 10, 93]. Die Herkunft dieser Eigenschaft ist noch
nicht geklirt worden, auch wenn spekuliert wird, dass Variationen in der Spannung
(,tightness®) des aktiven Zentrum dafiir verantwortlich sind [93, 99-109].

Aufler  Fehleinbauten koénnen andere Arten von Fehlern wihrend der
Polymerisationsreaktion entstehen, wie z.B. die Verschiebung des Leserasters
(,Frameshift“) durch Insertionen oder Deletionen [7, 94, 110]. Der Mechanismus, der
die Substitution von Nukleotiden steuert, ist allerdings besser verstanden, als die
Entstehung von Frameshifts [110]. Die falsche Anlagerung vom Primer und Templat
(,Misalignment®) wird oft als Grund fiir dieses Verhalten zitiert [7, 94, 110, 111].
Neuere Studien konnten zeigen, dass die Genauigkeit in der Primer/Templat
Anlagerung von der DNA-Polymerase abhingig ist und um mehr als das 1000-fache
unter verschiedenen DNA-Polymerasen variiert [110]. Zum Beispiel ist die Polf im
Falle von Einzeldeletionen weniger genau als das Klenow Fragment der E. co/i DNA-
Polymerase I (KF(exo-) [111-113]. Viele Studien zeigen, dass DNA-Polymerasen
komplexe Kontakte mit Primer, Templat und eintretendem dNTP bilden, die sich tiber
mehrere Basenpaaren auflerhalb des aktiven Zentrums erstrecken kénnen [111-120].
Diese Interaktionen finden hauptsichlich mit dem Zucker-Phosphodiester-Riickgrat in
der kleinen Furche und mit den Nukleobasen statt. Strukturanalysen zeigen, dass die
Polf, im Vergleich zum KF(exo-) weniger Kontakte mit dem Primer/Templat-Komplex
aufwirts vom aktiven Zentrum eingeht [7, 45]. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die
Kontakte zum Primer/Templat-Komplex eine bedeutende Rolle in der Genauigkeit
durch die Primeranlagerung (,Misalignment fidelity®) spielen. DNA-Polymerasen, die

eine hohere Genauigkeit zeigen, kdnnten moglicherweise eine festere Bindungstasche
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bilden, die weniger geometrische Abweichungen erlaubt (wie z.B. einen falsch
angelagerten Primer/Templat-Komplex). So konnten ,Frameshifts“ vermieden werden,
die aus Deletionen oder Insertionen stammen. Hingegen konnten weniger genaue
DNA-Polymerasen eine hohere Flexibilitit im aktiven Zentrum vorweisen, die solche
Abweichungen besser zulassen und zu einer verringerten Genauigkeit fithren. Die DNA-
Polymerase A, ebenfalls eine DNA-Polymerase der Familie X, besitzt eine hohe
Deletionsrate. Einige Studien zeigen in der Tat, dass diese Polymerase ein flexibleres
aktives Zentrum vorweist, das sogar ein extra-helikales Nukleotid im falsch angelagerten
Primer/Templat-Komplex unterbringen kann [121, 122].

In den letzten Jahren wurden verschiedene modifizierte DNA-Substrate entwickelt, um
die sterischen Einschrinkungen von DNA-Polymerasen zu analysieren. Koo/ et al. haben
in den letzten Jahren Analoga des Thymins entworfen, die sich stufenweise in Grofle
und Polaritit unterscheiden, um die Auswirkungen dieser Parameter an der Nukleobase
zu analysieren [104-109]. Nicht-polare Analoga, die weniger
Wasserstoffbriickenbindungen als ein unmodifiziertes Thymin eingehen konnten,
wurden eingesetzt. Die Gréfe der Nukleobase wurde schrittweise durch die Substitution
des Sauerstoffes des Thymins mit einem Halogenen gesteuert. Hingegen haben Marx er
al. in den letzten Jahren 4’C-Alkyl-modifizierte Nukleotide zur Analyse der sterischen
Effekte an der Desoxyribose verwendet [100-103, 119, 123, 124]. Alkylgruppen wurden
ausgewihlt, weil somit die Effekte auf die Wasserstoffbriickenbindungen und auf die
Konformation der Nukleotide minimiert wurden. Beide Ansitze zeigen, dass die
sterischen Effekte eine wichtige Rolle in der Selektivitit von DNA-Polymerasen spielen
und dass Variationen dieser sterischen Einschrinkungen zur Klirung der Unterschiede

in der Selektivitit verschiedener Enzyme beitragen kénnen.

1.6 Gerichtete Evolution von DNA-Polymerasen

DNA-Polymerasen sind lebenswichtige Enzyme, die die bedeutsame Aufgabe tragen, das

Genom zu replizieren und intakt zu halten. Auflerdem sind DNA-Polymerasen
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wertvolle Werkzeuge, die nicht mehr aus der molekularbiologische Forschung zu denken
sind. Zahlreiche Methoden und deren Anwendungen, wie z.B. die Polymerasen-
Kettenreaktion (PCR), Klonierungen von Genen, Sequenzierungen und DNA-Analysen
usw., basieren auf den Eigenschaften einiger DNA-Polymerasen. Immer mehr
technische Anwendungen haben es notwendig gemacht, neue Varianten von DNA-
Polymerasen zu finden, die verbesserte Eigenschaften besitzen. Nicht nur rationales
Design, sondern auch die gerichtete Evolution wurde oft in den letzen Jahren erfolgreich
angewendet, um Mutanten mit erhéhtem Substratspektrum oder Proteinstabilitdt zu
finden [125-134]. Die gerichtete Evolution wurde ebenfalls verwendet, um Erkenntnisse
tiber Mechanismus und Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion zu gewinnen
[135].

Unter gerichtete Evolution versteht man die Veridnderung eines Proteins oder Enzyms 77
vitro durch eine zufallsbasierte Mutagenese und die anschliefende Identifizierung
interessanter Mutanten (Abbildung 7). Grof3er Vorteil dieser Methode im Vergleich zur
zielgerichteten Mutagenese ist, dass keine genauen Kenntnisse der Strukeur des Proteins
und seines Reaktionsmechanismus notwendig sind.

Die gerichtete Evolution basiert auf der iterativen Wiederholung verschiedener Schritte:
Einbringen der Variabilitit, Identifizierung der Mutanten mit erwiinschten
Eigenschaften durch Screening oder Selektion und Isolierung der interessanten Treffer,
die eventuell als Startpunke fiir eine weitere Runde Evolution dienen kénnen
(Abbildung 7).

Die Variabilitit wird meistens in einem PCR-basierten Verfahren (fehleranfillige oder
serror-prone PCR) erreicht, wobei eine DNA-Polymerase mit verringerter Genauigkeit
fur die Amplifizierung des fiir das Protein codierenden Gens verwendet wird. Moglich
ist dabei sowohl die Randomisierung des kompletten Gens, als auch nur die
Mutagenese eines kleineren Bereichs. Verschiedene Methoden werden angewendet, um
diese Ungenauigkeit zu erzielen, wie z.B. die Verwendung von Mutanten der 72g DNA-
Polymerase (z.B. GeneMorph II Random Mutagenesis Kit, Stratagene), oder die Zugabe
von Mn*-lonen und unbalancierten dNTP-Mengen [136-138]. Andere Moglichkeiten

stellen z.B. die Rekombination mehrerer Gene (,DNA shuffling®) oder die Verwendung
~16 ~
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von Wirtorganismen dar, die fehlerhafte DNA-Reparaturmechanismen besitzen (z.B. E.

coli XL1-Red, Stratagene) [139-141].

Random Mutagenese

o @ O
@ [
@ @

Weitere Runde

der Evolution Kompartimentierung

@
¥ O o ® ow
e % @ - @ |o .J
Bestimmung des Bestimmung des
Genotyps der Hits Phanotyps
*¥l|e |0 (Screening)

Lak.o*oj

Abbildung 7: Graphische Darstellung der gerichteten Evolution eines Enzyms mittels
Screeningverfahren. Der Wildtyp, in schwarz dargestellt, geht eine Random Mutagenese ein. Die
Einzelvarianten werden riumlich getrennt. Die Varianten werden gescreent und die Treffer werden
entweder untersucht, oder dienen als Templat fiir eine weitere Runde Mutagenese.

Die somit erhaltene Mutantenbibliothek kann dann auf die gewiinschte Eigenschaft
getestet werden. Zwei verschiedene Ansitze konnen dafiir verwendet werden, das
Screening oder die Selektion [135]. Bei beiden Systemen muss die Verkniipfung
zwischen Phinotyp und Genotyp gewihrleistet sein. Im Screeningverfahren wird dies
meistens durch riumliche Trennung erreicht (Kompartimentierung) und die Funktion
der einzelnen Varianten kann anschlieflend untersucht werden. Oft anspruchsvoll ist die
Optimierung der Screeningreaktion, die meistens auf spektroskopischen Verfahren
beruht. Vorteil dieser Methode ist die Genauigkeit der Aussage und die hohere
Kontrolle der Reaktionsbedingungen. Nachteil ist die geringe Anzahl an Mutanten, die
untersucht werden koénnen. Bibliotheken bis zu 10° Mutanten kénnen mit einem
Screeningverfahren durchmustert werden [135]. Erfolgreiche Beispiele dieser Art der

gerichteten Evolutionen sind in der Literatur vorhanden [131-134, 142-144].
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Das in vivo Selektionsverfahren basiert auf der Eigenschaft, dass nur die Varianten mit
der erwiinschten Funktion einen Uberlebensvorteil einem Wirtsorganismus vermitteln
konnen. Meistens wird dies durch genetische Komplementierung von Organismen
erreicht, die eine Defizienz in einem besonderen Stoffwechselweg besitzen [127].
Verschiede Beispiele von Komplementierung mit DNA-Polymerasen wurden von Loeb
et al. in den letzten Jahren veroffentlicht [145-148]. Der E. coli Stamm SC18-12 besitzt
eine temperaturempfindliche DNA-Polymerase I, die bei 30°C aktiv und bei 37°C
inaktiv ist. Nur die Bakterien, die eine aktive rekombinante DNA-Polymerase
exprimieren, kénnen bei 37°C iiberleben. Vorteil dieser Methode ist die Anzahl an
Mutanten, die gleichzeitig durchmustert werden konnen. Die iz vivo Selektion weist
allerding einen entscheidenden Nachteil auf, nimlich die Entstehung adaptiver Stimme,
die trotz genetischen Defiziten wachsen kénnen und falsch positive Ergebnisse zeigen
[127].

Eine weitere Moglichkeit besteht in der iz vitro Selektion. Die bekanntesten Beispiele
dafiir sind das Phagen-Display und die kompartimentierte Selbstreplikation
(,compartmentalized self-replication, CSR).

Das Phagen-Display bezeichnet die Methode, die erlaubt, Proteine oder Peptide an der
Oberfliche eines Phagen zu prisentieren. In der Tat wird das zu untersuchende Protein
als Fusionskonstrukt mit einer verkiirzten Form des Hiillproteins plll (minor coat
protein) verkniipft, das an der Oberfliche exponiert wird. Romesberg et al. konnten ein
System zur Evolution von DNA-Polymerasen entwickeln [129, 149]. Auf demselben
Phagen werden sowohl eine Mutante einer DNA-Polymerase als auch ein ,saures®
Peptid prisentiert (Abbildung 8). Das ,saure” Peptid wird benutzt, um den mit einem
~basischen® Peptid gekoppelten Primer/Templat-Komplex in rdumliche Nihe zur
Polymerase zu bringen. Eine aktive DNA-Polymerase ist nun in der Lage, den
Primer/Templat-Komplex zu prozessieren. Der Einbau von biotinylierten dNTPs wird
benutzt, um die Phagen zu isolieren, die eine aktive Mutante tragen. Auch in diesem

Fall kénnen weitere Runden von Evolution erfolgen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der iz wvitro Selektionsmethode des Phagen-Displays.
Entnommen aus [129].

Vorteil der Methode ist, wie in allen Selektionsverfahren, die grofle Anzahl der
Mutanten, die in kiirzester Zeit untersucht werden konnen. Nachteil ist die Tatsache,
dass die Grofle des Proteins einen groflen Einfluss auf die Prisentierung an der
Oberfliche eines Phagen hat und nicht alle Proteine exponiert werden konnen.
Auflerdem muss ein Protein immer ein Fusionskonstrukt sein, das ins Periplasma der E.
coli sezerniert werden muss [150].

Bei der CSR wird eine thermostabile Wasser-in-Ol Emulsion hergestellt, um die
Kompartimentierung zu erzielen. Wassertropfchen von 15pm Durchmesser werden
mithilfe von Detergenzien in Mineralol dispergiert. In einem Tropfchen sollte sich im
Idealfall nur eine Bakterienzelle befinden, die eine Variante einer DNA-Polymerase
tiberexprimiert. Diese Losung enthilt zusdtzlich Reaktionspuffer, fiir die Sequenz der
Polymerase spezifische Primer, dNTPs, bivalente Metallionen und RNase. Ein
Denaturierungsschritt lysiert das Bakterium und vernichtet gleichzeitig die E. coli-

eigenen DNA-Polymerasen. Dabei wird das tiberexprimierte Enzym freigesetzt. Nur die
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aktiven Mutanten sind jetzt in der Lage, das eigene Gen zu amplifizieren. Mehrere PCR-

Zyklen werden gefahren.

2. compartmentallze
dNTPs

‘ U Q
prinrs
dNTP's — a.csA

—

1. clone &
express —

Abbildung 9: Schematische Darstellung der in vitro Selektionsmethode des CSR. Entnommen aus
[128].

Auf diese Weise reichert sich nun die DNA an, die fiir aktive Polymerasen-Mutanten
codiert. Diese DNA wird am Ende der Reaktion aufgereinigt und eventuell in eine
weitere Runde Evolution eingesetzt. Holliger et al. konnten mit dieser Methode
erfolgreich Mutanten von DNA-Polymerasen evolvieren [128, 151]. Vorteil dieser
Methode ist die grofle Anzahl von Mutanten (10%-10°), die gleichzeitig durchmustert
werden konnen. Allerdings ist dieses Verfahren nur fiir thermostabile Enzyme

verwendbar.
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1.7 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Dissertation war die Gewinnung neuer Erkenntnisse {iber die Bezichungen
zwischen Struktur und Funktion der humanen DNA-Polymerase B. Verschiedene
Aspekte der Substratakzeptanz wurden mithilfe von zwei unterschiedlichen Ansitzen
untersucht. Zum einen sollten die sterischen Zwinge im aktiven Zentrum und deren
moglichen Auswirkungen auf die Genauigkeit des Enzyms untersucht werden. Die
Wechselwirkungen des Enzyms mit dem Primer/Templat-Komplex und mit dem
eintretenden dNTP sollten unter Anwendung chemisch modifizierter Sonden analysiert
werden, die eine Vergroflerung durch eine Alkylgruppe an der 4’C-Position trugen. Als
Vergleich sollte dieselbe Untersuchung mit einem anderen Enzym durchgefiihrt werden,
dem Klenow Fragments der DNA-Polymerase I aus E. coli (3°-5’-exonukleasedefizient),
das zur Polymerasen-Familie A gehort.

Zum anderen wurde, mithilfe einer gerichteten Evolution, eine Variante der Polf3
gesucht, die eine erhéhte Akzeptanz von DNA-Schiden vorweisen konnte. Der
Mechanismus, wie einige DNA-Polymerasen DNA-Schiden replizieren konnen (z.B.
Poln oder andere Polymerasen aus der Y-Familie) ist noch nicht vollkommen erfasst.
Hierfiir sollte eine DNA-Polymerase, die keine Uberlesefunktion besitzt, in eine
Polymerase umgewandelt werden, die in der Lage ist, einen Bypass iiber geschidigte
DNA durchzufiithren, um weitere Erkenntnisse tiber diese Fahigkeit zu gewinnen. Aus
den verschiedenen DNA-Schiden wurde fiir diese Arbeit hauptsichlich die abasische
Stelle als Objekt der Untersuchung ausgewihlt, eine der am meisten vorkommenden
DNA-Lisionen in der Zelle. Dazu sollte zuerst ein Screeningsystem entwickelt werden
und eine Mutantenbibliothek sollte hergestellt und durchmustert werden. Die

identifizierten Mutanten sollten schliefSlich charakterisiert werden.
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Untersuchung der entgegengesetzten sterischen Einschrinkung des
aktiven Zentrums der Polff und des Klenow Fragments der E. coli
DNA-Polymerase I mithilfe von sterischen Sonden

2.1.1 Einleitung

Die Selektivitit von DNA-Polymerasen spielt eine entscheidende Rolle in der Erhaltung
des Genoms aller Lebewesen. DNA-Polymerasen, die in der Replikation des Genoms
involviert sind, weisen eine hohe Selektivitit auf, wobei sie eine Fehlerrate von weniger
als einen Fehleinbau pro 10° synthetisierten Basen zeigen [7, 11, 92-96].

Andere DNA-Polymerasen, die z.B. in der Reparatur von DNA-Schiden involviert sind,
zeigen eine deutlich geringere Genauigkeit [3]. Der Ursprung dieser Unterschieden ist
immer noch nicht vollig verstanden und stindiges Diskussionsthema [97].

Mutationen in der DNA koénnen u.a. durch den Fehleinbau einer nicht- kanonischen
Base und anschlielende Verlingerung dieser Fehlpaarung entstehen. Lange wurde
behauptet, dass die Entstehung von Wasserstoftbriicken zwischen der Base im Templat
und dem komplementiren eintretenden dNTP fiir diese Genauigkeit verantwortlich
seien. In den letzten Jahren ist aber in mehreren Studien gezeigt worden, dass diese
Wasserstoffbriicken alleine nicht ausreichen, um eine solche Genauigkeit zu erzielen [93,
98, 104-109]. Das genaue , Fitting“ der Basenpaare in der Bindungstasche ist vermutlich
einer der wichtigsten Faktoren, die zu dieser Genauigkeit beitragen (siche 1.5).

Um diese Idee zu testen, wurden zwei verschiedene Polymerasen mithilfe von ,sterischen
Sonden® untersucht. Darunter versteht man modifizierte Nukleotide, die die sterischen
Eigenschaften der DNA durch eine Substitution in der Struktur der Base oder des
Zucker-Phosphat-Riickgrates verindern [152]. Dadurch kann die Beteiligung der
Nukleotidgrofle als Faktor fiir die Genauigkeit eines Enzyms untersucht werden. In
dieser Studie wurden Nukleotide angewendet, die an der 4’C-Position des Zuckers

alkyliert sind (Abbildung 10). Diese Nukleotide, sowohl in der Form eines



Ergebnisse und Diskussion

Triphosphates, als auch als Phosphoamidit fiir die Oligonukleotidsynthese, wurden von

Dr. Rangam synthetisiert und zu Verfiigung gestellt [103].

0

\f]\i\H R:-H

o) N0  -CH

O 3
Rjgj -CH,CH,
H

Abbildung 10: Struktur der verwendeten sterischen Sonden.

2008 wurde eine Studie veroffentlicht, wobei die aktiven Zentren des DinB Homologes
DNA-Polymerase aus Sulfolobus solfataricus (Dbh) und des Klenow Fragments der
DNA-Polymerase I aus E. coli (3’-5"-exonukleasedefizient, KF(exo-)) mithilfe dieser
sterischen Sonden untersucht wurden [103]. Die Dbk Polymerase gehort der Familie Y
an und ist eine Lision-Bypass Polymerase. Es wird vermutet, dass Lision-Bypass-
Polymerasen ein flexibleres aktives Zentrum besitzen, das erlaubt, DNA-Schiden zu
prozessieren [153]. Die DNA-Polymerase I aus E. coli gehort zur A-Familie und ist in
der DNA-Reparatur involviert. Die Dbh Polymerase und das KF(exo-) weisen eine sehr
unterschiedliche Selektivitit und Genauigkeit auf. Wie erwartet konnte die unselektivere
Dbh besser alkylierte Substrate prozessieren, als das genauere KF(exo-). Dadurch konnte
die Theorie der ,active site tightness“ bestitigt werden (fiir Details siche 1.5).

Ziel dieser Arbeit war das aktive Zentrum der humanen Polf mithilfe der sterischen
Substrate zu testen. Sowohl der Einbau eines alkylierten dNTP, als auch die
Verlingerung eines alkylierten Primers wurden untersucht. Zur Quantifizierung der
beobachteten Phinomene wurden pre-steady-state Kinetiken gemessen. Als Vergleich

wurde ebenfalls das Klenow Fragment ausgewihlt.

2.1.2 Prozessierung von sterischen Sonden durch die Polf und das KF(exo-)

Um die aktiven Zentren der beiden untersuchten Polymerasen zu priifen, wurden

radiometrische Primerverlingerungsreaktionen mit der Polfp und dem KF(exo-)
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durchgefithrt. Dafiir wurden modifizierte Substrate verwendet, die einen
Alkylsubstituent an der 4”C-Position im Zucker trugen (Abbildung 10). Als Substituent
wurde entweder eine Methyl- oder ein Ethyl-Gruppe gewihlt. Zuerst wurde der Einbau
von steigenden Konzentrationen der modifizierten Thymidine getestet (Abbildung

11A). Als Kontrolle wurde die Reaktion mit dem unmodifizierten dT#TP durchgefiihrt.

A Pol B KF (exo-)
---e -- - - - .. - - - -
24nt s Pra—— LT - P=sse » -

TRTP [ /00-.1‘00 [ /de‘% [ f%\foo 055 /00\)2;,0 [ /00-.?00 055 /00\3‘00 ¥ M

R: H Me Et H Me Et
B Pol B KF (exo-)
- -
- - - - - -
25nt - [ - -~ "aesas Ssesee
dGTP  C %%, Co%’a% ©o%a ©0%at, ©%e % 0%, WM
25merT:  H Me Et H Me Et

Abbildung 11: Effekte der 4'-Alkylgruppen auf die Primerverlingerung durch Polf3 und KF(exo-). (A)
Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen, die in der Gegenwart
der sterischen Sonden dT®TPs durchgefiihrt wurden. Die Reaktionen enthielten 40nM
Primer/Templat-Komplex (Primer: 24merA, Templat: 36mer), 40nM Polf3 oder 2nM KF(exo-). Die
Konzentration von dT*TP ist in der Abbildung angegeben. Die Reaktionen wurden 20min bei 37°C
inkubiert. (B) Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen, die mit
modifizierten Primern durchgefiihrt wurden. Die Reaktionen enthielten 40nM Primer/Templat-
Komplex (Primer: 25merT®, Templat: 36mer), 40nM PolB oder 2nM KF(exo-). Die Konzentration
von dGTP ist in der Abbildung angegeben. Die Reaktionen wurden 20min bei 37°C inkubiert.
Experimentelle Details siehe 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Unter den gewihlten Bedingungen konnte die Polf keines der modifizierten dT*TPs
einbauen, wihrend das unmodifizierte dT"TP prozessiert wurde.

KF(exo-) konnte, im Gegensatz dazu, die sterischen Sonden prozessieren und eine
Primerverlingerungsreaktion wurde in allen Fillen beobachtet.

Anschlieflend wurde die Verlingerung eines Primers untersucht, der diese sterischen
Sonden am 3’-Primerterminus trug. Die Ergebnisse unterschieden sich fiir beide
Enzyme vom vorherigen Fall (Abbildung 11B). PolB konnte alle modifizierten Primer
deutlich besser verlingern als das KF(exo-), welches kaum in der Lage war, ein
Verlingerungsprodukt zu synthetisieren.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die aktiven Zentren der beiden
- 25 -
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untersuchten Polymerasen in ihrer Struktur unterscheiden. Diese Beobachtungen

wurden mithilfe von pre-steady-state Kinetiken quantifiziert.

2.1.3 DPre-steady-state Kinetiken fiir die Polff

Fir die Charakterisierung der oben vorgestellten Ergebnisse wurde die Inkorporation
der modifizierten Nukleotide unter pre-steady-state Bedingungen gemessen. Zuerst
wurde der Einzeleinbau von dT*TP in einen Primer/Templat-Komplex untersucht.
Diese Experimente wurden in der Sittigung von Enzym im Vergleich zur DNA
durchgefiithrt. Die kinetischen Parameter sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die
Inkorporationsrate des unmodifizierten dTHTP betrug 3,9 + 0,1s". Die Substrataffinitit
vom bindren Komplex Enzym/DNA zum eintretenden dNTP wurde mit einer Ky von
264 + 24pM ermittelt (Abbildung 12A und B). Diese Ergebnisse entsprechen den in der

Literatur vorhandenen Daten [154].

Tabelle 1: Zusammenfassung der kinetischen Parameter des Einzeleinbaus von dT®*TP in ein
24merA/36mer Komplex durch Polf.
dTETP

5 G GTG CGA AAT TTC TGA CAG ACA-3-
3"-CAC CAC GCT TTA AAG ACT GTC TGT ACT GTC TGC GTG-57

Templat:dNTP Fool Ko kool Kp

(s) (pM) M- s

Polf3 A dTHTP 3,9+0,1 264 + 24 15 000
A : dT™TP 0,046 + 0,006 870 £ 197 53
A dT*TP n.a. n.a. n.a.

Sowohl die Geschwindigkeit der Reaktion, als auch die Affinitdt fiir das eintretende
dNTP wurden durch die Substitution des Wasserstoffes durch eine Methyl-Gruppe an
der Position 4’C beeintrichtigt. Die Inkorporationsrate sank um das 100-fache auf
0,046 + 0,006s" und die Substrataffinitit um das 3-fache auf 870 + 197puM. Insgesamt

wurde die Effizienz der Reaktion durch die Vergroflerung durch eine Methyl-Gruppe
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Abbildung 12: Pre-steady-state Kinetiken des Einbaus von dTHTP und dT™*TP in ein 24mer/36mer
Primer/Templat-Komplex (100nM) durch die Polp (1pM). (A und C) Graphische Darstellung von
Produkt gegen die Zeit. Die Kurven zeigen die nicht-lineare Regression zu einer exponentiellen
Gleichung. Ein Komplex von Primer/Templat und Polf wurde schnell mit verschiedenen
Konzentrationen an dTHTP (A) oder dT™TP (C) gemischt. (B und D) Abhingigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeiten von der Konzentration von dT"TP (B) oder dT™TP (D). Die k»-Werte
wurden gegen die dT®TP-Konzentration aufgetragen und mit einer hyperbolischen Gleichung
ausgewertet.

Die weitere Vergroflerung der Alkylgruppe an der 4’C-Position durch die Einfithrung
einer Ethyl-Gruppe wurde von der Polf nicht toleriert. Auch bei Konzentrationen an
dTETP von 1,5mM und drei Stunden Reaktionszeiten wurde kein Einbau beobachtet.
Desweiteren wurden die sterischen Zwinge des aktiven Zentrums am 3’-
Primerterminus untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Verlingerung eines Primers
gemessen, der die modifizierte Base am 3’-Terminus trug (Abbildung 11A). Gemessen
wurde die Inkorporationsrate des Einbaus von dGTP gegeniiber Cytosin (Tabelle 2 und
Abbildung 14).

Die  Polf  zeigte beim  unmodifizierten  Primer/Templat-Komplex  eine

Inkorporationsrate von dGTP von 13,8 + 1,5s' und ecine Substrataffinitit von

328 + 85pM.
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Tabelle 2: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der kanonischen Verlingerung eines am 3’-

Terminus modifizierten Primers 25merT® in Komplex mit einem 36mer durch Polf3.
dGTP

5"-GTG GTG CGA AAT TTC TGA CAG ACA TR-3~7
3°-CAC CAC GCT TTA AAG ACT GTC TGT ACT GTC TGC GTG-5~

Primer Templat : INTP Eyol Ko kool Kp
(s1) (1M) M. sT)
Polf 25merTH C:dGTP 13,8 + 1,5 328 + 85 42 000
25merTMe C:dGTP 0,048 + 0,001 17,3+2,3 2800
25merTH C:dGTP 0,065 + 0,018 16,4 + 2,0 4000
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Abbildung 13: Pre-steady-state Kinetiken des Einbaus von dGTP in ein 25merT®/36mer
Primer/Templat-Komplex (100nM) durch die Polp (1pM). (A, C und E) Graphische Darstellung von
Produkt gegen die Zeit. Die Kurven zeigen die nicht-lineare Regression zu einer exponentiellen
Gleichung. Ein Komplex von 25merT" (A), 25merT™¢ (C) oder 25merT™ (E) mit dem Templat 36mer
und Polf wurde schnell mit verschiedenen Konzentrationen an dGTP gemischt. (B, D und F)
Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten von der Konzentration von dGTP. Die /o-Werte
wurden gegen die dGTP-Konzentration aufgetragen und mit einer hyperbolischen Gleichung
ausgewertet.

Die Effizienz der Reaktion reduzierte sich um das 15- bzw. 10-fache, wenn die Primer
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25merT™ und 25merT*™ eingesetzt wurden. Auch wenn die Effizienz beeintrichtigt

wurde, waren diese Unterschiede geringer im Vergleich zu den Effekten am eintretenden

dNTP (s.0.).

2.1.4 DPre-steady-state Kinetiken fiir das KF(exo-)

Fir den Einbau der modifizierten Triphosphate mit dem KF(exo-) waren schon die
steady-state und die pre-steady-state Kinetiken beschrieben [99, 103]. Das KF(exo-)
konnte eine hohere Effizienz fir den Einbau im Vergleich zur Polf zeigen. Eine
Zusammenfassung der Daten aus den pre-steady-state Kinetiken von Cramer et al. ist in
Tabelle 3 gezeigt.

Die Messung der Kinetiken fiir die Verlingerung des modifizierten Primers wurde
bislang nur unter steady-state Bedingungen durchgefithre [119]. Um die Daten
untereinander vergleichen zu kénnen, wurden die pre-steady-state Kinetiken auch vom

Verliingerungsschritt vorgenommen.

Tabelle 3: Zusammenfassung der kinetischen Parameter des FEinzeleinbaus von dT*TP in ein
24merA/36mer Komplex durch KF(exo-). Die Reaktionen wurden bei 25°C durchgefiihrt. Die Daten
stammen aus Referenz [103].

dT*TP
5°-GTG GTG CGA BAAT TTC TGA CAG ACA-3’
3°-CAC CAC GCT TTA RBAG ACT GTC TGT ACT GIC TGC GTG-5°
Templat:dNTP Fool Ko kool Kp
(s1) (1M) M. sT)
KF(exo-) A:THTP 230 + 13 509+ 167 7 000 000
A TMTP 5,7+ 0,4 546 + 91 130 000
A : TETP 3,2 + 0,1 88,8 + 34,7 60 000

Um mogliche Sequenz-abhingige Unterschiede zu vermeiden, wurden dieselben
Sequenzkontexte benutzt, die Summerer et al. und Cramer et al. eingesetzt hatten. Die

mit unmodifizierter DNA erhaltene Ergebnisse liegen im selben Bereich, wie die in der
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Literatur beschriebenen Werte [155-157]. Bei der Verwendung von modifizierten
Primern, die eine Methyl-Gruppe trugen, sank die Affinitit zum dGTP um das 7-fache,
wihrend die Geschwindigkeit der Reaktion mehr als 1000-fach geringer wurde
(Abbildung 14 und Tabelle 4). Bei der Reaktion mit dem Ethyl-substituierten Primer
wurden die Affinitit zum dGTP und die Inkorporationsrate um das 10- bzw. 26 000-
fache geringer. Die Effizienz dieser Reaktionen sank insgesamt um 7000- und um

260 000-fach in der Gegenwart der Methyl- bzw. Ethyl-Substitution.
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Abbildung 14: Pre-steady-state Kinetiken des Einbaus von dGTP in ein 25merT®/36mer
Primer/Templat-Komplex (100nM) durch KF(exo-) (200nM). (A, C und E) Graphische Darstellung
von Produkt gegen die Zeit. Die Kurven zeigen die nicht-lineare Regression zu einer exponentiellen
Gleichung. Ein Komplex von 25merT" (A), 25merT™¢ (C) oder 25merT™ (E) mit dem Templat 36mer
und KF(exo-) wurde schnell mit verschiedenen Konzentrationen an dGTP gemischt. (B, D und F)
Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten von der Konzentration von dGTP. Die Au-Werte
wurden gegen die dGTP-Konzentration aufgetragen und mit einer hyperbolischen Gleichung
ausgewertet.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der kinetischen Parameter des Einzeleinbaus von dGTP in ein
25merT®/36mer Komplex durch das KF(exo-). * Die Reaktion wurde bei 22°C durchgefiihrt.

dGTP

5"-GTG GTG CGA AAT TTC TGA CAG ACA TR-3~7
3°-CAC CAC GCT TTA AAG ACT GTC TGT ACT GTC TGC GTG-5~

Primer Templat:dNTP Fepol Kp Footl K
(s (pM) M. s)
KF(exo-) 25merTH C:dGTP 20,0 £ 0,3 1,6 £ 0,2 12 000 000*
25mer'T™e C:dGTP 0,017 + 0,001 10,2+ 1,8 1700
25merT™ C:dGTP 0,00076 + 0,00002 16,7 + 1,8 45

In Abbildung 15 ist der Vergleich der Effizienz der beobachteten Reaktionen

aufgetragen. Zusammenfassend ldsst sich daraus schlieffen, dass die Reaktion mit Polf3

weniger effizient als die mit dem KF(exo-) ist, falls das eintretende dNTP an der 4'C-

Position eine Alkylgruppe trigt. Das Gegenteil resultiert, wenn diese Alkylgruppe

3’-Primerterminus vorhanden ist.

am
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Abbildung 15: (A) Graphische Darstellung der Inkorporationseffizienz von dT®*TP in das
24merA/36mer Primer/Templat-Komplex durch die Polp und das KF(exo-). (B) Graphische

Darstellung der Inkorporationseffizienz von dGTP

Primer/Templat-Komplex durch die Polp und das KF(exo-).
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2.1.5 Diskussion

Die kinetischen Untersuchungen der Polf und des KF(exo-) zeigen deutlich
unterschiedliche sterische Einschrinkungen, die beim Zucker-Riickgrat des eingehenden
Nukleotides und des 3'-Primerterminus wirken. In allen Fillen wurden die
Geschwindigkeiten der Reaktionen mehr beeintrichtigt, als die Bindungsaffinitit des
eintretenden Nukleotid. Das bedeutet, dass die Schritte, die zur Nukleotidinkorporation
fuhren, (wie z.B. Konformationsinderungen und die Entstehung der
Phosphorsiurediester-Bindung), durch die Vergroflerung durch die Alkylgruppe mehr
betroffen sind als die anfingliche Bindung des Nukleotides. Interessant zu beobachten
ist, dass die beiden untersuchten Enzyme ein entgegengesetztes Verhalten zeigen, wenn
sie die eingesetzten sterischen Sonden prozessieren (Abbildung 15).

Wenn auch beide Enzyme durch die Modifikation am eintretenden Nukleotid
beeintrichtigt wurden, zeigte die Polf einen stirkeren Effekt als das KF(exo-). Deutlich
wird dies besonders, wenn eine weitere VergrofSerung der Modifikation an der 4'C-
Position des einkommenden Nukleotid-Triphosphat von Methyl zu Ethyl
vorgenommen wird. Dies verursachte nur eine weitere 2-fache Abnahme der
Inkorporationseffizienz fiir das KF (exo-). Unter den gewihlten Bedingungen war die
PolB nicht mehr in der Lage, das modifizierte Nukleotid einzubauen (Abbildung 15).
Daraus kann man schlieffen, dass die untersuchten Enzyme verschiedene sterische
Zwinge haben. Abbildung 16 zeigt die Analyse der Kristallstrukturen der Polf und der
Bacillus stearothermophilus DNA-Polymerase I (Bst Pol), die sehr homolog zum Klenow
Fragment ist [20, 38, 40, 45, 49, 158, 159]. Gezeigt ist, dass die Desoxyribose des
eintretenden dNTP komplett in der Bindungstasche eingeschlossen ist.

Die Struktur der Bst Pol zeigt enge Kontakte zwischen dem Zucker des eintretenden
dNTP und verschiedenen Aminosiuren, nimlich Arg615, Ile657, Glu658 und Asp830
(fir KF(exo-): Arg668, 11e709, Glu710 und Asp830). Arg668 und Glu710 wurden
schon durch Mutationen ersetzt, was die Genauigkeit dieses Enzyms beeintrichtigte

[160]. Bei der PolB befinden sich zwei Aminosiuren, nimlich Tyr271 und Phe272, in
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der unmittelbaren Nihe des Zuckers des eintretendes dNTPs. Diese Aminosiuren, die
sich in der o-Helix M befinden, sind vermutlich in einen Teil des

Diskriminierungsprozesses von Fehlpaarungen involviert [7].

DNA-Polymerase 3 B Bst DNA-Polymerase

eintretendes dNTP kodierendes eintretendes dNTP kodierendes
Templatnukleotid Templatnukleotid

C DNA-Polymerase R D Bst DNA-Polymerase

Abstande der Van-der-Waals Radien Protein - DNA (A)

3’-Primerterminus Templatnukleotid 3’-Primerterminus ~ Templatnukleotid

Abbildung 16: Graphische Darstellung der Abstinde der van-der-Waals Radien zwischen DNA und
Protein fiir die Polp und die Bst DNA-Polymerase. Die abgetrennten Oberfliichen wurden aus den
PDB-Dateien (Polp: 1BPY und Bst: 2HVI) mithilfe von Sybyl 7.2 (Tripos) ausgerechnet. (A und B)
Ansicht des entstehenden Basenpaares (eintretendes ANTP und Templatbase) fiir die Polp bzw. die Bst
Pol. (C und D) Ansicht des Primerterminus und komplementiren Templatbase fiir Polp bzw. Bst Pol.
Die Farbskala ist in der Abbildung angegeben.

Die Uberpriifung der Konformation des Zuckers konnte eine zusitzliche Moglichkeit
sein, die Selektivitit fiir die kanonische Basenpaarung zu erhdhen. Kristallstrukturen
und Modellierungsstudien mit nicht-kanonischen Substraten konnten zeigen, dass die
Konformation einiger Aminosiureseitenketten und des Nukleotides im Vergleich zur
Struktur mit kanonischen Substraten verindert ist [38, 40, 93, 111, 159, 161-166].
Diese Beobachtungen tragen zur Theorie bei, dass die Veridnderung einiger Seitenketten,
die den Kontakt mit dem Zucker aufnehmen, zu einer verinderten Genauigkeit fithren
konnte. Die Zuckerkonformation wiirde dabei die Selektivitit der DNA-Polymerase
beeinflussen [7, 167-170].

Die Polf zeigt eine ca. 10-fache geringere Genauigkeit in der Inkorporation von
Nukleotiden im Vergleich zum KF(exo-) [93, 111, 166]. Nach der Theorie der “Active

site tightness” wire eine rigidere Bindungstasche beim KF(exo-) als bei der Polf} erwartet
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(siche 1.5). Die Tatsache, dass das KF(exo-) die modifizierten Nukleotide besser
einbauen konnte als die Polf, weist auf eine groflere Flexibilitit im aktiven Zentrum
hin, zumindest in der Interaktion mit dem Zucker. Mdoglich ist, dass die hohere
Genauigkeit des KF(exo-) durch engere Interaktionen zwischen Protein und Nukleobase
verursacht wird. In der Tat wurden Experimente durchgefithrt, wobei sterisch
vergroflerte Nukleobasen beim KF(exo-) getestet wurden [104-109]. Diese Studien
betonten die Wichtigkeit des ,Fittings der Nukleobase in der Bindungstasche, wobei
sowohl die Genauigkeit als auch die Prozessivitit dieses Enzyms beeinflusst wurden.

Bei der Untersuchung der Interaktionen am 3’-Primerterminus konnten Unterschiede
in der Verlingerungseffizienz der alkylierten Primer festgestellt werden, die um mehrere
Groflenordnungen variierten. Die Vergroflerung an der 4’-C Position um eine Methyl-
oder Ethyl Gruppe verursachte bei der Polf3 eine 15- bzw. 10-fache Abnahme in der
Verlingerungseffizienz, wihrend beim KF(exo-) dieser Unterschied mit einem 7000-
bzw. 260 000-fachen Effizienzverlust bedeutender wurde. Die NMR-Struktur der
methylierten Primer wurde bestimmt, um ausschliefen zu konnen, dass diese
Unterschiede auf eine Fehlkonformation der DNA zuriickzufiihren waren [171]. Keine
bedeutenden Unterschiede konnten festgestellt werden. Deshalb kann behauptet
werden, dass die beobachteten Effekte der sterischen Vergroflerung am Primerende
zuzuordnen sind.

Die Kristallstrukturen der Polf und der Bst Pol zeigen auch in diesem Fall eine starke
Interaktion zwischen Protein und Nukleotid [20, 38, 40, 49, 158, 159]. Wie in
Abbildung 16 gezeigt, weiten sich die Interaktionen sowohl zur Base als auch zum
Phosphat-Riickgrat aus. Aus der Struktur der Bst Pol erkennt man die Nihe der 4'-
Position des Zuckers zu den Aminosiuren, die sich in der Helix von Motiv C befinden,
nimlich Val828 und His829 (Val880 bzw. His881 in KF(exo-)). Diese beiden Reste
sind in der direkten Umgebung vom katalytischen Asp830 (882 in KF(exo-)).
Mutagenese-Studien konnten die Bedeutung dieser Reste fiir die Selektivitit
verdeutlichen [130]. Vorstellbar ist es, dass eine Stérung an dieser Stelle in eine
verinderte Enzymkonformation resultiert, die dann eine verringerte Effizienz in der

Reaktion verursacht.
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Eine andere Topologie am 3’-Primerende ist bei der Polp zu beobachten. Die
Handfliche, die das aus den Aminosiuren Arg253 -Pro261 bestehende B-Faltblatt 5
enthilt, hat Kontakte mit dem Primerende in der kleinen Furche. Verantwortlich fiir
diese Kontakte sind vor allem Arg254 und Asp256, die auch in den Nukleotidyl-
Transfer involviert sind. Diese Studie konnte zeigen, dass die in der Polf} vorherrschende
Enzymkonformation offensichtlich die Stérung durch sterische Sonden besser tolerieren
kann als die des KF(exo-). Man wiirde allerdings erwarten, dass die Polf nicht-
kanonische Substrate besser als das KF(exo-) prozessiert, weil sie eine geringere
»2Misalignment Fidelity” (d.h. Genauigkeit durch die Primeranlagerung) vorweist [111-
113]. Dieser Teil der Arbeit bietet die ersten experimentellen Erkenntnisse, dass bei den
untersuchten Polymerasen unterschiedliche sterische Zwinge auf den Nukleotiden am
3’-Primerterminus wirken.

Zusammenfassend, konnte in diesem Teil der Arbeit gezeigt werden, dass die Polp und
das Klenow Fragment der E. coli DNA-Polymerase I unterschiedliche sterische Zwinge
sowohl am eintretenden Nukleotid, als auch am 3’-Primerterminus besitzen. Bei der
PolB sind diese Interaktionen mit dem eintretenden dNTP ausgeprigter, wihrend das
KF(exo-) mit dem 3’-Primerende stirker interagiert. Diese Erkenntnisse stimmen den
experimentellen Daten tiber die Unterschiede in ,Misalignment Fidelity zu, wie die
Prozessierung von falsch gelagerten DNA-Substraten, die Deletionen, Insertionen und
letztendlich Leserasterverschiebungen verursachen koénnen. Insgesamt, zeigen diese

Ergebnisse, dass die sterischen Zwinge direkt in der Genauigkeit involviert sind.
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2.2 Funktionales Screening der Polff

2.2.1 Einleitung

Die Polp ist die kleinste eukaryontische DNA-Polymerase, die bislang entdeckt worden
ist [65]. Diese Polymerase gehort zur Familie X und ist, wie andere Mitglieder dieser
Familie, involviert in der DNA-Reparatur. Sie weist eine Polymerase-Domine (31 kDa
C-Terminus) und eine DNA-Lyase-Domine (8 kDa N-Terminus); beide diese
Dominen werden in der Basenexzisionsreparatur benétigt. Diese Polymerase weist eine
hohe Ahnlichkeit zur DNA-Polymerase A, und eine niedrigere Analogie zur DNA-
Polymerase p und TdT [9].

Die Polf in der Zelle ist beteiligt in der Basenexzisionsreparatur von einigen DNA-
Schiden, wie z.B. oxidativen Lisionen oder abasischen Stellen (fiir Details siehe 1.3.1).
Die Polf selber besitzt jedoch keine Uberlesefunktion von DNA-Schiden. Ziel dieses
Teiles der Arbeit war, durch die Verwendung von gerichteter Evolution eine Mutante zu
finden, die ein erhohtes Uberlesen von DNA-Schiden vorweist. Dadurch kénnten
Aufschliisse tiber die notwendigen strukturellen und biochemischen Eigenschaften
gegeben werden, die eine Bypass-Polymerase von einer Nicht-Bypass-Polymerase
unterscheiden. Auflerdem konnte untersucht werden, ob eine solche Polymerase mit
Uberlesefunktion eine Rolle in der Zelle spielen kann und eventuell vorteilhaft fiir das
Uberleben nach erhohter DNA-Schidigung ist.

Zuerst sollte ein Screeningsystem etabliert werden, um die Aktivitit der Mutanten
ermitteln zu kénnen. Dafiir wurde als Startpunkt das Screening benutzt, das Summerer
schon fiir die Evolution des Klenow Fragments der E. coli DNA-Polymerase I optimiert
hatte [130]. Dieses System basiert auf eine Primerverlingerungsreaktion, deren
Endpunkt durch einen Fluoreszenzfarbstoff detektiert wird. Die groffen Vorteile dieses
Systems sind die Moglichkeit, in HTS-Format zu arbeiten und dadurch, die
zeitaufwendige elektrophoretische Untersuchung der Reaktionen zu vermeiden. Die
erforderliche Optimierung, um dieses System fiir ein humanes Enzym anzupassen,

wurde erfolgreich vorgenommen.
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Nach den Aktivititstests sollten die Bypass-Eigenschaften der neuen Varianten ermittelt
werden. Dafiir wurde ein dhnliches System benutzt, wobei entweder ein Templat mit
einem DNA-Schaden in der Primerverlingerungsreaktion angewendet wurde, oder ein
dNTP von der Reaktion ausgelassen wurde. Das erste System basiert auf die direkte
Beobachtung von Bypass tiber einen Schaden, wihrend das Zweite auf die Idee beruht,
dass natiirlich vorkommende Bypass-Polymerasen weniger selektiv sind [3, 96]. Wenn
ein ANTP ausgelassen wird, wird die Polymerase in die Lage versetzt, beim Treffen auf
die komplementire Base im Templat entweder die Synthese zu stoppen und von der
DNA zu dissoziieren oder ein Fehleinbau durchfiihren zu miissen. Nach dem
Fehleinbau muss die Polymerase diese aberrante Konformation der DNA prozessieren
und die Verlingerung an diesem Primerende durchfiihren. Diese verinderte DNA-
Konformation wird als Nachahmung eines DNA-Schadens genutzt [172]. Diese
Methode wurde schon mehrmals erfolgreich angewendet, um Varianten von DNA-

Polymerasen zu finden, die ein verindertes Substratspektrum besafd [134, 168, 173].

2.2.2 Erster Ansatz

2.2.2.1 Expression aktiver humaner Polf}

Die Expression der humanen Polf mit C-terminalem 6-Histidin-Tag wurde im pET-
Expressionssystem (pET21b-Vektor) durchgefithrt. Das fir die hPolB codierende
Plasmid wurde von Professor Hiibscher, Universitit Ziirich, zu Verfiigung gestellt.
Unter den verschiedenen getesteten E. coli-Stimmen erwies sich der Stamm BL21-
Gold(DE3) fiir die Expression rekombinanter Polf als am besten geeignet. Dieser
Stamm ist besonders geeignet fiir die Uberexpression rekombinanter Proteine, weil die
OmpT- und Lon-Proteasen genetisch inaktiviert wurden. Die Bakterien wurden im mit
den entsprechenden Selektionsantibiotika versetzten LB-Medium kultiviert.

Die Analyse tiber SDS-PAGE einer Proteinexpression ist in Abbildung 17 dargestellt.

Die fiir die PolP mit C-terminalem His-Tag verantwortliche Bande liuft bei ca. 40 kDa.
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Das Protein war in der 16slichen Phase zu finden.

40 kDa

=

1

Abbildung 17: Analyse der Expression der Polp WT in E. coli BL21-Gold(DE3) pET21b_hPolp in 10-
ml Kultur. SDS-PAGE nach Coomassie-Firbung. M: Marker. Bahn 1: Uberstand der Expressionskultur
nach 6h Induktionszeit.

2.2.2.2 Ortsgerichtete Mutagenese zur Erstellung einer inaktiven Variante der Polf§

Notwendig fiir den Erfolg der Durchmusterung einer Mutantenbibliothek sind unter
anderem die Positiv- und Negativkontrollen fiir die Reaktion, die die ausgewihlte
Eigenschaft detektieren soll. Das Verhiltnis zwischen Signal der Positivkontrolle und
der Negativkontrolle (Hintergrund) sollte im Idealfall so grof§ wie méglich sein. Als
Positivkontrolle fir die Primerverlingerungsreaktionen wurde der Wildtyp ausgewihlt.
Um eine geeignete Negativkontrolle zu erhalten, wurde eine Variante der Polf
hergestellt, die eine Mutation in einem der fiir die Aktivitit nétigen Aspartate (Asp190,
Asp192 und Asp256) trigt. Asp256 wurde mittels ortsgerichteter Mutagenese zu einem
Alanin mutiert. Zum ersten Mal wurde die Mutante D256A 1995 von Menge et al.
beschrieben [174]. Die katalytische Aktivitit der Polp wurde durch diese Mutation
komplett aufgehoben. Die DNA-Polymerase sollte trotzdem noch in der Lage sein, das
Substrat zu binden.

Die Mutagenese wurde nach den Angaben des QuikChange Kits von Stratagene
durchgefiihrt. Dabei wird mit einem Paar komplementirer Mutation-tragender Primer
die zirkulire Plasmid-DNA in einem Thermocycler in mehreren Zyklen linear
amplifiziert. Anschliefend wird die parentale, methylierte Plasmid-DNA mit dem

Restriktionsenzym Dpnl, welches nur dam methylierte DNA spaltet, abgebaut.
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Schlielich wird die mutierte DNA in Bakterien transformiert, die die DNA zu einem

zirkuliren Plasmid ligieren. Die Sequenz der benutzten Primer ist angegeben (siche 5.1).

TR IR

-

M1 2 3 4 5 6 7 8 910

Abbildung 18: Analyse des Restriktionsverdaus einiger Plasmide nach der ortsgerichteten Mutagenese
zur Einfiihrung der Mutation D256A mittels Agarosegelelektrophorese. Ausgewihlte Klone wurden
gepickt und das Plasmid aus der Ubernachtkultur isoliert. Nach Restriktionsverdau mit FcoRV wurde,
im Falle einer erfolgreichen Mutagenese, eine einzelne Bande bei 6000 bp erwartet. Bahn 1-7, 10:
Verdau von Plasmiden die die Mutation D256A tragen. Bahn 8 und 9: Verdau von Plasmiden die die
Mutation D256A nicht tragen. M: Marker.

Das Entstehen der Mutation D256A inderte das Restriktionsmuster des Pol-ORFs, so
dass die einzige Schnittstelle fiir das Enzym EcoRV entfille. Diese Eigenschaft des
mutierten ORFs wurde genutzt, um richtige Klone zu identifizieren. Der Vektor
pET21b besitzt genau eine Schnittstelle fir EcoRV. Nach dem Verdau eines richtigen
Klons wurde nur ein Fragment bei ca. 6000 bp erwartet, das dem linearisierten Plasmid
entspricht. Im Falle eines Wildtyp-Klons wurden zwei Fragmente, eines bei ca. 2000
und ein anderes bei ca. 4000 bp, erwartet. Wie in Abbildung 18 dargestellt, trugen acht
von zehn gepickten Klonen die richtige Mutation. Die Sequenz des kompletten ORFs

eines ausgewihlten Klons wurde mittels DNA-Sequenzierung bestitigt.

2.2.2.3 Entwicklung eines auf Fluoreszenz basierenden Tests fiir das Screening

2.2.2.3.1 Aktivitit der Polff aus Lysat

Die Realisierbarkeit eines Screenings von Mutanten der Polf basiert auf der
Maoglichkeit, die Enzyme im Hochdurchsatzformat erstellen zu kénnen und die neuen
Eigenschaften durch ein schnelles, reproduzierbares und zuverlissiges Testsystem zu

charakterisieren. Das Ziel dieses Teiles der Arbeit war, die geeigneten Bedingungen fiir
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die Expression und fiir ein Testsystem zu etablieren, bei dem zuerst die Aktivitit und
dann die Bypass-Eigenschaften der DNA-Polymerasen nachgewiesen werden konnten.
Zu  diesem  Zweck  wurden erste  Tests in  einer  radiometrischen

Primerverlingerungsreaktion durchgefiihrt, um die Aktivitit der Polf im Lysat zu

tiberpriifen.

A . - -
F20TH 5°-CGT TGG TCC TGA AGG AGG AT-3 x = PTO
F20thioA 5°-CGT TGG TCC TGA AGG AGG aT-3
F20thioAG 5°-CGT TGG TCC TGA AGG AGg aT-3
F20thioAGG 5°-CGT TGG TCC TGA AGG AgG aT-3

3°-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCA ACT AAA ...-5
B

s dddda
LR ARE LL LT

Sh8s i

20Nt Meise snmsiiessestilan, L ’.'

} Primerabbau
M71239 S6M28 91l IslMisiglsisisleh M99l
F20thioA F20thioAG F20thioAGG F20TH

Abbildung 19: (A) Sequenzen der unmodifizierten und der PTO-modifizierten Primer. (B)
Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit unmodifizierten
oder PTO-modifizierten Primern. Die Reaktionen enthielten 150nM Primer/Templat-Komplex
(Primer: siche Abbildung, Templat: F90A), 5, 2,5 oder 1pl Lysat und 200uM dNTPs. Die Reaktionen
wurden 1h bei 37°C inkubiert. Die benutzten Primer sind in der Abbildung angegeben. M:
Primermarker. Bahn 1-3, 7-9, 13-15: Primerverlingerungsreaktionen mit absteigenden Polff WT-
Lysatmengen. Bahn 4-6, 10-12, 16-18: Primerverlingerungsreaktionen mit absteigenden Polff WT-
Lysatmengen, ohne dNTPs. Bahn 19, 21, 23: Kontrollexperimente mit unmodifiziertem Primer und
absteigenden Polp WT-Lysatmengen. Bahn 20, 22, 24: Kontrollexperimente mit unmodifiziertem
Primer und absteigenden Polp WT-Lysatmengen, ohne dN'TPs. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Fir diese ersten Expressionsansitze wurden Volumina von 5 bis 20ml gewihlt.
Primerverlingerungsreaktionen mit radioaktiv markierten Primern wurden direkt mit
den Lysaten aus E. coli BL21-Gold(DE3) durchgefithrt. Die Polymerase war aktiv,
allerdings wurde eine eindeutige Endonukleaseaktivitit im Lysat nachgewiesen (siche
Abbildung 19B, Primer F20TH).

Der Vergleich zwischen dem Primermarker und den Produkten der Reaktion zeigte

einen starken Abbau des Primers wihrend der Reaktionszeit. Dieser Abbau fand in
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Abwesenheit von dNTPs verstirkt statt. Aufgrund dieses Ergebnisses wurden
anschliefSend modifizierte Primer benutzt, die eine Phosphorothioat-Bindung (PTO) am
Primerterminus enthielten. Diese Modifikation ist bekannterweise widerstandsfihiger als
unmodifizierte DNA gegen Exonukleasen [175]. Drei verschiedene Kombinationen von
PTOs wurden getestet (Oligonukleotidsequenzen siche 5.1 und Abbildung 19A).

Die besten Ergebnisse wurden mit dem Primer erzielt, der zwei PTO-Modifikationen
zwischen den letzten zwei Nukleotiden am 3'-Ende trigt (siche Abbildung 19B). Der
Primer wurde wihrend der Reaktionszeit nicht abgebaut und die
Primerverlingerungsreaktion konnte somit erfolgen. Dieser Primer wurde fir das

Screening ausgewihlt.

2.2.2.3.2 Expressionstests im Multilochplattenformat

Bedingung fiir ein Screening im Hochdurchsatzformat ist eine effiziente Expression der
mutierten Proteine in einem Format, das die zeitsparende Untersuchung einer groflen

Anzahl an Enzymen erlaubt.

47 kDa

34 kDa

M 1 2 3 4

WT D256A

5 6 7 8

Abbildung 20: Analyse der Expression von Polfp WT und Mutanten in E. coli BL21-Gold(DE3)
pET21b_hPolp im 96-Well-Format. Der Uberstand der Expressionskultur wurde nach 6h
Induktionszeit entnommen. SDS-PAGE mit anschlieffender Coomassie-Firbung. M: Marker. Bahn 1-
2: Uberstand von Polp WT. Bahn 3-4: Uberstand von Polp D256A. Bahn 5-8: Uberstand von

verschiedenen Polfp Mutanten.

Fir diesen Zweck wurde die Expression der Polf in 96-Deepwellplatten getestet. Als

Expressionsstamm wurde anfangs E. coli BL21-Gold(DE3) von Stratagene ausgewihlt,
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denn dieser Stamm hatte eine gute Expression im grofSeren Maf3stab erzielt (Daten nicht
gezeigt).

Die Expression der Polf in 96-Deepwellplatten erwies sich als problematisch.
Verschiedene Expressionstests wurden unter variablen Temperaturen, IPTG-
Konzentrationen und Induktionszeiten durchgefiihrt, ohne eine Verbesserung der
Expression zu erzielen (als Beispiel der Proteinexpression sieche Abbildung 20).

Weitere Tests wurden mit dem E  co/i-Stamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
durchgefiihrt. BL21-CodonPlus(DE3)-RIL erlaubt die Expression von Genen, die durch
die seltenen Argininkodons AGA und CGA, das Isoleucinkodon AUA und das
Leucinkodon CUA verschliisselt werden durch die extrachromosomale Bereitstellung
der entsprechenden tRNAs. Die Expression der Polf in 96-Deepwellplatten konnte
durch diesen Bakterienstamm erfolgreich durchgefiihrt werden (siche Abbildung 21).

40 kDa

M 1 2 3 4 5

Abbildung 21: Kinetik der Expression von Polp WT in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
pET21b_hPolp. SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Firbung. M: Marker. Bahnl: Uberstand
der Expressionskultur vor Induktion. Bahn 2-5: Uberstand der Expressionskultur nach 1, 2, 4 bzw. 6h
Induktionszeit.

Der Proteinmenge der Polf erwies sich schon eine Stunde nach der Induktion als
ausreichend, um Aktivitittests durchfiithren zu konnen.
Funktionale Untersuchungen mittels radiometrischer Primerverlingerungsreaktionen

ergaben, dass das gereinigte Enzym aktiv war.
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2.2.2.3.3 Native Lyse

Die Pellets der Expressionskulturen in 96-Deepwellplatten wurden bei -80°C gelagert.
Die Lyse der Bakterien wurde auch fir das Screening optimiert. Glaskugeln wurden
zum mechanischen Aufschluss der Bakterien verwendet. Die Zeit der Lyse und das
Volumen des Lysepuffers wurden optimiert. Nach Zugabe der Glaskugeln zum
Lysepuffer wurden die 96-Deepwellplatten stark geschiittelt. Das Schiitteln der
Bakterienkulturen in der Gegenwart von Glaskugeln erzeugt Hitze, die zur
Denaturierung des rekombinanten Proteins fithren kann. Deswegen wurde die kiirzeste
Zeit gewihlt, die eine komplette Lyse erzielen kann, die in diesem Fall fiinf Minuten
betrigt. Auflerdem wurde die Lyse nach 2,5 Minuten fiir eine 10-miniitige Inkubation
auf Fis unterbrochen. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation direkt fiir

anschlieffende Experimente verwendet.

2.2.2.3.4 Aktivitit der Polff aus Lysaten (96-Deepwellplatten)

Die Lysate aus den Expressionen in 96-Deepwellplatten wurden in einer
Primerverlingerungsreaktion ohne weitere Reinigungsschritte direkt eingesetzt. Als
Kontrollen wurden die WT-Polymerase und die D256A-Mutante mit getestet. Wie in
Abbildung 22 dargestellt, wird der Primer von jeder Mutante zu einem Vollendprodukt

verlingert.
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35nt

20nt
M 12345678 9101112 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
WT D256A

Abbildung 22: Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit
verschiedenen unaufgereinigten Lysaten verschiedener Polf-Mutanten. Die Reaktionen enthielten
150nM Primer/Templat-Komplex (Primer: F20thioAG, Templat: F33A), 5pl Lysat und 200pM
dNTPs. Reaktionen wurden 1h bei 37°C inkubiert. Bahn1-2: Polf WT. Bahn 13-14: Polp D256A.
Bahn 3-12, 15-24: Polp Mutanten. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Die Lysate der D256A-Mutante konnten auch den Primer verlingern, was zeigt, dass
die DNA-Polymerasen der lysierten E. coli-Zellen freigesetzt wurden und die
Polymerisierungsreaktion durchfiihren konnten. Deswegen wurde es notwendig, die
Lysate mittels Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA) Affinitdtschromatographie zu

reinigen.

2.2.2.3.5 Ni-NTA Affinititschromatographie im 96-Well-Format

Ein Reinigungssystem wurde entwickelt, um Ni-NTA Affinititschromatographie in 96-
Well-Format durchfithren zu konnen. Die 96-Well-Ni-NTA-Platten wurden selbst
angefertigt. Eine graphische Darstellung des Systems ist in Abbildung 23 gezeigt. 96-
Well-Filterplatten mit einem 0,45pm-PE-Filter wurden mit Ni-NTA Sepharose befiillt.
Die Expressionskulturen im 96-Well-Format wurden im Imidazol-enthaltenden
Bindepuffer lysiert und der Uberstand mithilfe eines Pipettierroboters in die 96-Well-
Ni-NTA-Platten tiberfiihrt.
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Uberexpression in 96-Deepwell Format Ni-NTA Slurry
E 9101112
LaBLE

| Ernten
| Lysieren
Uberstand

Pipettierroboter

l Eluieren (200mM Imidazol)

Gereinigte Proteine

Abbildung 23: Graphische Darstellung der Ni-NTA Affinititschromatographie im 96-Well-Format.
Die Expression der Proteine erfolgte in 96-Deepwellplatten. 96-Well-Filterplatten wurden mit Ni-NTA
Sepharose befiillt. Nach der Lyse wurden die Uberstinde mittels eines automatisierten Pipettierroboters

in die Ni-NTA Filterplatten iiberfithrt und die Reinigung erfolgte wie beschrieben in 3.5.3.

Ein Beispiel der Reinigung im 96-Well-Format ist in Abbildung 24 gezeigt. Zu sehen
sind sowohl die Pol WT als auch die D256A-Mutante sowie weitere Mutanten der
Polp.

M1 2 s 4
WT D256A

Abbildung 24: Reinigung von C-terminal 6-Histidin-markierter Polf WT und Mutanten iiber Ni-NTA
Affinititschromatographie in 96-Well-Format. SDS-PAGE der Elutionsfraktionen mit anschlieffender
Silber-Firbung. M: Marker. Bahn 1: Durchfluss der Elution (200mM Imidazol) fiir Polp WT. Bahn 2:

Durchfluss der Elution fiir Polff D256A. Bahn 3-9: Durchfluss der Elutionsschritte fiir verschiedene
Mutanten der Polf.
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Die Konzentration der verschieden en Mutanten, die somit aufgereinigt wurden, erwies

sich als sehr unterschiedlich.

2.2.2.3.6 Optimierung eines Fluoreszenz-basierten Screeningsystems

Fiir das Screening wurde ein Fluoreszenzsystem optimiert, das Summerer bereits in
seiner Arbeit entwickelt hatte [176]. Es erlaubt, die Aktivitit der DNA-Polymerasen
schnell und in Hochdurchsatzformat zu testen. Dieses System basiert auf der Eigenschaft
des Farbstoffes SybrGreen I, dessen Fluoreszenz verstirkt wird, wenn er an der kleinen
Furche von doppelstringiger DNA (dsDNA) bindet. Dieser Farbstoff wird bei einer
Wellenlinge von 485nm angeregt und die Fluoreszenzemission erfolgt bei 520nm. Er
konnte deshalb zur Endpunktquantifizierung der durch die Reaktion gebildeten dsDNA
herangezogen werden.

In einem Ansatz wurden Primer (F20thioAG), Templat (F90A), dNTPs und Lysat in
der Gegenwart von einem geeigneten Puffer gemischt. Die Reaktion wurde fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die Primerverlingerungsreaktion mit
einer EDTA-haltigen Losung gestoppt, um die Mg*-Ionen zu komplexieren. DNA-
Polymerasen benétigen bivalente Kationen, um den Nukleotidyltransfer zu katalysieren.
Die Stopp-Losung wurde zusitzlich mit dem Farbstoff SybrGreen I versetzt. Eine
Endpunktbestimmung der in einer Reaktion entstandenen Produktmenge wurde so
durchgefiihrt, indem die Fluoreszenz nach der Reaktion gemessen wurde (siche

Abbildung 25).

O

Prlmenrerlangerunsreaktlon

’\’\’\”\/ ~ererRNe

EDTA und SybrGreen l-enthaltende
Stopplosung

Abbildung 25: Schematische Darstellung des entwickelten Fluoreszenzsystems zur Detektion der
Produktmenge nach einer Primerverlingerungsreaktion. Der Primer und die neu synthetisierte DNA
sind in gelb bzw. griin abgebildet. Kreise: nicht an DNA-gebundenes SybrGreen I; Sternchen: an DNA-
gebundenes SybrGreen I.
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Verschiedene Optimierungen in Bezug auf die Arbeit von Swummerer wurden
herangezogen, um die besten Ergebnisse fiir die PolP zu erzielen. Als Beispiel, wurden
die Einfliisse von BSA im Reaktionspuffer und von NaCl in der Stopplésung untersucht
(siche Abbildung 26).

Um den Einfluss von BSA und NaCl zu testen, wurde dieselbe Reaktion in der
Gegenwart und in der Abwesenheit von diesen Bestandteilen durchgefiihre. Als
Kontrolle wurde immer die Reaktion ohne DNA-Polymerase enthaltendes Lysat
durchgefiihrt. Die gemessene Fluoreszenz nach den Reaktionen mit und ohne BSA
wichen nicht signifikant voneinander ab. Der grofite Unterschied zeigte sich bei den
verschiedenen Stopplosungen. Die Gegenwart von NaCl erwies sich als stérend, da

dieses Salz die Emission der Fluoreszenz stark quencht.

60,000
[ Mit PolR WT-Lysat

t)

‘o 50,000

% [l Ohne PolR WT-Lysat

540,000 -

E

~n 30,000 -

c
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o
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©

S

i 10,000 -

, AmEmEENN

BSA + + - - + + - -
NaCl + T + +

Lysat + - + - + - +

Abbildung 26: Fluoreszenzmessungen des Endpunktes nach einer Primerverlingerungsreaktion unter
verschiedenen Bedingungen. Der Einfluss von BSA in dem Reaktionspulffer, sowie der von NaCl in der
Stopp-Lésung, wurden getestet. Die Reaktionen enthielten 150nM Primer/Templat-Komplex (Primer:
F20thioAG, Templat:F90A), 5pul Lysat und 200uM dNTDPs. Die Reaktionen wurden bei 37°C 1h
inkubiert und anschliefend mit einer EDTA und SybrGreen I enthaltenden Stopp-Lésung angehalten.
Fiir experimentelle Details siehe 3.6.

Auflerdem wurden andere Pufferbedingungen, wie z.B. der pH-Wert, optimiert. Nach
diesen Optimierungsschritten wurde ein Verhiltnis Signal zu Hintergrund von 5:1
erzielt (siche Abbildung 26). Hiermit wurden die Reaktionsbedingungen fiir das

Screening festgelegt.
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2.2.2.4 Konstruktion einer Mutantenbibliothek des Polf-ORFs

2.2.2.4.1 Mutazyme-Bibliothek

Zur Analyse des Bypasses einer abasischen Stelle wurde eine Bibliothek der Polp erstellt.
Eine Random-Mutagenese des gesamten ORFs wurde durchgefiihrt. Erwiinscht war ein
breites Mutationsspektrum, das  eine ca. 50%-ige  Uberlebensrate  der
Polymerasenaktivitit erlauben konnte. Um zufillige Mutationen in dem fir die
Polymerase codierenden Gen zu erzeugen, wurde zunichst das GeneMorph II Random
Mutagenesis Kit von Stratagene nach Herstellerangaben benutzt. Diese Methode fiir die
Random-Mutagenese basiert auf der fehleranfilligen Aktivitdit des Gemisches zweier
DNA-Polymerasen, der Mutazyme I DNA-Polymerase und einer Variante der 7uagq
DNA-Polymerase.

Abbildung 27: Analyse der PCR-Reaktion zur Amplifizierung des mit dem GeneMorphII-Kit
erhaltenen Produktes zur Herstellung einer Plasmidbibliothek. Pfu DNA-Polymerase wurde verwendet.
M: Marker. Bahn 1: Reaktion mit Pool1-100-Templat. Bahn 2: Reaktion mit Pool1-700-Templat.
Bahn 3: Reaktion mit Pooll-1500-Templat. Bahn 4: Reaktion mit Pool1-2200-Templat. Bahn 5:
Reaktion mit Pool1-3000-Templat.

Die Mutationsrate wird durch die initiale Menge der Templat-DNA und die Anzahl an
PCR-Zyklen gesteuert: es wurden fiinf verschiedene Templatmengen gewihlt, um fiinf
verschiedene Bibliotheken zu erstellen. Jede Bibliothek wurde nach der Templatmenge
benannt (z.B. Pool1-100 fiir die Templatmenge 100ng; fiir Details siehe 3.3.2.1). Um
mehr Produkt fir die Klonierung zur Verfiigung zu haben, wurde ein weiterer
Amplifikationsschritt mit der Pfu DNA-Polymerase durgefiihrt (siche Abbildung 27).
Nach der Amplifikation wurde das Produkt Pool1-100 mit den Restriktionsenzymen

Nhel und Notl verdaut, in den Vektor pET21b von Novagen ligiert und in E. coli
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XL10-Gold transformiert. Zur Kontrolle der Klonierung wurden 100pl des
Transformationsansatzes ausplattiert und die restlichen 800pl in Fliissigmedium iiber
Nacht kultiviert. Mehrere Tausende von Klonen wurden erhalten. Aus der
Ubernachtkultur wurde das gesamte Plasmid isoliert und zur Kontrolle der Klonierung
ein Restriktionsverdau mit EcoRV durchgefithrt. Wie in 2.2.2.2 beschrieben, besitzt das
Plasmid pET21b_hPolB zwei Erkennungssequenzen fir EcoRV. In dem Fall einer
gelungenen Klonierung wurden zwei Fragmente DNA bei ca. 2000 bp und 4000 bp
erwartet. Einer misslungenen Klonierung wire in einer Linearisierung des Plasmids
vorausgegangen (siche Abbildung 28). Bei allen finf Bibliotheken konnte mit einer

erfolgreichen Klonierung abgeschlossen werden.

4000 bp
2000 bp

Abbildung 28: Analyse des Restriktionsverdaus von verschiedenen mutierten Plasmiden pET21b_hPolf§
der Bibliothek Pooll-100 mit EcoRV zur Kontrolle der Klonierung. 0,8%-ige Agarose-
Gelelektrophorese mit anschlieffender Ethidiumbromid Firbung. M: DNA Standard. Bahn 1-5: an
Position 406 und 2452 geschnittene Plasmide.

3520 Einzelklone wurden in 384-Deepwellplatten gepicke, kultiviert und nach der
Zugabe von Glycerol bei -80°C gelagert. Diese Lagerplatten wurden fiir das Animpfen
von Expressionsplatten verwendet.

Das ORF von zehn Mutanten der Bibliothek Pool1-100 wurden sequenziert, um die
Mutationsrate zu charakterisieren.

Wie man von der Tabelle 5 ablesen kann, wurden innerhalb der zehn sequenzierten
Mutanten zwei Gene ohne Mutation entdeckt; eine Mutante, die eine stille Mutation
trug, wurde ebenfalls isoliert, sodass letztlich drei Wildtyp-Sequenzen gefunden wurden.
Als Mutationen wurden genauso hiufig Tranversionen (9 Fille) wie Transitionen (8
Fille) entdeckt. Auch zwei Deletionen wurden gefunden. Auffillig ist die Mutation

E335D, die viermal, auch in Kombination mit anderen Mutationen, vorkam.
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Tabelle 5: Analyse des Mutationsspektrums der Bibliothek Pool1-100

Charakeerisierung der Polf-Mutanten von Pool1-100

Sequenzierte Klone

Wildtypsequenzen

Klone mit Deletionen

Klone mit Insertionen

Klone mit Mutationen

Ausgetauschte Nukleotide

Transitionen

Transversionen

Anzahl Einfachmutanten (auf Proteinebene)
Anzahl Doppelmutanten (auf Proteinebene)

Anzahl Mehrfachmutanten (auf Proteinebene)

10

17

NS GV S BN

30%
20%

70%

28,5%
43%
28,5%

2.2.2.4.2 Febleranfillige PCR

Da das Mutationsspektrum der sequenzierten Mutanten keine hohe Vielfalt vorwies,

wurde anschlieffend eine zweite Bibliothek mit einer anderen Mutagenese-Methode

hergestellt.

Diese Methode basiert auf der Eigenschaft der 729 DNA-Polymerase, die in der

Gegenwart von Mn** eine erhdhte Fehlerrate zeigt. Das beschriebene Fehlermuster

dieser Methode zeigt, dass mehr Transitionen als Transversionen stattfinden [136, 177].

Um diese Fehlertendenz zu korrigieren wurden unbalancierte dNTPs-Mengen

zugegeben (siche 3.3.2.2). Die héchste MnCl,-Konzentration, bei der ein PCR-Produkt

entstand, wurde ausgewihlt. Diese betrug 0,05mM MnCl, wonach die Bibliothek

benannt wurde.

Um die Klonierung der Bibliothek zu kontrollieren wurden einige Klone gepickt und

eine Kolonie-PCR durchgefiihrt (siche 3.3.3). Alle neun Klone, die getestet wurden,

zeigten ein DNA Fragment bei einer Grofle von etwa 1000 bp (siche Abbildung 29).
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Das entspricht der erwarteten Grofle des ORFs der PolB. Somit wurde festgestellt, dass

die Klonierung der Mutantenbibliothek erfolgreich war.

Abbildung 29: Analyse mittels Agarosegelelektrophorese der Kolonie-PCR von der Mutantenbibliothek
Pool2 zur Kontrolle der Klonierung. Nach der Transformation des Ligationsansatzes in E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL wurden neun Klone gepickt und das Insert (ca. 1000 bp) wurde in einer PCR
direkt amplifiziert. Ein Klon aus der Platte der Negativkontrolle wurde ebenfalls getestet. Die Kolonie-
PCR wurde durchgefiihrt wie in 3.3.3 beschrieben. M: Marker. Bahn 1-9: Reaktion mit verschiedenen
Klonen aus der Ligationsplatte. Bahn 10: Reaktion mit einem Klon aus der Platte der Negativkontrolle.

Das ORF von zehn Mutanten der Bibliothek Pool2 wurde sequenziert, um die

Mutationsrate zu charakterisieren. Wie man von der Tabelle 6 ablesen kann, wurden

innerhalb der zehn sequenzierten Mutanten keine Wildtyp-Sequenzen gefunden; zwei

Mutanten wiesen Deletionen auf, die zu einem Frameshift fithrten. Als Mutationen

wurden dhnlich viele Transitionen (14 Fille) wie Tranversionen (19 Fille) entdeckt.

Tabelle 6: Analyse des Mutationsspektrums der Bibliothek Pool2

Charakterisierung der Polf-Mutanten von Pool2

Sequenzierte Klone

Wildtypsequenzen

Klone mit Deletionen

Klone mit Insertionen

Klone mit Mutationen

Ausgetauschte Nukleotide

Transitionen

Transversionen

Anzahl Einfachmutanten (auf Proteinebene)
Anzahl Doppelmutanten (auf Proteinebene)

Anzahl Mehrfachmutanten (auf Proteinebene)

10

10
33
14
19
1
4
3

100%

12,5%
50%
37,5%
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Zwei Mutationen wurden je zweimal auch in Kombination mit anderen gefunden.
Insgesamt erwies sich diese Methode als besser geeignet als das GeneMorph II Random

Mutagenesis Kit von Stratagene, um ein breites Mutationsspektrum zu erzielen.

2.2.2.4.3 Ubersicht des Screeningsystems

Eine Zusammenfassung des festgelegten Screeningsystems ist in Abbildung 30 gezeigt.
Die Mutantenbibliothek-DNA wurde in E. coli transformiert und auf Agarplatten
ausplattiert. Einzelkolonien wurden gepickt und in 384-Deepwellplatten kultiviert.
Diese Flisssigkulturen wurden mit Glycerol versetzt und bei -80°C gelagert. Diese
dienten als Lagerplatten, die spiter fiir die Expression eingesetzt werden konnten.
Mittels Pipettierroboter wurden diese Glycerolstocks in 96-Deepwellplatten tiberimpft
und die Uberexpression der Protein wurde durchgefiihrt. Die pelletierten Bakterien
wurden bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung der Aktivitit wurden die Bakterien lysiert
und eine Ni-NTA Reinigung durchgefiihrt. Die Eluate wurden schliefllich in einer
Primerverlingerungsreaktion in 384-Well Format eingesetzt. Die Reaktionen wurden
mit einer SybrGreen I-enthaltenden Losung gestoppt und die Fluoreszenz wurde in
einem Plattenlesegerit gemessen. Auf jeder 384-Wellplatte wurden immer sechzehn

Wildtypen und sechzehn katalytisch-inaktive Mutanten als Kontrolle mit getestet.
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Abbildung 30: Graphische Darstellung der benutzten Mutanten-Screening Methode. Kolonien, die fiir
mutierte Varianten der Polf codierenden Plasmide trugen, wurden einzeln gepickt und in
Hochdurchsatzplatten kultiviert. Nach Reinigung der Mutanten wurde ein Aktivititstest durchgefiihrt.

2.2.2.4.4 Evaluierung des Screeningsystems

Als Kontrolle der in 96-Well-Format aufgereinigten Enzyme und um das

Screeningsystem zu testen, wurde die Primerverlingerungsreaktion gleichzeitig sowohl

radiometrisch als auch mit dem SybrGreen I-System durchgefiihrt.

Dieselben

Reaktionsbedingungen und Enzymmengen wurden fiir beide Reaktionen benutzt. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 31 gezeigt.
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Abbildung 31: (A) Endpunktmessung der SybrGreen I- vermittelten Fluoreszenz von dsDNA zur
Aktivititsmessung von Polf-Aktivitit. Zu einer Lésung von unmodifizierten Primer/Templat-Komplex
(Primer: F20TH, Templat: F90A) und 200pM dNTP in Reaktionspuffer wurden 5pl des Ni-NTA
aufgereinigten Enzym gegeben und die Reaktionsmischung 1h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von EDTA gestoppt und die gebildete Menge dsDNA mittels SybrGreen I-
Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlinge von 485nm und einer Detektionswellenliinge von 520nm
quantifiziert. Reaktionen durchgefiihrt mit hPolfp WT-Lysaten bzw. hPolp D256A-Lysaten sind in der
Abbildung gekennzeichnet. Experimentelle Details sieche 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1. (B)
Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit denselben Polf-
Eluaten wie in (A) zur Kontrolle des Fluoreszenz-basierten Screeningtests. Die Reaktionen enthielten
150nM Primer/Templat-Komplex (Primer: F20TH, Templat: F33A), 5pl Eluat, 200uM dNTDPs.
Reaktionen  wurden 1h  bei 37°C  inkubiert. = M:  Primermarker. Bahn  1-2:
Primerverlingerungsreaktionen mit hPolp WT-Eluaten. Bahn 13-14: Primerverlingerungsreaktionen
mit hPolp D256A-Eluaten. Bahn 3-12, 15-48: Primerverlingerungsreaktionen mit hPolf Mutanten-
Eluaten. Experimentelle Details siehe 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

In der SybrGreen I Reaktion betrug das Verhiltnis zwischen Signal des Wildtyps zum
Signal der D256A-Mutante ca. 2:1. Die verschiedenen Mutanten, die getestet wurden,
zeigten eine Aktivitit zwischen 50% und 150% des Wildtyps.

In der radiometrischen Reaktion wurde bestitigt, dass die Verlingerung der Primer von
dem WT-Enzym bis zum Vollendprodukt durchgefithrt wurde, wihrend die D256A-

Mutante den Primer nicht verlingern konnte. Die verschiedenen Mutanten, die getestet

~55 -~



Ergebnisse und Diskussion

wurden, zeigten unterschiedliche Aktivititen, genauso wie in der SybrGreen I Reaktion
nachgewiesen wurde. Dieses Ergebnis bestitigte, dass die Primerverlingerungsreaktion
mit SybrGreen I zuverlissig in der Ermittlung der Aktivitit der verschiedenen DNA-
Polymerasen war. Dieser Test war demnach geeignet, um ein Screening von einer

Mutantenbibliothek durchfithren zu kénnen.

2.2.2.5 Identifizierung der Polp-Mutanten mit erhohter Bypass-Aktivitit einer

abasischen Stelle durch funktionales Screening

Die Pool2 Bibliothek wurde zunichst auf Aktivitit bei der Primerverlingerung in der
Gegenwart von einem unmodifizierten Templat (F90A) mit Mn** anstelle von Mg**
gescreent (fiir Details der Reaktion siehe 3.6.2). Mn?* wurde benutzt, um die Aktivitit
der DNA-Polymerase zu erhéhen [39, 174]. Nachteil dieser Methode war, dass die Polf3
in der Gegenwart von Mn?** ungenauer wird. Deswegen wurde in der Bypass-Reaktion
Mn?** durch Mg** ersetzt.

Zehn 384-Deepwellplatten wurden gepickt und die Aktivitdtstests wurden durchgefiihre
wie in 2.2.2.3 beschrieben.

Insgesamt wurden 3520 verschiedene Mutanten auf ihre Aktivitit getestet. Davon
konnten weniger als 50% (1302) der Mutanten noch eine Verlingerung eines Primers
unter den gewihlten Bedingungen zeigen. Nur die Mutanten, die noch Aktivitit
bewiesen, wurden schliefSlich auf Bypass-Aktivitit einer abasischen Stelle getestet. Als
Templat fiir die Bypass-Experimente wurde ein Oligonukleotid verwendet, das dieselbe
DNA-Sequenz vom F90A besafl, mit dem Unterschied, dass sich eine abasische Stelle
drei Basen vor dem 3'-Ende der Primer befand (F90Ap; Oligonukleotidsequenzen siche
5.1). Die natiirlich vorkommende abasische Stelle wurde wegen Stabilitdtsprobleme
durch eine hnliche Struktur, das Tetrahydrofuran, ersetzt, die sogenannte ,stabile
abasische Stelle“ (Abbildung 32) [178]. Die natiirlich vorkommende Struktur weist eine
Hydroxylgruppe an Position 1 des Zuckers auf, die aber zu einem DNA-Strangbruch

fithren kann.
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stabile
abasische Stelle

Abbildung 32: Struktur einer stabilen abasischen Stelle

Die Primerverlingerung in der Gegenwart von dem modifizierten Templat wurde mit
der Reaktion, die in Gegenwart des unmodifizierten Templats durchgefiihrt wurde,
verglichen. Auf derselben 384-Well- Mikrotiterplatte wurden parallel diese zwei
Reaktionen durchgefiihrt, um die Fluoreszenzmessung nach Zugabe von SybrGreen I
direke vergleichen zu kénnen.

In Abbildung 33 wird die Auswertung von 96 Primerverlingerungsreaktionen auf einer
384-Well-Mikrotiterplatte gezeigt. Die Reaktionen wurden jeweils in der Gegenwart
von einem unmodifizierten (F90A) und einem modifizierten (F90Ap) Templat
durchgefiihrt. Die zuriickgestellten dunkelblauen Balken zeigen die Fluoreszenz eines
Wells, in dem die Reaktion mit dem unmodifizierten Templat stattfand, wihrend die
Hellblauen im Vordergrund stehenden Balken die Fluoreszenz der Wells zeigen, in dem
die Reaktion mit dem gleichen Enzym aber in der Gegenwart des modifizierten
Templats stattfand.

Vier Reaktionen aus 96 Klonen wurden jeweils mit dem Wildtyp- und dem D256A-
Enzym durchgefiihrt (siche Beschriftung in der Abbildung 33). Beim Wildtyp war die
gemessene Fluoreszenz bei der Reaktion mit dem unmodifizierten Templat ungefihr
zweimal so stark wie die mit dem modifizierten Templat. Die D256A-Mutante zeigte
dhnliche Fluoreszenzwerte fiir beide Reaktionen. Die meisten Mutanten zeigten eine
Primerverlingerung bei dem Templat FI0A aber keine oder eine Unvollstindige in dem
Falle des Templats F90Ap, genauso wie beim Wildtyp-Enzym. Nur eine Mutante wies
eine Fluoreszenz bei dem Templat FO0Ap auf, die vergleichbar zu den Werten beim
Templat F90A vom Wildtyp-Enzym war. Diese Mutante wurde 2N7 genannt (Platte 2,

Loch N7).
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Abbildung 33: Endpunktmessung der SybrGreen I — vermittelten Fluoreszenz von dsDNA zur
Bypassaktivititsmessung von hPolff Lysaten aus E. coli. Zu einer Lésung von Primer/Templat-Komplex
(Primer: F20TH, Templat: FO0A, dunkle Balken oder F90Ap, helle Balken) und 200pM dNTPs in
Reaktionspuffer wurde Lysat von expressionsinduzierten E. coli gegeben, die einen fiir hPolp WT,
hPolp D256A oder zufillige Mutanten kodierenden Vektor enthielten und die Reaktionsmischung
wurde 1h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA gestoppt und die
gebildete Menge dsDNA mittels SybrGreen I-Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlinge von 485nm
und einer Detektionswellenlinge von 520nm quantifiziert. Die Fluoreszenz wurde ermittelt mittels
Plattenreader. Die Fluoreszenzwerte sind korrigiert fiir den Wert der negativen Kontrolle und
normalisiert zum Héchstwert.

2.2.2.6 Reinigung und Charakterisierung der Mutante 2N7

Die 2N7-Mutante wurde aufgereinigt und die Proteinkonzentration bestimmt. Als
Kontrolle wurde das Wildtyp-Enzym in jedem Schritt genauso behandelt. Die Polf lief§
sich mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie reinigen [126].

Beide rekombinanten Proteine wurden als Fusionskonstrukt mit einem C-terminalen
His-Tag hergestellt. Abbildung 34 zeigt das Ergebnis der Reinigung, sowohl fiir die
Polymerase B WT, als auch fiir die Mutante 2N7 (fiir Detail siehe3.5.1 3.5).
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Abbildung 34: C-terminal 6-Histidin-getaggter Polp WT und Mutante 2N7 nach Reinigung iiber Ni-
NTA Affinititschromatographie. SDS-PAGE mit anschlielender Coomassie-Firbung. M: Marker.
Bahn 1: Polp WT. Bahn 2: Polff 2N7.

Weitere  Tests wurden mittels radiometrischer  Primerverlingerungsreaktion
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 35 gezeigt, wies die 2N7-Mutante eine hohere Bypass-
Aktivitit tiber eine abasische Stelle auf. Das Wildtyp-Enzym konnte eine Base gegeniiber
von der abasischen Stelle einfiigen, aber die Verlingerung dieser gepaarten Base konnte
kaum weitergefithrt werden, auch wenn die Konzentration des Enzyms verdoppelt
wurde. Die 2N7-Mutante hatte eine etwa doppelt so hohe Bypass-Aktivitdt als das

Wildtyp-Enzym.
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Abbildung 35: Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen zur
Charakterisierung des Bypasses einer abasischen Stelle. Die Reaktionen enthielten 150nM
Primer/Templat-Komplex (Primer: F20TH, Templat: FO0Ap) und 200pM dNTPs. Das Enzym und
die entsprechende Menge sind in der Abbildung angegeben.

Die fur diese Mutante codierende-DNA wurde sequenziert (GATC Biotech). Diese
Variante der Polf trug eine einzelne Mutation, bei der Valin an Position 269 zu
Isoleucin ausgetauscht war (V269I).

Da die Bypass-Eigenschaften dieser Mutante nicht so ausgeprigt waren, wurde keine
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genauere Charakterisierung vorgenommen und eine weitere Runde Evolution wurde
direkt durchgefithrt. Das Gen der 2N7-Mutante wurde als Templat fiir eine neue
randomisierte Mutagenese benutzt, erneut wurde eine Mutantenbibliothek konstruiert
und gescreent (2.2.2.5). Die Mutationen wurden durch eine fehleranfillige PCR
erhalten (3.3.2.2). Ca. 4000 Mutanten wurden somit durchmustert.

Aus diesem Screening konnte jedoch keine Variante der Polf mit verbesserten
Eigenschaften im Bezug auf die 2N7-Variante isoliert werden (Daten nicht gezeigt).

Da es nur eine Variante der Polp mit verbesserten Uberlesefunktion isoliert werden
konnte, die aber nicht weiter verbessert werden konnte, wurde ein neuer Ansatz gesucht.
Das Vorgehen mit der Ni-NTA Reinigung auf 96-Well Format sollte aufgegeben
werden, weil diese zu arbeitsintensiv ist und dadurch keine gréflere Mutantenbibliothek
gescreent werden konnte. Im nichsten Abschnitt wird beschrieben, wie eine neue

Strategie erfolgreich entwickelt wurde.

2.2.3 Entwicklung eines neuen Screeningsystems mithilfe eines Kodon-

optimierten Gens der Polf

Durch die Erfahrung der ersten Mutantenbibliothek wurde klar, dass ein wichtiger
Erfolgsfaktor fiir das Isolieren von Mutanten mit neuen Eigenschaften der hohe
Durchsatz des Screening ist. Deswegen wurde das Konzept der Ni-NTA Reinigung im
96-Well-Format verlassen, und erneut versucht, mit Bakterienextrakten zu arbeiten.
Dafiir wurde eine ,Kodon-optimierte® Version des PolB-Gens bei der Firma Geneart
bestellt, das eine verbesserte Expression des Proteins in E. coli erzielen sollte. Das fiir die
PolB-codierende Gen wurde an den Kodon-Gebrauch der E. coli angepasst. Zusitzlich
wurde einerseits eine erhohte Stabilitit der RNA erzielt und ebenfalls wurden interne
Ribosom-Bindestellen entfernt. Das Gen wurde komplett chemisch synthetisiert und
anschlieffend in ein Plasmid kloniert. Das Insert wurde in den Vektor pET21b
(Novagen) durch die Restriktionsenzyme Nbel und Not umkloniert. Da wihrend des

Screenings der ersten Bibliothek die Beobachtung gemacht worden war, dass der
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pET21b-Vektor keine stringente Kontrolle der Expression vorwies, wurde das Gen auch
in den Vektor pGDRI11 durch die Restriktionsenzyme Sa/l und BamHI umkloniert.
Dieser Vektor ist ein Derivat des pQE-31-Vektor (Qiagen), der eine Kopie des Laci-

Gens enthilt und deswegen eine sehr stringente Kontrolle der Expression ermoglicht.

2.2.3.1 Expression und Lyse mit dem Kodon-optimierten Gen

Erste Expressionstests wurden in einem Volumen von 50ml durchgefithrt. Das Ziel
dieser Tests war der direkte Vergleich der Expression des rekombinanten Proteins
bedingt durch das originale und das Kodon-optimierte Gen. E. coli BL21-Gold(DE3)
wurden jeweils mit dem fiir die PolB codierenden originalen Plasmid (pET21b_hPolf)
oder mit dem Kodon-optimierten Plasmid (pET21b_hPolf_codon_optimized)
transformiert. Die Testexpressionen erfolgten gleichzeitig und unter denselben

Bedingungen.
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Abbildung 36: Vergleich der Expression im 50-ml Volumen der Pol WT in E. coli BL21-Gold(DE3)
bedingt durch die originale oder die Kodon-optimierte DNA Sequenz. SDS-PAGE mit anschlieender
Coomassie-Firbung. M: Marker. Bahnl-3: Uberstand der Expressionskultur aus E. coli BL21-
Gold(DE3) pET21b_hPolf_codon_optimized vor Induktion oder nach 1,5, 2,5, 3,5, 4,5, 5,5 bzw. 7h
Induktionszeit. Bahn 8-14: Uberstand der Expressionskultur aus E. coli BL21-Gold(DE3)
pET21b_hPolp vor Induktion oder nach 1,5, 2,5, 3,5, 4,5, 5,5 bzw. 7h Induktionszeit.

Die Uberexpression des Proteins wurde fiir beide Kulturen bei einer ODeoo von 0,6-0,7
mit IPTG induziert. Proben nach verschiedenen Zeiten wurden entnommen und
mittels SDS-PAGE analysiert (Abbildung 36). Die Uberexpression bedingt durch das

Kodon-optimierte Gen konnte schon nach 1,5h Induktionszeit nachgewiesen werden,

wihrend die Expression bedingt durch das originale Gen erst nach 4,5h nachweisbar

_ 61 -



Ergebnisse und Diskussion

war. Nicht nur die Expressionskinetik sondern auch die Menge an exprimiertes Protein
wurde verbessert. In der Tat betrug die Menge an Polf mehr als 50% des gesamten
E. coli-Proteingehaltes. Somit konnte die verbesserte Expression in E. coli bestitigt

werden.

Entscheidend fiir das Gelingen eines HTS-Screenings war allerdings die Expression in
96-Deepwellplatten. Fiir diesen Zweck wurde die Expression in verschiedenen E. coli-
Stimmen sowohl mit dem Konstrukt pET21b- als auch mit dem pGDRI11-Vektor
getestet. Verschiedene Expressionsstimme und verschiedene Bedingungen (wie IPTG-
Konzentration und Expressionszeiten) wurden ausprobiert. Beispiel fiir die Unterschiede
bedingt durch den E. co/i-Stamm ist in Abbildung 37 gezeigt. Die Expression der Polf3
in 96-Deepwellplatten in E. coli XL10-Gold war eindeutig hoher im Vergleich zur
Expression in den BL21-Gold(DE3).

L BL21-Gold(DE3)  XL10-Gold

K

M123 4 5 6

40kDa

Abbildung 37: Kinetik der Expression in 96-Deepwellplatten von Polp WT in E. coli BL21-Gold(DE3)
und in XL10-Gold. SDS-PAGE mit anschlielender Coomassie-Firbung. M: Marker. Bahnl-3:
Uberstand der Expressionskultur aus E. coli BL21-Gold(DE3) pGDR11_hPolp_codon_optimized vor
Induktion oder nach 2 bzw. 6h Induktionszeit. Bahn 4-6: Uberstand der Expressionskultur aus E. coli
XL10-Gold pGDR11_hPolp_codon_optimized vor Induktion oder nach 2 bzw. 6h Induktionszeit.

Das  Expressionssystem in  E.  coli XL10-Gold  basierend auf dem
pGDR11_hPolf_codon_optimized-Vektor wurde fiir das Screening ausgewihlt.

Die Lyse der Bakterien wurde erneut fiir das Screening optimiert. Eine geringe
Konzentration an Lysozym (0,1mg/ml) wurde verwendet, um die Bakterien
aufzuschliefen. Ein Lysepuffer wurde dafiir optimiert. Nach 45-miniitiger Behandlung

auf Eis wurde die dreifache Menge an einem Lagerpuffer zugegeben (fur die
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Pufferzusammensetzung siehe 4.6). Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation

direke fiir anschliefende Experimente verwendet.

2.2.3.2 Konstruktion der Bibliothek Pool3

Da das Mutationsspektrum der vorherigen Bibliothek eine hohe Vielfiltigkeit vorwies,
wurde anschlieflend die neue Bibliothek erneut mit der ep-PCR Mutagenese-Methode
hergestellt.

Verschiedene Ansitze mit steigender MnCl,-Konzentration (zwischen 0 und 0,3mM)
wurden getestet, wobei bei allen Bedingungen ein PCR-Produkt entstand (siche
Abbildung 38). Von diesen Ansdtzen wurden drei ausgewdhlt und mithilfe der
Restriktionsenzymen BamHI und Sall in den pGDR11-Vektor kloniert (siche 3.3.5).

10 000bp ==

Abbildung 38: Analyse mittels Agarosegelelektrophorese der ep-PCR zur fehlerhaften Amplifikation des
ORFs im Vektor pGDR11_Polf. Ein Gradient der MnCl,-Konzentration wurde gefahren. Die ep-PCR
wurde durchgefiihrt wie in 3.3.3 beschrieben. M: Marker. Bahn 1-6: Reaktion mit verschiedenen
MnCl-Konzentrationen: 0mM; 0,025mM; 0,05mM; 0,1mM; 0,2mM; 0,3mM.

Einige Klone aus jeder Bibliothek wurden gepickt und auf Aktivitit getestet. Wie
erwartet, erwies sich die Anzahl der aktiven Mutanten als umgekehrt proportional zur in
der in der ep-PCR benutzten MnCl,-Konzentration. Die Bibliothek wurde ausgewihlt,
bei der ca. 50% der Mutanten Aktivitit aufwiesen. Dies war bei einer MnCl,-
Konzentration von 0,1mM der Fall.

Wie schon in 2.2.2.4.2 beschrieben, wurden zehn Klone gepickt und eine Kolonie-PCR
durchgefiihrt, um die Klonierung der Bibliothek zu kontrollieren. Alle getesteten Klone
zeigten ein DNA Fragment bei einer Grof3e von etwa 1000 bp.

Das Mutationsspektrum wurde wie fiir die vorherigen Bibliotheken analysiert. Die
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Ergebnisse aus den Sequenzierungen von 10 Klonen ist in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Innerhalb der sequenzierten Klone wurde keine Wildtyp-Sequenz gefunden. Die Anzahl
der Transversionen gegeniiber den Transitionen war wieder ausgeglichen. Keine
Deletionen oder Insertionen hatten stattgefunden, sodass kein Frameshift erfolgte. Die
Wiederholung einer einzigen Mutation wurde in zwei verschiedenen Mutanten

beobachtet.

Tabelle 7: Analyse des Mutationsspektrums der Bibliothek Pool3

Charakterisierung der Polf-Mutanten von Pool3

Sequenzierte Klone 10
Wildtypsequenzen -
Klone mit Deletionen -

Klone mit Insertionen -

Klone mit Mutationen 10 100%
Ausgetauschte Nukleotide 25
Transitionen 14
Transversionen 11
Anzahl Einfachmutanten (auf Proteinebene) 4 40%
Anzahl Doppelmutanten (auf Proteinebene) 2 20%
Anzahl Mehrfachmutanten (auf Proteinebene) 4 40%

2.2.3.3 Ubersicht des Systems

Abbildung 39 zeigt die Zusammenfassung des Screenings, das fiir Lysate aus E. coli
optimiert worden ist. Wie schon fiir die erste Bibliothek wurde die Mutantenbibliothek-
DNA in E. coli transformiert und ausplattiert. Einzelkolonien wurden gepickt und in
384-Deepwellplatten  kultiviert.  Die  Glycerolstocks  wurden — mithilfe  eines
Pipettierroboters in 96-Deepwellplatten iiberimpft und die Uberexpression der Protein

wurde durchgefiihrt. Die pelletierten Bakterien wurden bei -80°C gelagert. Der grofite
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Unterschied zu dem vorherigen System besteht in der Moglichkeit, die Extrakte aus E.
coli direkt in einer Primerverlingerungsreaktion einsetzen zu koénnen. Die Reaktionen
wurden mit einer SybrGreen I-enthaltende Losung gestoppt und die Fluoreszenz wurde
in einem Plattenlesegerit gemessen. Auf jeder Platten wurden immer sechszehn
Wildtypen und sechszehn katalytisch-inaktiven Mutanten als Kontrolle eingesetzt. Alle

Reaktionen wurden in 384-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt.
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Abbildung 39: Graphische Darstellung der benutzten Mutanten-Screening Methode. Kolonien, die fiir
mutierte Varianten der Polp codierenden Plasmide trugen, wurden einzeln gepickt und in
Hochdurchsatzplatten kultiviert. Direkt aus den E. coli-Extrakten der Mutanten wurde ein
Aktivititstest durchgefiihrt und die aktiven Enzyme wurden in einem weiteren Schritt charakterisiert.
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2.2.3.4 Evaluierung des Screenings mit Lysaten

Erneut musste das neue Screeningsystem evaluiert werden. Aus der Expression einer 96-
Deepwellplatte mit verschiedenen Mutanten der Bibliothek Pool3 wurden Lysate
hergestellt, die auf Aktivitdt getestet wurden. Die Verlingerungsreaktion eines Primers
durch die verschiedenen Polf3 Mutanten wurde sowohl radiometrisch als auch mit dem
SybrGreen I Assay detektiert. Problematisch bei der Arbeit mit Lysaten ist die
Interferenz der E. coli—eigenen DNA-Polymerasen, die auch zur Verlingerung des
Primers beitragen konnen. Auflerdem kann die freigesetzte genomische DNA der
Bakterien den Farbstoff SybrGreen I binden und ein Fluoreszenzsignal hervorrufen.
Wie in Abbildung 40 gezeigt, konnten die Polf WT-enthaltenden Lysate den Primer zu
einem Vollendprodukt verlingern. Diese Lysate wiesen ebenfalls ein starkes
Fluoreszenzsignal im SybrGreen I Assay auf. Die Polf D256A-enthaltenden Lysate
konnten trotz E. coli DNA-Polymerasen den Primer nicht verlingern und entsprechend
niedrig war das Fluoreszenzsignal. Die verschiedenen Mutanten zeigten unterschiedliche
Fluoreszenzsignale, die auf unterschiedliche Aktivitdten hindeuteten.

Dem gemessenen Fluoreszenzsignal der verschiedenen Varianten wurde der Background
abgezogen. Als Background galt der Durchschnittswert der gemessenen Fluoreszenz fiir
die vier Negativkontrollen (Polf D256A-enthaltende Lysaten), die auf derselben 96-
Deepwellplatte exprimiert worden waren. Auflerdem wurde das Signal normalisiert,

indem alle Fluoreszenzwerte durch den héchsten Wert auf der Platte geteilt wurden.
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Abbildung 40: (A) Endpunktmessung der SybrGreen I — vermittelten Fluoreszenz von dsDNA zur
Aktivititsmessung der PolB-Aktivitit. Zu einer Losung von unmodifiziertem Primer/Templat-Komplex
(Primer: F20thioAG, Templat: F90A) und 200pM dNTP in Reaktionspuffer wurden 5pl des Lysats
gegeben und die Reaktionsmischung 30min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von EDTA gestoppt und die gebildete Menge dsDNA mittels SybrGreen I-Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenlinge von 485nm und einer Detektionswellenlinge von 520nm quantifiziert. Die
Reaktionen, die mit hPolp WT-Lysaten bzw. hPolff D256A-Lysaten durchgefiihrt wurden, sind in der
Abbildung gekennzeichnet. Experimentelle Details siehe 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1. (B)
Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit denselben Polf-
Lysaten wie in (A) zur Kontrolle des Fluoreszenz-basierten Screeningtests. Die Reaktionen enthielten
150nM Primer/Templat-Komplex (Primer: F20TH, Templat: F35), 5pl Lysat und 200pM dNTPs.
Reaktionen wurden 30min bei 37°C inkubiert. M: Primermarker. Bahn + und -
Primerverlingerungsreaktionen mit aufgereinigter Polp WT und D256A. Bahn 1-2:
Primerverlingerungsreaktionen mit Polf WT-Lysaten. Bahn 13-14: Primerverlingerungsreaktionen
mit Polp D256A-Lysaten. Bahn 3-12, 15-48: Primerverlingerungsreaktionen mit Polp Mutanten-
Lysaten. Experimentelle Details siehe 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Als aktive Varianten galten die Mutanten, die mindestens 60% des Durchschnittswerts
der gemessenen Fluoreszenz fiir vier Positivkontrollen (Pol WT-enthaltende Lysaten)

beweisen konnten.
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2.2.3.5 Durchmusterung der Mutantenbibliothek

Nachdem die Anwendbarkeit des Screeningsystems festgestellt worden war, konnte die
Durchmusterung der Mutantenbibliothek der Polf stattfinden. Verteilt iber zehn 384-
Deepwellplatten wurden 6688 Mutanten gepickt und durchmustert. Zuerst wurde die
Aktivitit dieser Mutanten ermittelt. 2714 Varianten (ca. 40%) konnten eine
Polymerase-Aktivitit ~ auf  einem  unbeschidigten  Primer/Templat-Komplex
(F20thioAG/F90A) zeigen. Alle aktiven DNA-Polymerasen wurden mithilfe eines
Pipettierroboters in neuen 384-Deepwellplatten vereint und fir das Screening nach
Bypass-Eigenschaften benutzt.

Das Ziel dieses Screenings war, die Grofle der Bibliothek so einzuschrinken, dass die
moglichen interessanten Varianten spiter in einem genaueren Test charakterisiert
werden konnten.

Zwei verschiedene Ansitze fiir das Screening nach Bypass-Aktivitit wurden angewandt
(siche Abbildung 41). Eine Primerverlingerungsreaktion wurde mit einem Templat
durchgefiihrt, das in der ,standing start® Position (die erste Base im Templat nach dem
3’-Ende vom Primer) eine stabile abasische Stelle enthilt (F90Ap). Die erwiinschte
DNA-Polymerase sollte in der Lage sein, iiber einen Schaden zu synthetisieren. Parallel
wurde auch eine Reaktion mit unmodifizierter DNA aber in der Gegenwart von nur
drei dNTPs (dCTP, dGTP und dTTP) durchgefithrt. Dieser Ansatz beruht auf der
Beobachtung, dass Reparaturpolymerasen oft weniger selektiv sind als z.B.
Replikationspolymerasen. Allerdings kénnen TLS-Polymerasen DNA-Schiden besser
replizieren als die Polymerasen, die in der Replikation involviert sind [10]. Das Templat
F90A enthilt acht Thymine an nicht hintereinander liegender Position. Die Polymerase
muss dementsprechend viele Fehleinbauten sowie deren Verlingerungen durchfithren
konnen. Diese Situation kann zu einer strukturellen Verinderung der DNA-
Konformation fiihren, die der Gegenwart eines DNA-Schadens dhneln kann. Durch
diese Methode konnten unter anderem Loeb und Holliger aus einer Mutantenbibliothek
der Tag DNA-Polymerase und Glickner aus der KlenTag DNA-Polymerase eine

Variante finden, die ein erhdhtes Bypass-Muster vorwies [134, 168, 173] .
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Abbildung 41: Schematische Darstellung des Bypass-Screenings. Die aktiven varianten der Polff wurden
parallel in zwei verschiedenen Reaktionen getestet. Eine Primerverlingerungsreaktion wurde in der
Gegenwart von einem mit einer stabilen abasischen Stelle-modifizierten Templat (F90Ap)
durchgefiihrt. Zusitzlich wurde auch eine Primerverlingerungsreaktion in der Gegenwart von einem

unmodifizierten Templat aber nur drei INTPs (dCTP, dGTP und dTTP) durchgefiihrt.

Die 2714 aktiven Varianten der Polp wurden mithilfe von diesem doppelten Ansatz auf
Bypass-Aktivitit durchmustert.

Problematisch bei dem Test mit dem beschidigten Templat ist, dass in der Gegenwart
hoher Konzentrationen an Enzym, der Wildtyp ebenfalls die abasische Stelle iiberlesen
konnte. Da die Konzentration der Polymerase im Lysat nicht einfach ermittelbar ist,
wurde eine Kontrollreaktion fiir jede einzelne Variante auf derselben Platte mit dem
unmodifizierten Templat durchgefiihrt. Wichtig fiir eine verbesserte Bypass-Eigenschaft
der Mutanten war das Verhiltnis des Fluoreszenzwertes der Reaktion mit der
unmodifizierten gegen beschidigte DNA. Die Aktivitit mit einem unmodifizierten
Templat war im ersten Teil des Screenings bei allen Varianten schon festgestellt worden.
Somit wurden nur solche Mutanten ausgesucht, die in der Gegenwart von beiden
Templaten den Primer vergleichbar gut verlingern konnten. Als positiv wurden die
Mutanten ausgewertet, bei denen dieses Verhiltnis (Fuamodifisiere DNA/ Fpeschidigre DNA, WObei F
das Fluoreszenzsignal ist) kleiner als 1,2 war. Zusammenfassend, konnten mit dieser
Auswertung die Mutanten ausgesucht werden, die das beschidigte Templat genauso gut
wie das unbeschidigte prozessieren konnten.

Wie in Abbildung 42 gezeigt, war beispielweise beim Wildtyp die Fluoreszenz bei der
Kontrollreaktion mit unbeschidigter DNA (dunkelgriine Balken) ca. 1,5 bis 2-fach so

hoch wie die Fluoreszenz der Reaktion mit dem beschidigten Templat (hellgriine

- 69 -



Ergebnisse und Diskussion

Balken). In der Negativkontrolle war die Fluoreszenz bei beiden Reaktionen vergleichbar
niedrig (rote bzw. orangene Balken). Die meisten Mutanten (blau in der Abbildung)
zeigten ein WT-dhnliches Verhalten. Bei einigen Mutanten, wie die in der Abbildung
42 in gelb gekennzeichneten, konnte diese Voraussetzung erfiillt werden. Insbesondere
die Mutante 5P20, nach der Position auf der 384-Deepwellplatte benannt, zeigte ein
stirkeres Fluoreszenzsignal bei der Reaktion mit beschidigter DNA im Vergleich zum

Wildtyp sogar bei der Kontrollreaktion mit unmodifizierter DNA.

Insgesamt konnte bei 54 Varianten nach dem Screening mit dieser Methode eine
erhohte Bypass-Eigenschaft nachgewiesen werden.
Bei der Reaktion mit unmodifiziertem Templat ohne dATP wurde eine Positivkontrolle

mit allen vier dNTPs ausschliefSlich fiir Wildtyp und D256A-Mutante durchgefiihrt.
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Abbildung 42: Endpunktmessung der SybrGreen I — vermittelten Fluoreszenz von dsDNA zur
Aktivititsmessung von Polf Lysaten aus E. coli Zellen. Zu einer Lésung von unmodifiziertem oder
einer stabilen abasischen Stelle enthaltendem Primer/Templat-Komplex (Primer: F20thioAG, Templat:
F90A oder F90Ap) und 200pM dNTP in Reaktionspuffer wurde Rohlysat von expressionsinduzierten
E. coli gegeben, die einen fiir Polfp WT, Polp D256A oder zufillige Mutanten kodierenden Vektor
enthielten und die Reaktionsmischung wurde 30min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von EDTA gestoppt und die gebildete Menge dsDNA mittels SybrGreen I-Fluoreszenz bei
einer Anregungswellenlinge von 485nm und einer Detektionswellenliinge von 530nm quantifiziert. Die
Fluoreszenz wurde mittels Plattenlesegerit ermittelt.

Wie in Abbildung 43 gezeigt, war das Fluoreszenzsignal der Kontrollreaktion in der

Gegenwart des WT-Enzyms ca. doppel so hoch wie das der Reaktion ohne dATP. Die

Negativkontrolle mit der D256A-Mutante zeigte wieder ein niedriges Fluoreszenzsignal
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in beiden Reaktionen. Das Ziel des Screenings war, die Grofle der Bibliothek so
einzugrenzen, dass die genauere Durchmusterung der moglichen Treffer durchgefihre
werden konnte. Deswegen wurden die Bedingungen nicht so stringent gewihlt. Als
Treffer wurden die Mutanten eingestuft, die bei der Reaktion ohne dATP ein
Fluoreszenzsignal zeigen konnten, das mindestens 60% des Durchschnittswertes der
Positivkontrolle betrug.

Keine der 2714 aktiven Mutanten konnte eine starke Fluoreszenz ohne dATP erzielen,
d.h. keine Variante einschlieflich WT konnte ohne dATP den Primer gut verlingern.
Aus 2714 aktiven Varianten konnten jedoch sechzehn die ausgewihlten Bedingungen
erfilllen. Diese Mutanten wurden fiir eine genauere Beobachtung in einer

radiometrischen Primerverlingerungsreaktion bestimmt.
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Abbildung 43: Endpunktmessung der SybrGreen I — vermittelten Fluoreszenz von dsDNA zur
Aktivititsmessung von Polf Lysaten aus E. coli. Zu einer Lésung von unmodifiziertem
Primer/Templat-Komplex (Primer: F20thioAG, Templat F90A) und 200pM dNTP mit oder ohne
dATP in Reaktionspuffer wurde Rohlysat von expressionsinduzierten E. coli gegeben, die einen fiir
Polp WT, Polp D256A oder zufillige Mutanten kodierenden Vektor enthielten und die
Reaktionsmischung wurde 30min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA
gestoppt und die gebildete Menge dsDNA mittels SybrGreen I-Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenlinge von 485nm und einer Detektionswellenlinge von 530nm quantifiziert. Die
Fluoreszenz wurde mittels Plattenlesegerit ermittelt.

Zwei verschiedene Mutanten, 4A3 und 5P20, erfiillten in beiden Screenings (mit

abasischer Stelle und ohne dATP) die oben genannten Bedingungen.
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2.2.3.6 Radiometrische Untersuchung der ermittelten Mutanten

Die Mutanten, die sich als Treffer in beiden Screenings herausgestellt haben, wurden
weiter in einer radiometrischen Primerverlingerungsreaktion charakterisiert. Weiterhin
wurden Rohlysate benutzt, die genauso erstellt wurden, wie in 2.2.3.1 beschrieben.

Die Analyse der Primerverlingerungsreaktion in der Gegenwart beschidigter DNA
zeigte, dass die meisten Treffer sogenannte ,falsche Positive® waren (Abbildung 44). Alle
getesteten Varianten konnten in der Gegenwart von unbeschidigter DNA
polymerisieren, aber die meisten konnten an der abasischen Stelle nicht
vorbeisynthetisieren. Nur die Mutante 5P20 konnte einen erhohten Bypass tiber eine
abasische Stelle bestitigen. Diese Mutante konnte den Primer sogar bis zum

Volllingenprodukt verlingern.
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Abbildung 44: Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit Polf-
Lysaten der Treffer aus dem Screening mit beschidigter DNA. Die Reaktionen enthielten 150nM
Primer/Templat-Komplex (Primer: F20thioAG, Templat: F33A oder F33Ap), 5pl Lysat, 200pM
dNTPs. Reaktionen wurden 30min bei 37°C inkubiert. Aufgetragen sind immer links die
Kontrollreaktion mit unbeschidigter DNA (A) und rechts die mit beschidigter DNA (Ap) fiir Polff WT
und den verschiedenen Mutanten. M: Primermarker. Links: Primerverlingerungsreaktionen mit
aufgereinigter Polp WT. Experimentelle Details siehe 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Die Analyse der Treffer aus dem Screening ohne dATP zeigte ein dhnliches Bild
(Abbildung 45). Viele Mutanten konnten den Einbau gegeniiber dem ersten Thymin im
Templat aufweisen, aber die meisten Varianten konnten kein Volllingenprodukt
synthetisieren. Hier konnte die 5P20 Mutante auch in der Abwesenheit von dATP den
Primer bis zum Volllingenprodukt verlingern.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Mutante 5P20 fiir eine genaue Charakterisierung
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Abbildung 45: Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit Polf}-
Lysaten der Treffer aus dem Screening mit unbeschidigter DNA ohne dATP. Die Reaktionen
enthielten 150nM Primer/Templat-Komplex (Primer: F20TH, Templat: F33A), 5ul Lysat, 200pM
dNTPs. Reaktionen wurden 30min bei 37°C inkubiert. Aufgetragen ist links die Kontrollreaktion mit
allen vier dNTPs (+) und rechts die ohne dATP (-) fiir Polf WT und verschiedene Mutanten. M:
Primermarker. Links: Primerverlingerungsreaktionen mit aufgereinigter Polp WT und Polff D256A.
Experimentelle Details sieche 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

2.2.3.7 Diskussion der Ergebnisse aus den Durchmusterungen der Polf-

Mutantenbibliotheken

In diesem Teil der Arbeit wurde ein Screeningsystem entwickelt, um eine
Mutantenbibliothek eines humanen Enzyms auf neue, verbesserte Eigenschaften zu
testen. Das optimale System sollte erlauben, schnell, effektiv und kostengiinstig solche
Varianten zu durchmustern. Die benutzte Methode wurde schon frither in der AG Marx
von Summerer entwickelt und fithrte zu Erfolgen in der Evolution verschiedener DNA-
Polymerasen. Das Screening basiert auf einer Primerverlingerungsreaktion, deren
Endpunkt mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SybrGreen I detektiert werden kann.

In dieser Arbeit wurde diese Methode fiir die Durchmusterung von Varianten der Polf3
optimiert. Die verschiedenen Varianten werden im Idealfall im HTS-Format
rekombinant  hergestellt und direkt aus dem E.  coli-Rohlysat in eine
Primerverlingerungsreaktion eingesetzt. Einige Expressionstests wurden im grofieren
Maf3stab (5-20ml Expressionsvolumen) durchgefithrt und die Anwendbarkeit der

erhaltenen Lysate wurde direkt in einer Primerverlingerungsreaktion gepriift.
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Verschiedene Storfaktoren lieflen diese Experimente scheitern. Zuerst wurde der Primer
wihrend der Reaktion vermutlich durch E. co/i-eigene Nukleasen abgebaut. Die Losung
zu diesem Problem wurde in der Verwendung von PTO-modifizierten Primern
gefunden, die bekannterweise bestindiger gegen Nukleasen sind [175]. Aulerdem war
die Konkurrenz der E. coli—eigenen DNA-Polymerasen sehr stark. Der Primer wurde in
allen Fillen verlingert, auch wenn die katalytisch inaktive Mutante der Polf D256A
tiberexprimiert wurde. Dies fiihrte zum Beschluss, alle Mutanten mittels
Affinitdtschromatographie im 96-Well-Format aufzureinigen. Somit wurde eine erste
Bibliothek von 3520 Varianten gescreent. Aus 1302 aktiven Mutanten wurde eine
Polymerase gefunden, die tatsichlich einen leicht erhohten Bypass tiber eine stabile
abasische Stelle zeigen konnte. Eine zweite Runde Evolution konnte jedoch die
Eigenschaften der Mutante 2N7 nicht verbessern. Deswegen wurde eine neue Methode
gesucht, um schneller, effektiver und mit héherem Durchsatz ein Screening durchfiithren
zu konnen.

Die Losung der Expressionsprobleme in 96-Well-Format wurde in der Optimierung des
fur die PolB codierenden Gens nach dem Kodon-Gebrauch der E. coli gefunden. Mit
diesem Expressionssystem konnten die Lysate direkt in der Primerverlingerungsreaktion
eingesetzt werden und somit konnte der Durchsatz der Durchmusterung eindeutig
gesteigert werden.

Verschiedene Methoden zur Herstellung der Mutantenbibliothek wurden angewandt.
Zuerst wurde das GeneMorph II Random Mutagenesis Kit von Stratagene benutzt. Die
Vorteile dieser Methode sind die einfache Handhabung, die hohe Produktausbeute und
die Tatsache, dass die Neigung des Fehlerspektrums in Richtung Transitionen iiber
Transversionen durch die Mischung aus zwei verschiedenen DNA-Polymerasen gehoben
wurde. Nur die Templatkonzentration und die Anzahl der Zyklen der PCR-Reaktion
miissen angepasst werden, um eine besondere Mutationsrate zu erzielen. Nachteilig sind
die hohen Kosten. Fiinf verschiedene Reaktionen, die sich in der Templatmenge
unterschieden, wurden parallel angesetzt. Um eine grofiere Menge an Produke fiir die
Klonierungen zu erstellen, wurden die Produkte aus dieser Reaktion wieder mithilfe der

Pfi DNA-Polymerase amplifiziert. Die Mutationsrate wurde nur fiir den Ansatz mit
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wenig Templat kontrolliert (Pool1-100, siche 2.2.2.4.1 und 3.3.2.1), indem das Insert
aus zehn Klonen sequenziert wurde. Die Mutationsrate erwies sich als relativ niedrig,
mit ca. 5- bis 10-fach weniger Mutationen als die angegebene Frequenz (17 Mutationen
auf ca. 10 000 sequenzierten Basen, d.h. 0,17%. Siehe auch Tabelle 5). Auflerdem
wurden drei Wildtypsequenzen vorgefunden und eine Mutation, nimlich E335D, kam
viermal vor. Die Tatsache, dass eine Mutation so oft vorkam, kann mehrere Griinde
haben. Es konnte sich sowohl um die Folge des Frithentstehens dieser Mutation in der
Mutagenese-Reaktion handeln, die dann wihrend der error prone-PCR (ep-PCR) in der
Population der Mutanten verbreitet wurde. Es kdnnte jedoch auch eine Anreicherung
dieser Mutation in der anschliefenden Amplifikation erfolgt sein.

Eine zweite Methode wurde anschlieflend getestet, die auch auf dem Prinzip der ep-
PCR basiert. Dafiir wird die Fehleranfilligkeit der 72zg DNA-Polymerase in der
Gegenwart von Mn*-Ionen ausgenutzt. Diese Methode weist eine Tendenz des
Fehlerspektrums in Richtung Transitionen tiber Transversionen auf, insbesondere A zu
G-Mutationen [136]. Um dieses Phinomen zu reduzieren, wurden unterschiedliche
Konzentrationen an dNTPs benutzt (5mM dATP und dGTP und 25mM dCTP und
dTTP; siehe 3.3.2.2). Die Fehlerrate kann auch durch die Templatkonzentration und
die Anzahl der Zyklen der PCR-Reaktion angepasst werden, und zusitzlich kann die
MnCl-Konzentration variiert werden. Dies allerdings benétigt eine intensivere
Optimierung im Vergleich zur vorherigen Methode. Entscheidender Vorteil dem
Stratagene Kit gegeniiber sind die Kosten. Deswegen war hier keine Notwendigkeit, das
Produkt nochmal mit einer anderen DNA-Polymerase zu amplifizieren, um eine
ausreichende Menge fiir die Klonierung zu erhalten, weil direkt grofSe Ansitze
durchgefiihrt werden konnten.

Insgesamt zwanzig Klone aus zwei Bibliotheken (Pool2 und Pool3, siche 2.2.2.4.2 und
2.2.3.2) wurden sequenziert. Unter Verwendung dieser Mutagenese wurden keine
Wildtyp-Sequenzen erhalten. Zwei Deletionen verursachten bei zwei Mutanten einen
Frameshift. Insgesamt wurden 1,5- bis 2-fach mehr Mutationen erhalten, als beim
GeneMorph II Kit (58 Mutationen auf ca. 20 000 sequenzierten Basenpaaren, d.h.

0,3%, mit ausgeglichenen Transversionen und Transitionen).
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Da sich die zwei Methoden in der Ausbeute an Mutationstypen und Mutationsanzahl
nicht entscheidend unterschieden, wurde die preiswertere Variante gewihlt.

Bei der Durchmusterung der Pool3-Bibliothek wurden zuerst die Mutanten der Polf3
auf Aktivitdt getestet. 6688 Mutanten wurden hierbei in kiirzester Zeit durchmustert.
Davon konnten 2714 Mutanten eine Polymerase-Aktivitit auf unbeschidigter DNA
zeigen. Als nichster Schritt wurde die Durchmusterung auf erhohte Bypass-Aktivitit
tiber eine stabile abasische Stelle oder auf verringerte Selektivitit getestet. Fiir die
Bypass-Reaktion wurde ein 90-Nukleotide langes Templat verwendet, das an der ersten
Position nach dem Primerende eine stabile abasische Stelle trug. Parallel wurde eine
Reaktion mit unbeschidigter DNA durchgefiithrt, wobei nur drei dNTPs anwesend
waren. Diese Reaktion sollte die Selektivitit der Mutanten priifen. In der Tat besitzen
viele TLS-Polymerasen eine relativ niedrige Selektivitit [10]. Aus diesen Screenings
ergaben sich 54 bzw. 16 Treffer, die genauer untersucht wurden. Die radiometrische
Primerverlingerungsreaktion bestitigte nur jeweils einen Treffer, der bei beiden
Reaktionen derselbe war. Die Variante 5P20 konnte sowohl einen erhéhten Bypass tiber
eine abasische Stelle als auch die Fihigkeit vorweisen, in der Gegenwart von nur drei
dNTPs ein Volllingenprodukt zu synthetisieren (Abbildung 44 und Abbildung 45). Die
Idee, nach einem weniger selektiven Enzym zu suchen, um eine Variante zu finden, die
Bypass tiber DNA-Schiden vorzeigt, hatte sich als erfolgreich bestitigt.

Aus den insgesamt 70 erzielten Treffern nach den beiden Screenings hatte sich blof§
einer in der radiometrischen Kontrollreaktion bestitigt. Die Tatsache, dass so viele
Lfalsche positive® Treffer gefunden wurden beruht wahrscheinlich darauf, dass eine nicht
so stringente Auswertung der Fluoreszenzwerte ausgewihlt worden war. Ziel des
SybrGreen I Assays war jedoch die Bibliotheksgréfe zu verringern und erst danach die
moglichen interessanten Mutanten akkurat zu durchmustern. Um moglichst wenige
Treffer zu verfehlen, wurde die Auswertung nicht so streng ausgewihlt. Das spiegelt sich
in den Ergebnissen aus den radiometrischen Untersuchungen wieder. Die Tatsache, dass
doch eine Variante gefunden wurde, die die erwiinschte Eigenschaft zeigte, deutet drauf

hin, dass der Ansatz dafiir geeignet war.
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Mehrere Male wurde in unserer Arbeitsgruppe in der Vergangenheit gezeigt, dass
kleinere Bibliotheken mit wenigen Tausenden Mutanten eine gute Basis fur die
gerichtete Evolution von Proteinen sein konnen. Mehrere interessante Mutanten von
verschiedenen DNA-Polymerasen wurden entdeckt, wie z.B. selektivere Varianten der
Tag DNA-Polymerase [133] oder des Klenow Fragments der DNA-Polymerase I aus
E. coli [130], Varianten der KlenTag DNA-Polymerase mit Reverse Transkriptase
Aktivitdt [131] oder verbesserter Substratakzeptanz [134] . Das deutet darauthin, dass
diese Art der Enzymevolution erfolgreich sein kann, auch wenn die Grofle der
Bibliothek im Vergleich zur Anzahl der theoretisch méglichen Mutanten sehr begrenzt

ist.
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2.2.4 Charakterisierung der Polp-Mutante 5P20

2.2.4.1 Einleitung

In dem ersten Teil dieser Arbeit wurde mithilfe eines Screenings einer randomisierten
Mutantenbibliothek der Polf eine Variante isoliert, die eine verbesserte
Uberlesefunktion vorweisen konnte. Die Variante 5P20 wurde fiir eine komplette
Charakeerisierung ausgewihlt. Die Aminosduresequenz dieser Mutante wurde bestimmt.
Der Bypass verschiedener DNA-Schiden, wie die abasische Stelle, 8-0xo-dG und 8-oxo-
dA, wurde tberpriift und kinetische Untersuchungen, sowie spezifische Aktivitit und

Prozessivitit des Enzyms wurden gemessen.

2.2.4.2 Sequenzierung der Mutante 5P20

Das fiir die 5P20-Variante codierende Plasmid wurde isoliert (siche 3.4.4) und die
DNA-Sequenz des ORFs wurde von der Fa. GATC Biotech bestimmt. Das Ergebnis der
Sequenzierung zeigte finf verschiedene Mutationen innerhalb des gesamten Gens
(Abbildung 46). Eine dieser Mutationen fiihrte zu keinem Aminosiureaustausch, somit
wurden vier Aminosiure-Mutationen im Protein festgestellt. Das Alignment der
Proteinsequenzen des Wildtyps mit der 5P20-Mutante ist in 5.5.2 gezeigt.

Serin2 befindet sich in der Lyase-Domine der Polf (griin in Abbildung 47) direkt nach
dem Start-Methionin, wihrend sich die weiteren Mutationen an den Positionen
Phenylalanin99, Glutamat232 und Valin269 in der Polymerase-Domine befinden (grau
in der Abbildung).

Der Austausch von Serin zu Glycin an Position 2 bewirkt vermutlich keine grofle
Verinderung in der Struktur des Enzyms, da beides neutrale und kleine Aminosiuren
sind und dieser Rest weit auflerhalb des aktiven Zentrums in einem flexiblen Bereich am

N-Terminus des Proteins liegt.
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WT 5P20 Mutation WT 5P20
Ser2Gly | |
AGC — GGC — m)Lf_uH — HZN\)LOH
NHp
Phe99Leu
T — CIT > oH — OH
NHy CH3 NHp

AAA — AAG |:D> —<_

Glu232Lys
GAA — AAA (E— oH — N OH
NH>

NHp

Val269Met H3
GIG — ATG —>» HiC OH —  Hye” OH
NH NHy

2

Abbildung 46: Schematische Darstellung der in der Variante 5P20 vorgefundenen Mutationen. Die
Mutationen sind sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene angegeben. Fett: ausgetauschte
Nukleotide und Seitenketten der Aminosiuren.

Phenylalanin99 liegt innerhalb eines Helix-hairpin-Helix Motivs (HhH2), das aus den
Helices F und G im Fingerbereich besteht (Aminosiduren Asp92 bis Gly118) [39]. Die
in der Nihe liegenden Aminosiuren Gly105, Gly107, Ser109 und AlallO sind in
Wasserstoffbriickenbindungen zum Primerstrang involviert und es wird vermutet, dass
sie fur dessen Positionierung verantwortlich sind [38].

Sowohl Phenylalanin als auch Leucin sind apolare Aminosduren. Phenylalanin trigt
jedoch zusitzlich einen aromatischen Ring in der Seitenkette. Das Fehlen
stabilisierender hydrophober Wechselwirkungen zwischen aromatischen Gruppen
konnte eventuell die Struktur des Proteins storen.

Ein zweites Cluster von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen DNA und Protein
befindet sich im B-turn zwischen den zwei [-Faltblattbereichen 3 und 4 auf der
Handfliche. Die Stickstoffe im Protein-Riickgrat der Aminosduren Lys230, Thr233 und
Lys234 interagieren mit dem Zucker-Phosphat-Riickgrat des Templatstranges. Das
Glutamat232 befindet sich innerhalb dieser Sequenz.

Der Austausch einer sauren anionischen gegen eine basische kationische Aminosiure ist

die Mutation, die die Polarisierung der Seitenkette am stirksten verindert. Die Nihe
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der positiven Ladung dieser Seitenkette zum anionischen Zucker-Phosphat-Riickgrat des

Templatstranges lisst einen starken Effekt vermuten.

A
Templat Primer
/ Glu232

3"-Primer
Terminus

eintretendes

dNTP

Val269

-

3"-Primer eintretendes eintretendes Val269

Terminus dNTP dNTP

Abbildung 47: Darstellung der Positionen der Mutationen in der Variante 5P20. Die Lyase-Domine ist
in griin dargestellt, die Polymerase-Domine in grau; Templat- und Primerstrang sind in hell- bzw.
dunkelblau, das eintretende dNTP ist in gelb dargestellt. Die Positionen der Mutationen sind mit
einem Pfeil gekennzeichnet. A: Gesamtiibersicht des Proteins. B: Position der Mutation Phe99Leu. C:
Position der Mutation Glu232Lys. D: Position der Mutation Val269Met. PDB-Eintrag: 2FMP.

Das Valin269 befindet sich im Daumen in der Nihe der sogenannten ,hydrophoben
Gelenkregion® (,hydrophobic hinge region®) der Polf, die als Drehpunkt fiir das
Schlielen der Fingerdomine verantwortlich ist. Valin und Methionin sind beides
apolare Aminosduren.

Eine auffillige Beobachtung ist, dass aus der ersten Durchmusterung einer
Mutantionbibliothek der Polf eine Variante isoliert wurde, die eine Mutation an

derselben Stelle vorwies (Val269]1le siche 2.2.2.6).
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2.2.4.3 Expression und Reinigung der Polp WT und der Variante 5P20

Um die Eigenschaften der isolierten Variante charakterisieren zu kénnen, war es
erforderlich, diese in einer homogenen Losung zu gewinnen. Beide rekombinanten
Proteine wurden als Fusionskonstrukt mit einem N-terminalen His-Tag hergestellt.
Darauthin wurden die fir den Wildtyp und die Mutante codierenden Plasmide in E.
coli XL10-Gold transformiert. Die Reinigung wurde wie fir die 2N7-Mutante
beschrieben (2.2.2.6) durchgefiihrt.

AR AL

40kDa == = ===

M1 2

Abbildung 48: N-terminal 6-Histidin-getaggte Polp WT und Mutante 5P20 nach Reinigung iiber Ni-
NTA Affinititschromatographie. SDS-PAGE mit anschlielender Coomassie-Firbung. M: Marker.
Bahn 1: Polf WT. Bahn 2: Polff 5P20.

Fir den  Wildtyp war ein  weiterer  Reinigungsschritt  tiber  eine
Ionentauscherchromatographie erforderlich (3.5.3). Die Enzyme wurden anschlieflend
dialysiert und Glycerol wurde zu einer Konzentration von 50% beigemischt. Die
Proteinkonzentration wurde bestimmt (3.5.7) und die Proteine wurden bei -20°C

gelagert. Ein Beispiel der Reinigung ist in Abbildung 48 gezeigt.

2.2.4.4 Untersuchung der Bypass-Eigenschaften der Variante 5P20 iiber
verschiedene DNA-Schiden

Zuerst wurden die Bypass-Eigenschaften tiber verschiedene DNA-Schiden der neuen
PolB Variante in einem ,standing start” Kontext tiberpriift. Drei verschiedene DNA-

Schiden wurden untersucht, die durch die Basenexzisionsreparatur (BER) in der Zelle
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beseitigt werden: die abasische Stelle, 8-Oxo-desoxyadenosin und 8-Oxo-
desoxyguanosin. Die abasische Stelle kann durch die Depurinierung oder
Depyrimidierung von Nukleotiden entstehen. Dieses Phinomen kann sowohl durch
exogene als auch durch endogene Faktoren verursacht werden (siche 1). Auflerdem
wurden zwei Oxidationsprodukte der natiirlich vorkommende Nukleotide
Desoxyadenosin und Desoxyguanosin benutzt. Diese oxidierten Nukleotide tragen ein
Sauerstoff an Position 8 der Purine (Abbildung 49). Solche Lisionen kénnen z.B. durch
die Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) entstehen [23]. 8-oxo-dG kann eine

Falschpaarung mit dA eingehen und somit, wenn nicht repariert, zu einer Transversion

fithren (G-C zu T-A).

NH,

-\ o fLNH

NS oI ,5,..., S
-PO

OPO OPO

ZI

stablle
abasische Stelle 8-oxo-dA 8-oxo-dG

Abbildung 49: Struktur der untersuchten DNA-Schiden.

Erste Primerverlingerungsversuche wurden mit verschiedenen Konzentrationen an
DNA-Polymerase durchgefiihrt. Der Primer (F20TH) wurde an verschiedene Template
angelagert, die entweder keine Modifikation (F33A) oder jeweils einen DNA-Schaden
(stabile abasische Stelle: F33Ap; 8-oxo-dA: F330A; 8-oxo-dG: F330G. Fir die
Sequenzen siche Abbildung 50A) enthielten. In Abbildung 50B sind die Ergebnisse
dieser Untersuchung dargestellt. Bei allen Enzymkonzentrationen konnten sowohl der
Wildtyp als auch die Mutante tber die unmodifizierre DNA F33A bis zum
Volllingenprodukt synthetisieren. In der Gegenwart einer abasischen Stelle an der
vierten Position nach dem 3’-Primerterminus konnte der Wildtyp, auch bei hohen
Konzentrationen an Polymerase, nur drei Nukleotide einbauen. Das zeigte, dass der

Wildtyp sehr schlecht den Einbau gegeniiber der abasischen Stelle erzeugte. Die 5P20-

- 82 -



Ergebnisse und Diskussion

Mutante konnte schon bei niedrigeren Enzymkonzentrationen ein Nukleotid gegeniiber
der abasischen Stelle einbauen und dieses Produkt noch um eine Base verlingern. Bei
hohen Konzentrationen konnte die Mutante den Primer bis zum Volllingenprodukt
verlingern.

Im Gegensatz zu den abasischen Stellen sind die oxidativen Schiden fiir die Polf eine
geringere Blockade. Trotzdem sieht man einen deutlichen Unterschied bei niedrigen
Enzymkonzentrationen. Die Mutante konnte den Primer bis zum Volllingenprodukt
verlingern, wihrend der Wildtyp nur ein gegeniiberstchendes Nukleotid einbauen
konnte und dieses Produkt um zwei Basen verlingern konnte. Bei hohen

Konzentrationen waren die Unterschiede nicht mehr so deutlich.

A F20TH 5°-CGT TGG TCC TGA AGG AGG AT-3°
F33A 3°-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCA ACT ARA-5'
F33Ap 3"-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCAp ACT ARAA-5
F330A 37-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCA RoAT RAR-5-
F330G 37-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCA RoGT BAR-5-
B
- -
30nt A - o= © OB - ®a = S2 L PR
A - - -
A
T
0A/oG —C - o » - ®
A
Ap —A - - -
C - -
c
T . . L] L) -
20nt A S b e
Templat M A ApoAoG A ApoAoG A ApoAoG A ApoAoG A ApoAoG A ApocAoGM
Enzym 100nM 250nM 500nM 100nM 250nM 500nM
WT 5P20

Abbildung 50: ,,Running start“ Untersuchung der Bypass-Eigenschaften der Polp WT und der Variante
5P20. (A) Sequenzen der verwendeten Primer/Templat-Komplexe. In fett sind die Positionen der
verwendeten Modifikationen gekennzeichnet. (B) Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von
Primerverlingerungsreaktionen mit hPolf WT und hPolff 5P20. Die Reaktionen enthielten 150nM
Primer/Templat-Komplex, verschiedene Mengen an Polymerase und 200pM dNTPs. Die Reaktionen
wurden 20min bei 37°C inkubiert. Aufgetragen sind von links die Kontrollreaktion mit unbeschidigter
DNA (A), die Reaktion mit dem Templat mit stabiler abasischer Stelle (Ap), 8-oxo-dA (0A) und 8-oxo-
dG (0G) fiir Polp WT und Polf 5P20. Drei verschiedene Konzentrationen an Enzym wurden benutzt
(100nM, 250nM wund 500nM). M: Primermarker. Experimentelle Details siehe 3.6.2.
Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Zu beobachten ist, dass die Mutante 5P20 bei hohen Konzentrationen an Enzym das
Volllingenprodukt weiter um ein Nukleotid verlingerte. Das Produkt, das bei dem mit

der abasischen Stelle modifizierten Templat F33Ap entstand, war jedoch ein Gemisch
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aus hauptsichlich zwei Produkten. Eines entsprach der vollstindigen Verlingerung des
Templatstranges (%) wobei ein anderes um eine Base verkiirzt vorlag (#-1). Das konnte
darauf hindeuten, dass wihrend der Replikation der abasischen Stelle mit der 5P20-
Mutante ein Frameshift entstanden ist. Dieses Phinomen wurde schon fiir die Polf WT
gezeigt [179].

Untersucht wurde auch welches Nukleotid gegeniiber der abasischen Stelle eingebaut
wurde. Die Primerverlingerungsreaktionen wurden in der Gegenwart von einem Primer

durchgefiihre, dessen 3”- Primerterminus direkt vor der Modifikation anlagerte.

A F23 5°-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATA GG-3°
F33GCG 3°-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCG CGT AAA-57
F33ApCG ~ 3°-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCAp CGT AAR-5”
F330GCG 3 -CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCoG CGT AAR-5°
B
30nt A - - bt - e
A
A -
T
G
-
& - ’.
-
—X - - e - - -~ - - o
23nt C - - - - - fe——" - . -
M NAGCT NAGCT NAGCT NAGCT NAGCT NAGCT M
Templat X= G Ap oG G Ap oG
WT 5P20

Abbildung 51: ,,Standing start“ Untersuchung der Bypass-Eigenschaften der Polp WT und der Variante
5P20. (A) Sequenzen der verwendeten Primer/Templat-Komplexe. In fett sind die Positionen der
verwendeten Modifikationen gekennzeichnet. (B) Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von
Primerverlingerungsreaktionen mit hPolp WT und hPolf 5P20. Die Reaktionen enthielten 150nM
Primer/Templat-Komplex, 500nM Polymerase und 200pM dNTDPs. Die Reaktionen wurden 20min
bei 37°C inkubiert. Aufgetragen sind von links die Kontrollreaktion mit unbeschidigter DNA (G), die
Reaktion mit dem Templat mit stabiler abasischer Stelle (Ap) und 8-oxo-dG (0G) fiir Polp WT und
Polf 5P20. M: Primermarker. Bahn N: alle vier dNTPs. Bahn A: nur dATP. Bahn G: nur dGTP.
Bahn C: nur dCTP. Bahn T: nur dTTP. Experimentelle Details siche 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen
siehe 5.1.

Der Wildtyp konnte den Primer in Gegenwart aller vier dNTPs und dem
unmodifizierten Templat, das ein Guanosin an der ersten Position nach dem
Primerterminus enthielt, zum Volllingenprodukt verlingern und baute sowohl dCTP
als auch dTTP gegeniiber des Guanosins ein (Abbildung 51). Gegentiber der abasischen
Stelle konnte der Wildtyp keine Base einbauen, auch nicht in der Gegenwart von allen

vier ANTPs. Wie schon frither beschrieben wurden bei der 8-oxo-dG-Modifikation vom
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Wildtyp das Volllingenprodukt erreicht und sowohl dCTP als auch dATP wurden
eingebaut [180]. dTTP, auch wenn nur zu einem geringen Anteil, wurde ebenso
eingebaut.

Das Ergebnis der Mutante 5P20 zeigte entscheidende Unterschiede zum Wildtyp. Bei
allen Templaten konnte die Mutante den Primer zur Volllinge verlingern. Gegeniiber
dem Guanosin am unmodifizierten Templat konnte sie dCTP und dTTP effektiv
einbauen. dATP und dGTP konnten auch eingebaut werden, jedoch zu einem
geringeren Anteil. Gegeniiber der abasischen Stelle konnte am besten dCTP eingebaut
werden, aber auch dATP und dGTP konnten prozessiert werden. Das
Volllingenprodukt in diesem Fall scheint wieder ein Gemisch aus verschiedenen
Produkten zu sein, wobei ein 7-1, ein 7 und ein 7#+1 Produkt entstehen (7 entspricht der
Linge des Templats).

Gegeniiber 8-o0xo-dG wurden genauso wie beim Wildtyp am besten dCTP und dATP
eingebaut, jedoch wurden alle vier dNTPs inkorporiert. In der Gegenwart von nur
dATP konnten von der Mutante vier nacheinander folgende Fehleinbauten
durchgefiihrt werden.

Da es schon in der Literatur beschrieben ist, dass die Bypass-Eigenschaft der Polf tiber
eine abasische Stelle Templat-abhingig ist, wurde dies fiir die Mutante 5P20 untersucht.
Primerverlingerungsreaktionen wurden mit verschiedenen Templaten durchgefiihrt, die
je eines der vier Nukleotide abwirts der abasischen Stelle enthielten [179, 180].

Die Wildtyp-Polymerase, sowie die 5P20-Mutante, konnten den unmodifizierten
Primer in der Gegenwart von allen vier dNTPs bis zum Volllingenprodukt verlingern
(Abbildung 52). In der Gegenwart von einer stabilen abasischen Stelle reduzierte sich die
Effizienz der Reaktionen in allen Fillen. Der Wildtyp konnte kaum den Primer
verlingern. Allerdings, im Fall von einem Guanosin nach der abasischen Stelle sicht man
einen geringen Einbau von dCTP; im Fall vom Cytosin im Templat wurden sowohl
dGTP als auch dCTP eingebaut; im Fall vom Thymin war das Ergebnis fir den WT
nicht eindeutig. Bei der Mutante 5P20 spiegelte sich dieselbe Situation wieder, wobei
die Primer viel besser verlingert wurden. Im Fall von einem Thymin im Templat

konnte die Mutante eindeutiger sowohl dATP als auch dCTP einbauen.
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A F23 5°-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATA GG-3°7
F33XYG 3°-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCX ¥YGT ARR-5
B
-
30nt A - - - -
A
A
T - -
G -
g - - - :.---.--.:c - b,
23nt E. o sesssans - - SR Sses secues
M NAGCTNAGCTNAGCTNAGCTNAGCT NAGCTNAGCTNAGCTNAGCTNAGCT M
X= G Ap Ap Ap Ap G Ap Ap Ap Ap
Y= C A G C T C A G C T

WT 5P20

Abbildung 52: Einfluss der Templatsequenz auf die Bypass-Eigenschaften iiber eine abasische Stelle fiir
die Polp und 5P20. (A) Sequenzen der verwendeten Primer/Templat-Komplexe. In fett sind die
Positionen der verwendeten Modifikationen gekennzeichnet. (B) Autoradiogramm der PAGE-
Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit hPolp WT und hPolp 5P20. Die Reaktionen
enthielten 150nM Primer/Templat-Komplex, 500nM Polymerase und 200pM dNTPs. Die Reaktionen
wurden 20min bei 37°C inkubiert. Aufgetragen sind von links die Kontrollreaktion mit unbeschidigter
DNA (X=G, Y=C) und die Reaktionen mit den verschiedenen Templaten mit stabiler abasischer Stelle
(Ap) fiir Polp WT und Polp 5P20. M: Primermarker. Bahn N: alle vier INTPs. Bahn A: nur dATP.
Bahn G: nur dGTP. Bahn C: nur dCTP. Bahn T: nur dTTP. Experimentelle Details siehe 3.6.2.

Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Zusammenfassend konnten die Mutante 5P20, und zu einem kleinen Anteil auch der
Wildtyp, immer das Nukleotid einbauen, das komplementir zur ersten Base abwirts der
abasischen Stelle war. dCTP konnte gegeniiber allen Basen eingebaut werden, auch

wenn in den meisten Fillen mit einer niedrigeren Effizienz.

2.2.4.5 Untersuchung der spezifischen Aktivitit und Prozessivitit

Weitere Merkmale der 5P20-Variante, wie spezifische Aktivitdit und Prozessivitit,
wurden ebenfalls untersucht. Die spezifische Aktivitit eines Enzyms definiert sich als die
Menge an dNTPs, die die DNA-Polymerase pro Zeiteinheit und Enzymeinheit einbaut.
Um diese Eigenschaft zu testen wurden Primerverlingerungsreaktionen mit steigender
Enzymkonzentration — durchgefithrt. Diese Enzymkonzentrationen wurden so
ausgewihlt, dass der Umsatz der Reaktionen nicht vollstindig stattfand (linearer
Bereich). Der Umsatz wurde aus der Intensitit der Bande mittels Phosphorimaging-

Methoden berechnet und anschlieffend gegen die Enzymkonzentration aufgetragen. Die
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Steigung der linearen Auswertung bezeichnet die spezifische Aktivitdt des Enzyms.

Wie man von Abbildung 53 entnehmen kann, besitzt die 5P20-Variante eine hohere
spezifische Aktivitdt als der Wildtyp. In der Tat konnte der Wildtyp 148,8 + 6,1fmol
dNTPs pro fmol Enzym pro Minute einbauen, wihrend die Mutante ca. dreimal so viel

dNTPs einbauen konnte (434,8 + 16,7fmol dNTPs pro fmol Enzym pro Minute).
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Abbildung 53: Messung der spezifischen Enzymaktivitit der Pol WT und der Variante 5P20. In (A)
und (B) sind die Mengen an eingebauten dNTPs gegen die Menge von benutztem Enzym (fmol
dNTPs/min gegen fmol Enzym) aufgetragen. (A) Messung fiir den Wildtyp. (B) Messung fiir die 5P20
Variante. (C) Auswertung der spezifischen Aktivitit fiir WT und 5P20.

Auflerdem wurde die Prozessivitit der Enzyme gemessen. Dafir wurde eine
Primerverlingerungsreaktion in der Gegenwart einer Falle durchgefithrt. Zuerst wurde
das Enzym an die DNA gebunden. Zum Start der Reaktion wurde ein Gemisch an
dNTPs und Falle zugegeben. Dadurch konnte das Enzym den Primer verlingern, bis es
von der DNA dissoziiert ist. Die Polymerase wurde darauthin von der Falle eingefangen
und konnte nicht wieder an die DNA binden. Somit wurde die Reaktion nach dem
ersten Polymerisationsschritt gestoppt. Als Falle wurde Heparin benutzt. Wie in
Abbildung 54 gezeigt, konnten beide Enzyme in der Abwesenheit der Falle den Primer

verlingern. In der Gegenwart von Heparin konnte der Wildtyp maximal zwei, die
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Mutante jedoch bis zu sechs dNTPs einbauen. Beide Enzyme zeigten wenige Einbauten
pro Polymerisationsablauf, was ein Merkmal eines distributiven Verhaltens in der
Polymerisationsreaktion ist. Dieses Verhalten wurde schon fiir den Wildtyp in der

Literatur beschrieben [113].

- o W
23nt “ “

Heparin  ++ - -
I Jy
@%lggf%\’o‘)o
Abbildung 54: Untersuchung der Prozessivitit der Polp WT und der Variante 5P20. Autoradiogramm
der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit hPolf WT und hPolf 5P20. Die
Reaktionen enthielten 10nM Primer/Templat-Komplex (Primer: F23, Templat: F90A), 20nM
Polymerase und 200pM dNTPs. Die Reaktionen wurden 20min bei 37°C inkubiert. Aufgetragen sind

die Reaktion mit (+) und ohne Heparin (-) fiir Polp WT und Polp 5P20. M: Primermarker.
Experimentelle Details siche 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

2.2.4.6 Bindungsaffinitit zur DNA

Da die Verbesserung der Bypass-Eigenschaften iiber oxidative Schiden nicht sehr
deutlich war, wurde im Folgenden die Bindungsaffinitit nur zum Primer/Templat-
Komplex untersucht, die eine abasische Stelle enthielt.

Wihrend der Polymerisationsreaktion komplexiert die DNA-Polymerase zuerst die
dsDNA und erst dann das einkommende dNTP. Die Konformation der untersuchten
DNA kénnte durch die abasische Stelle verindert sein und dadurch zu einer verinderten
Affinitit des Enzyms fur dieses Substrat fithren [181, 182]. Diese Affinitit wurde
mithilfe von EMSA-Methoden gemessen (electrophoretic mobolity shift assay) [126].
Wenn die DNA-Polymerase gebunden ist, hat der Primer/Templat-Komplex wihrend

einer Polyacrylamidelektrophorese unter nativen Bedingungen eine verinderte Mobilitit
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im Vergleich zum freien Komplex. Die Quantifizierung dieser Bindung erfolgte mittels

Phosphorimaging-Methoden (Abbildung 55).

P/T/Pol — L "g’.‘ma U
TiTL
P/T ==g HW«
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Abbildung 55: Messung der Affinititskonstante der Polf 5P20 zum Primer/Templat-Komplex.
Autoradiogramm der nativen PAGE-Auftrennung von Bindungsreaktionen mit hPolff 5P20. Die
Reaktionen enthielten 0,1nM Primer/Templat-Komplex und verschiedene Enzymkonzentrationen wie
angegeben in einem Bindungspuffer. Die Reaktionen wurden 10min bei 20°C inkubiert. P: Primer.
P/T: Primer/Templat-Komplex. P/T/Pol: Primer/Templat/Polymerase-Komplex. Experimentelle
Details siehe 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Der Prozentsatz des gebundenen Komplexes wurde gegen die Konzentration der DNA-
Polymerase aufgetragen und mit einer nicht-linearen Regression ausgewertet
(Y=m,*X/(K#+X)+c, wo Y= Anteil gebundenes Komplexes; X= Enzymkonzentration; K=
Affinititskonstante; m;= MafSstabfaktor; c= scheinbar Minimum Wert fiir Y). Die

Zusammenfassung der Bindungskonstanten ist in Tabelle 8 gezeigt.

Tabelle 8: Zusammenfassung der Affinititskonstanten der DNA-Polymerasen § WT und 5P20 zum
unmodifizierten oder mit abasischer Stelle modifizierten Primer/Templat-Komplex.

Unbeschidigte DNA Beschidigte DNA
(nM) (nM)
wWT 265,6 £ 59,9 246,8 + 50,5
5P20 7,1£1,1 10,3 + 3,8

Die Mutante 5P20 zeigte eine 25- bis 35-fach stirkere Bindung zum Primer/Templat-
Komplex im Vergleich zum Wildtyp. Allerdings anderte sich die Affinitic fiir die
beschddigte DNA im Vergleich zur unbeschidigten in beiden Fillen kaum.
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2.2.4.7 Kinetische Untersuchungen

Die Quantifizierung der oben vorgestellten Beobachtungen wurde mittels pre-steady-
state Kinetiken durchgefiihrt. Somit sollte einen Eindruck gewonnen werden, wie sich
die Bypass-Eigenschaft durch die Mutationen verbessert hatte. Pre-steady-state
Kinetiken messen die Geschwindigkeit der Reaktion schon bevor ein Gleichgewicht
entsteht. Dies wird erreicht, indem die Reaktion bei gesittigten Polymerase- und dNTP-
Konzentrationen durchgefithrt wird, sodass nahezu jedes Primer/Templat-Komplex mit
Enzym und Substrat gebunden vorliegt. Fiir den Fall eines kanonischen Einbaus
betragen die Reaktionszeiten nur einige Millisekunden. Deswegen wurde fiir diese
Messung ein Quench Flow-Apparat verwendet, der eine Reaktion innerhalb von 2
Millisekunden starten und stoppen kann (Abbildung 62 im Anhang) [183, 184]. Fiir
lingere Reaktionszeiten als finf Sekunden, wie bei nicht-kanonische Einbauten oder in
der Gegenwart von beschidigter DNA, wurden diese Reaktionen per Hand
durchgefiihrt.

Mit dieser Methode wurden sowohl der Einbau gegeniiber einer unbeschidigten Base
oder einer stabilen abasischen Stelle gemessen, als auch der Verlingerungsschritt

untersucht.

2.2.4.7.1 Untersuchung auf unbeschidigtem Templat

Zuerst wurde die Kinetik des Einbaus gegeniiber einer unbeschidigten Base gemessen.
Sowohl die Reaktionsgeschwindigkeit (k,.,), als auch die Affinitit des Enzyms zum
dNTP (Ks avrp) wurden gemessen. Daraus kann man die Effizienz der Reaktion als
Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeit zur Substrataffinitit (u/Kp) berechnen. In

Tabelle 9 ist die Zusammenfassung der Daten gelistet, die aus dem kanonischen Einbau
von dCTP oder dem nicht-kanonischen Einbau von dTTP gegeniiber Guanosin
entstanden sind. Die Einbaugeschwindigkeit von dCTP gegeniiber dem Guanosin des

Wildtyps und der 5P20-Mutante betrugen 2,2 + 0,1s" bzw. 3,3 + 0,1s". Diese Werte
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entsprechen den in der Literatur vorhandenen und sind untereinander vergleichbar
[154, 185]. Die Affinitit der beiden Enzyme zum Substrat unterscheidet sich. Der
Wildtyp zeigte eine ca. 15-fach schwichere Interaktion mit dem eintretenden dNTP als
die Mutante 5P20 (202 + 25pM bzw. 12,2 + 1,2uM). Somit konnte die Mutante 5P20
eine 25-fach hohere Effizienz fir diese Reaktion unter den gewihlten Bedingungen

zeigen.

Tabelle 9: Zusammenfassung der kinetischen Parameter von kanonischem und nicht-kanonischem
Einbau gegeniiber Guanosin durch die Polf WT und die Variante 5P20. * Relative Effizienz der
Reaktion im Vergleich zum kanonischen Einbau vom WT: (Ayo1/ Kp)Enzym ante / (pol/ Kp)wr acte oder zur

5P20-Variante: (&poi/ Kb)sp20 ante / (Rpol Kb)se20 acr-
dCTP

'/’ dTTP

57-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATA GG-3°7
37-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCG CGT AAA-5-

Templat:dNTP Kyl K» ool K Relative Effizienz
(sh) (pM) (M s zum WT oder zu (5P20)*
wWT G :dCTP 2,2+0,1 202 + 25 11 000 1
G :dTTP 0,047 + 0,007 1830 + 419 26 2,4x103
5P20 G:dCTP 3,3+0,1 12,2 +£1,2 267 000 25(1)
G :dTTP 0,86 + 0,02 377 + 18 2278 0,21 (8,5x 10%)

Im Fall von einem nicht-kanonischen Einbau von dTTP gegeniiber Guanosin konnte
die Mutante eine 18-fach schnellere Inkorporation im Vergleich zum Wildtyp aufweisen
(0,86 £ 0,02s' bzw. 0,047 + 0,007s'). Bei der Substrataffinitit konnten auch
Unterschiede gezeigt werden, wobei die Mutante wieder stirkere Interaktionen mit dem
einkommenden dNTP zeigte. Allerdings unterschieden sich diese Werte nur um das 5-
fache (Ks ante (WT) = 1830 + 419uM; Ky ante (5P20) = 377 + 18uM). Im Fall eines
Fehleinbaus von dTTP gegeniiber Guanosin war die Genauigkeit der 5P20-Mutante
3,5-fach geringer als die des Wildtyps.

Unter den getesteten Bedingungen, erwies sich die 5P20-Mutante als effizienter sowohl
im kanonischen als auch im nicht-kanonischen Einbau gegeniiber einem Guanosin. In
der Tat konnte der Wildtyp den kanonischen Einbau 420-fach besser durchfiihren als
den nicht-kanonischen, wihrend die Mutante blof§ 120-fach besser. Ein Verlust in der
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Selektivitit durch die Mutationen in 5P20 konnte somit festgestellt werden.

2.2.4.7.2 Einbau gegeniiber einer stabilen abasischen Stelle

Folglich wurde der Einbau gegeniiber einer stabilen abasischen Stelle untersucht. Der

Einbau von allen vier dNTPs durch beide Enzyme wurde getestet.

Tabelle 10: Zusammenfassung der kinetischen Parameter vom Einbau gegeniiber einer stabilen

abasischen Stelle durch die Polp WT und die Variante 5P20. * Relative Effizienz der Reaktion im

Vergleich zum Einbau vom WT: (£0/ Kb)Enzym ante / (£pol/ Kp)wr dnte-
dNTP

'/’

57-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATA GG-3°7
37-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCAp CGT ARRA-57

Templat:dNTP Bl Ky k! Ko Relative Effizienz zum WT*
(s") (pM) M s)
wT Ap : dGTP n.a. n.a. n.a. -
Ap : dCTP n.a. n.a. n.a. -
Ap : dATP n.a. n.a. n.a. -
Ap : dTTP n.a. n.a. n.a. -
5P20  Ap:dGTP 0,015+ 0,002 509+ 167 30 -
Ap : dCTP 0,040 + 0,003 546 £ 91 73 -
Ap : dATP 0,0038 + 0,0003 88,8 + 34,7 42 -
Ap : dTTP n.a. n.a. n.a. -

Der Wildtyp konnte unter den gewihlten Bedingungen ausschliefdlich dGTP einbauen,
jedoch konnte nach einer finfstiindigen Inkubation nur eine 50%-ige Ausbeute erreicht
werden. Dadurch konnten keine kinetischen Parameter fiir den WT ermittelt werden.
Dieses Verhalten entsprach dem in der Literatur beschriebenen ,,dNTP-stabilisierten
Misalignment® fiir die Polf WT. Demnach wurde ein besserer Einbau von dGTP
erwartet, welches komplementir zur ersten Base nach der abasischen Stelle Cytosin war
[179]. Zu beobachten ist allerdings, dass Efrati et al. ein Templatkontext mit ,gapped
DNA® benutzten, das die Prozessivitit der Polf3 erhoht [186] (siehe 1.3.1).
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Die Mutante 5P20 konnte alle dNTPs aufler dTTP gegeniiber der abasischen Stelle
einbauen. Bei allen Reaktionen zeigte diese Variante eine sehr langsame
Inkorporationsrate (ks acre = 0,015+ 0,002s" und Ay acre = 0,040 = 0,003s”), die
besonders langsam beim Einbau von dATP war (0,0038 + 0,0003s™).

Die Substrataffinitit fiir dGTP (509 + 167uM) und dCTP (546 + 91pM) erwiesen sich
als relativ niedrig im Vergleich zu dATP (88,8 + 34,7uM). Der Vergleich der Effizienz
dieser Reaktionen zeigte keinen groffen Unterschied. Die Variante 5P20 konnte dGTP,
dCTP und dATP gegeniiber einer abasischen Stelle einbauen. Insgesamt wurde gezeigt,

dass die Effizienz des Einbaus gegeniiber der abasischen Stelle durch die Mutationen in

5P20 sehr erhoht wurde.

2.2.4.7.3 Verlingerung nach einer stabilen abasischen Stelle

Um die Verlingerung nach der stabilen abasischen Stelle zu testen wurde ein Primer
gewihlt, der dieselbe Sequenz hatte wie der vorherige, nur mit einem zusitzlichen
Guanosin am 3’-Primerterminus. Ein Guanosin wurde gewihlt, weil diese die einzige
Base war, die vom Wildtyp gegeniiber der abasischen Stelle eingebaut worden war.

Der Einbau sowohl von dGTP, was zur kanonischen Verlingerung fithren wiirde, als
auch von dCTP, was ein -1 Frameshift verursachen wiirde, wurden getestet.

Der Einbau von dGTP wurde vom WT kaum durchgefithrt. Die 5P20-Mutante konnte
dGTP einbauen, aber nicht zu einer 100%-igen Ausbeute, was wieder zu keiner Aussage
tiber kinetische Parameter fiihrte.

Der Einbau von dCTP wurde von beiden Enzymen durchgefiihrt. Der Wildtyp und die
Mutante konnten dCTP mit einer Rate von 0,16 + 0,01s” bzw. 2,3 + 0,1s! einbauen.
Die Affinitit zum eintretenden dNTP erwies sich als sehr unterschiedlich zwischen
beiden Enzyme. Der Wildtyp wies eine Kucre von 1970 + 252pM auf wihrend die
Mutante das eintretende dNTP ca. 11-fach besser binden konnte (176,8 + 18,1uM).
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass sich die Effizienz dieser Reaktion durch die

Mutationen in 5P20 um das 160-fache verbesserte.
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Tabelle 11: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der Verlingerung nach dem Einbau
gegeniiber einer stabilen abasischen Stelle durch die Polp WT und Variante 5P20. * Relative Effizienz

der Reaktion im Vergleich zum Einbau vom WT: (£y01/ Kb)Enzym dctp / (#pol/ Kp)wr dacto.
dCTP

5°-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATA GGG-3~
37-CAT GCA ACC AGG ACT TCC TCC TAT CCAp CGT ARA-57

Templat:dNTP foe Ko fl Ko Relative Effizienz zum W1T*
(s7) (nM) M s)
WwWT C:dCTP 0,16 + 0,01 1970 + 252 80 1
5P20 C:dCTP 2,3+0,1 176,8 + 18,1 13 000 160

Sowohl der Einbau gegeniiber der abasischen Stelle, als auch die Verlingerung nach dem

Einbau waren bedeutende neue Bypass-Eigenschaft dieses Enzyms.

2.2.4.8 Analyse der Einzelmutationen

Wie schon in 2.2.4.2 erldutert, besitzt die isolierte Variante 5P20 vier Mutationen in der
Proteinsequenz. Um zu untersuchen, welche von diesen Mutationen tatsichlich
verantwortlich fiir diese neue Eigenschaft sind, wurden alle méglichen Kombinationen
dieser vier Austausche kloniert. Vier Einzel-, sechs Doppel- und vier Dreifachmutanten
wurden durch ortsgerichtete Mutagenese- und Umklonierungstechniken hergestellt. Alle
Mutanten, sowie der Wildtyp, wurden in E. coli iiberexprimiert und mittels Ni-NTA
Affinitdtschromatographie gereinigt (fiir Details siche 3.5.3). Die Konzentrationen aller
Proteine wurde bestimmt und angeglichen (Abbildung 56A). Die erhaltenen Enzyme
wurden in einer Primerverlingerungsreaktion eingesetzt, in der das Templat ein
unmodifiziertes Nukleotid oder einen DNA-Schaden enthielt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 56B gezeigt. Alle Enzyme konnten den Primer zu einem Volllingenprodukt
verlingern. Keine Variante zeigte einen Verlust an Aktivitit. Bei dem modifizierten
Templat konnte der Wildtyp nicht iiber dem Schaden synthetisieren, wihrend die
5P20-Variante und andere drei Mutanten es doch konnten. Die Besonderheit dieser drei

Varianten ist, dass alle die Kombination der Mutationen Glu232Lys und Val269Met
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trugen.

Somit konnte gezeigt werden, dass die fiir die Bypass-Eigenschaften der 5P20-Variante
verantwortlichen Mutationen Glu232Lys und Val269Met sind. Die weiteren zwei
Mutationen, die in der 5P20-Variante vorhanden sind, scheinen diese Eigenschaft

zumindest nicht zu hemmen.

A —
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ADKDE - ———— i — — —. — — — —— —— ——
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3=52G
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Abbildung 56: Analyse der einzelnen Mutationen der Variante 5P20. (A) Analyse der sechszehn
verschiedenen Mutanten nach Reinigung iiber Ni-NTA Affinititschromatographie. SDS-PAGE mit
anschliefender Coomassie-Firbung. Bahn M: Marker. Bahn 1-16: verschiedene Mutanten siche
Abbildung. (B) Autoradiogramm der PAGE-Auftrennung von Primerverlingerungsreaktionen mit allen
sechszehn méglichen Mutanten, die die Kombination der Mutationen in 5P20 darstellen. Die
Reaktionen enthielten 150nM Primer/Templat-Komplex (Primer: F20TH, Templat: F33GCG (G)
oder F33ApCG (Ap)), 500nM Polymerase und 200pM dNTPs. Die Reaktionen wurden 20min bei
37°C inkubiert. M: Primermarker. Bahn 1-16: verschiedene Mutanten siehe Abbildung. Experimentelle
Details siehe 3.6.2. Oligonukleotidsequenzen siehe 5.1.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die Mutanten, die die Mutation Glu232Lys
enthielten, die Eigenschaft vorwiesen, eine zusitzliche Base nach dem Templatende
anzuhingen (Abbildung 56, Variante 2, 5, 8, 10, 12, 13, 15 und 16). Diese Aktivitit
wird Terminal-Desoxynukleotidyl-Transferase genannt. Diese Mutation scheint also

nicht nur zu einer verbesserten Uberlesefunktion zu dienen, sondern auch der Polf diese

Transferase-Aktivitit zu verleihen.
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2.2.4.9 Diskussion der Ergebnisse aus der Charakterisierung der Mutante 5P20

In diesem Teil der Arbeit wurde die Charakterisierung der Mutante 5P20 der Polf
vorgestellt, die aus dem beschriebenem Screening isoliert werden konnte (2.2.3). Diese
Mutante wurde durch das verbesserte Uberlesen von einer abasischen Stelle sowie durch
die erniedrigte Selektivitdt entdeckt. Schon aus dem Lysat aus E. coli konnte bewiesen
werden, dass die Bypass-Eigenschaften dieser Mutante ausgeprigter sind, als die des
Wildtyp-Enzyms (2.2.3.6). Das Uberlesen verschiedener DNA-Schiden wurde in einer
radiometrischen Primerverlingerungsreaktion getestet, wobei das Templat eine
Modifikation trug. Die Reinigung mittels Affinititschromatographie wurde fiir beide
Wildtyp und Mutante optimiert. Die Mutante 5P20 konnte bei niedrigeren
Konzentrationen an Enzym einen verbesserten Bypass tiber oxidative Schiden zeigen,
wobei bei hoheren Konzentrationen auch der Wildtyp es konnte (2.2.4.4). Die
Gegenwart einer abasischen Stelle im Templat stellte eine stirkere Blockade fiir die
Polymerisationsreaktion des Wildtyps dar, weil dieses Enzym auch bei héheren
Konzentrationen nicht effektiv dariiber synthetisieren konnte. Die Mutante 5P20 erwies
eine bessere Uberlesefunktion auch bei niedrigeren Konzentrationen, wobei ein
Volllingenprodukt nur bei héheren Konzentrationen an Enzym erreicht werden konnte
(Abbildung 50).

Die Analyse der Sequenz dieser neuen Variante zeigte vier Mutationen auf der
Proteinebene. Durch die Untersuchung aller méoglichen Kombinationen dieser vier
Mutationen konnte gezeigt werden, dass zwei dieser Mutationen, nimlich Glu232Lys
und Val269Met, ausreichend fiir die Entstehung der neuen Eigenschaft sind und dass
die weiteren beiden Mutationen Ser2Gly und Phe99Leu keinen negativen Einfluss
darauf haben (2.2.4.8). Glu232 und Val269 befinden sich in der Nihe des
Templatstranges in der Handfliche-Domine bzw. in der sogenannten ,hydrophoben
Gelenkregion® im Daumenbereich. Nur wenige Aminosiuren in der Polf kommen in
direktem Kontakt mit den Basen, darunter Lys234 und Tyr271. In der veroffentlichten
Kristallstruktur von 1994 gehen Lys234 und Tyr271 Wasserstoffbriicken mit dem O2

eines Cytosins im Templat bzw. im Primer ein [38, 187]. Die wichtigen Mutationen,
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die in 5P20 gefunden wurden, befinden sich beide in der Nihe dieser beiden
Aminosduren, die die Kontakte zu den Basen vermitteln.

Lys234 geht nicht nur eine Interaktion mit einer Templatbase ein, sondern weist
ebenfalls eine Wasserstoftbriickenbindung mit deren Phosphat-Riickgrat auf. In dieser
Region werden Interaktionen zum DNA-Riickgrat zusitzlich durch zwei weitere
Aminosiuren, nimlich Lys230 und Thr233, vermittelt. Die interagierenden Basen im
Templat befinden sich in 3’-Richtung jeweils 4 oder 5 Nukleotide aufwirts des
entstehenden Basenpaares. Die zwei Lysine 230 und 234 gehen die Wasserstoftbriicken
durch den Stickstoff im Protein-Riickgrat und nicht durch den in der Seitenkette ein
[38]. Das ist ungewohnlich, weil andere DNA-Polymerasen, wie z.B. das Klenow
Fragment der E. coli DNA-Polymerase I, eine Reihe von positiv geladenen Aminosiuren
im DNA-Bindungskanal vorweisen, die stabilisierende Interaktionen mit der DNA
durch die Seitenkette eingehen [38].

Die Aminosiuren Glutamat und Lysin unterscheiden sich nur leicht in der Grof3e,
wobei die Seitenkette des Glutamats um ein C-Atom kiirzer ist als die des Lysins.
Dadurch ist das Van-der-Waals Volumen des Lysins etwas groffer [188]. Der Austausch
einer sauren anionischen gegen eine basische kationische Aminosiure bedeutet eine
grundlegende Anderung der Natur der Seitenkette an dieser Position. Diese positive
Ladung konnte in der Tat mit dem anionischen Zucker-Phosphat-Riickgrat des
Templatstranges elektrostatische Wechselwirkungen eingehen, die vorher nicht
vorhanden waren.

Wie in Abbildung 57 gezeigt, ist dieses Glutamat nicht hochgradig konserviert innerhalb
der Familie X der DNA-Polymerasen. Nur die DNA-Polymerase A (PolA) weist ebenso
ein Glutamat an dieser Position auf. Bei den DNA-Polymerase p (Polp) und der
Terminal-Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) ist zwischen B-Strang 3 und 4 ein Loop
(Loop I) vorhanden, der bei den Polymerasen B und A abwesend ist (Abbildung 57 und
Abbildung 58).

Es wird vermutet, dass die Eigenschaft dieser beiden Polymerasen, Templat-

unabhingige Synthese durchfithren zu kénnen, durch die Gegenwart dieses Loops

kontrolliert wird (Abbildung 58) [189, 190]. Die Aminosiure Glu232, die in der
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Mutante durch ein Lysin ersetzt ist, befindet sich an der Stelle des Loops 1.

hPolp 224 ITDTLSKA
hPolA 461 LTDDLVSQ
hPolp 364 ILYHQHQ
hTdT 379 LLYYDLVH

CESPTRLAQQS-HMDAFERSFC
FEKLRLPSRKVDALDHFQKCFL

Abbildung 57: Alignment der Sequenzen der Polp, DNA-Polymerase A, DNA-Polymerase p und TdT
DNA-Polymerase. In Fett ist die Position der Mutation Glu232Lys gekennzeichnet. In blau markiert
sind Lys230, Thr233 und 234, die bei der Polf Kontakte zum Templat vorweisen. In Kursiv ist der
Loop I bei Polp und TdT dargestellt.

In der Tat, konnte man bei einer Primerverlingerungsreaktion in der Gegenwart der
5P20-Mutante und eines unbeschidigten Templates ein Volllingenprodukt beobachten,
das um eine Base linger als das Templat war. Diese zusitzliche Base wurde vom WT

nicht angehingt.

Glu232 - { J

Abbildung 58: Vergleich von Loop I in verschiedenen DNA-Polymerasen. Die DNA ist orange, die B-
Stringe 3 und 4 sind als Ribbon dargestellt. Polf, griin (PDB: 2FMS); TdT, lila (PDB: 1JMS).
Abbildung angepasst aus Referenz [9].

Die Analyse der Kombinationsmutanten (Abbildung 56) zeigte, dass alle Varianten, die
die Mutation Glu232Lys trugen, eine zusitzliche Base zum Volllingenprodukt
synthetisierten. Diese Eigenschaft wurde in der Gegenwart der Mutation Val269Met

ausgeprigter. Diese neu erlangte TdT-Funktion der PolB konnte eine Folge der
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Mutation sein, die sich direkt in der Region befindet, in der sich der Loop I in Polp und
der TdT befindet, nimlich Glu232Lys.

Dass eine Mutation zu einer positiv geladenen Aminosiure eine wichtige Rolle in der
Bypass-Aktivitit haben kann, wurde bereits in anderen Arbeiten gezeigt. Patel et al.
isolierten eine Variante der 72g DNA-Polymerase, nimlich Ile614Lys, die eine erhhte
Substratakzeptanz vorwies [168]. Ebenfalls wurde von Gliockner et al. eine Mutante der
KlenTag DNA-Polymerase gefunden, die durch den Austausch eines Methionins zu
Lysin eine erhohte Bypass-Aktivitdt iiber DNA-Schiden erzielte [134]. Diese beiden
Mutanten wiesen eine Mutation einer apolaren Aminosiure zu einem Lysin auf, die sich
in der Nihe des Templatstranges oder des aktiven Zentrums befand. Parallelen kann
man zur Mutante 5P20 zichen, die ebenfalls eine Mutation zu einem Lysin enthilt, das
in der Nihe zum Templatstrang liegt. Erhohte elektrostatische Interaktionen mit der
DNA kénnte einer der Griinde sein, weswegen sie eine erhohte Bypass-Aktivitit
vorweist.

Das konnte ebenfalls bei der Dpo4 DNA-Polymerase der Fall sein, eine DNA-
Polymerase mit Uberlesefunktion, die eindeutig positive Ladungen im gesamten DNA-
Bindungskanal vorweist (siche Abbildung 59). Fiir diese DNA-Polymerase ist eine
Kristallstruktur vorhanden, die in der Gegenwart von einer abasischen Stelle im
Templat gelost worden ist [89]. Auch an der Stelle, an der Polp 5P20 die Mutation
Glu232Lys trigt, und zwar in der Nihe vom Templatstrang ca. vier Basenpaare vom
eintretendem dNTP abwirts, sind bei der Dpo4 zwei basische Aminosiuren vorhanden,
nimlich Arg242 und Lys243 (Abbildung 59). Diese Aminosiuren sind in
Wasserstoftbriicken und Van der Waals Interaktionen mit der DNA involviert [51]. Die
Region zwischen den Aminosiuren 234 und 243 ist die Verbindung zwischen Daumen
und ,kleine Finger“-Domine (,little finger) und interagiert mit dem Zucker-
Phosphodiester-Riickgrat  [77]. Die ,kleinen Finger*-Domine ist nur in DNA-
Polymerasen der Y-Familie vorhanden und wechselwirke mit der groflen Furche der
DNA [51]. Die Dpo4 weist eine sehr starke Affinitit zur DNA auf [191], die sehr
dhnlich zu der von replikativen DNA-Polymerasen ist (z.B. T7 DNA-Polymerase: 23 +

9 nM [183], humane DNA-Polymerase »: 9,9 + 2,1 nM [192], E. coli DNA-
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Polymerase I: 5 nM [155]). Grund dafiir ist vermutlich die Gegenwart der “kleinen
Finger“-Domine und die stark positiv geladene Verbindung zwischen , little finger” und
Daumen, nimlich dem B-Faltblatce 9 [51, 191]. Tatsichlich umbhiillen diese beiden
Regionen die DNA wie eine Klemme. Es konnte auflerdem bewiesen werden, dass die
Dpo4 in der Abwesenheit der ,kleinen-Finger“-Domine weniger prozessiv als der
Wildeyp ist [51]. Postuliert wird die Theorie, dass diese DNA-Polymerase iiber ein
weites und flexibles aktives Zentrum verfiigt, um DNA-Schiden beherbergen zu
konnen, aber auch dass das perfekte Fitting des Basenpaares nicht so kritisch zu sein
scheint, wie das ,Klemmen®“ der DNA-Doppelhelix, das die richtige Orientierung fiir
die Katalyse ermoglicht (,induced-grip“) [193]. Dadurch kann vermutlich eine héhere

Prozessivitit erreicht werden.

Abbildung 59: Conolly-Oberfliche mit farbiger Darstellung der elektrostatischen Ladung von Polf und
Dpo4. (A) Modell der Polf nach PDB-Datei 2FMS. Die Aminosiure Glu232 ist gekennzeichnet. (B)
Modell der Dpo4 nach PDB-Datei 1N48. Die positiv-geladene Aminosiuren Arg242, Lys243 und
Lys275 sind gekennzeichnet. Rote Einfirbung bedeutet negative Ladung. Blaue Einfirbung bedeutet
positive Ladung. Erstellt mit der Software PyMol und APBStool (DeLano Scientific).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die elektrostatischen Interaktionen wichtig fiir
die richtige Positionierung vom Primer/Templat-Komplex sind. Eine Parallele lisst sich
zur Mutante 5P20 ziehen, die durch die Mutation Glu232Lys moglicherweise eine
Verinderung der Interaktionen zwischen Protein und Templat erkennt.

Wichtig fiir die Bestdtigung dieser Theorie ist die Losung der Kristallstruktur der 5P20-
Mutante in der Gegenwart einer abasischen Stelle. Dies wird zurzeit in Kooperation mit

der Arbeitsgruppe von Prof. Welte (Lehrstuhl fiir Biophysik und Strukturbiologie,

- 100 -



Ergebnisse und Diskussion

Universitit Konstanz) bearbeitet.

Der Austausch einer zweiten Aminosiure in der Polf, nimlich Val269Met, konnte zu
verbesserten Bypass-Eigenschaften im Vergleich zur Einzelmutante Glu232Lys fiihren.
Die Verbindung mit dieser zweiten Mutation konnte eine deutliche Verbesserung der
Uberlesefunktion beobachtet werden. Diese Position 269 war schon im ersten Screening
aufgefallen, als die Mutante Val269lle mit einer leicht verbesserten Bypass-Funktion
isoliert wurde (siehe 2.2.2.6).

Viel ist iiber die sogenannten ,hydrophoben Gelenkregion® (,hydrophobic hinge
region®) der Polf bekannt, in der sich Val269 befindet. Die Auflenseite dieser
Gelenkregion besteht aus Isoleucinl74, Threonin196, Tyrosin265 und Valin269,
wihrend die Innenseite aus Leucin194, Isoleucin260, Phenylalanin272 und Tyrosin296
besteht. Diese Aminosduren sind alle apolar und bilden stabilisierende hydrophobe
Interaktionen untereinander. Diese Region iibt eine Bewegung von 12 A aus, wenn das
Enzym von der offenen in die geschlossene Konformation iibergeht. Salzbriicken und
Wasserstoffbriicken in dieser Region stabilisieren die offene oder die geschlossene
Konformation [39].

Die Rolle von einigen Aminosduren in dieser Gelenkregion wurde vor allem von Sweasy
mithilfe von Mutationsanalysen intensiv untersucht. Die Mutante Ile260Met wurde in
Zusammenhang mit Prostata-Krebs identifiziert [70]. Mutationen an dieser Position,
die die Hydrophobizitit dieser Aminosdure beeintrichtigen, wiesen eine sehr
eingeschrinkte Aktivitdt auf. Die einzigen Ausnahmen waren die Mutanten Ile260His
und Ile260Gln, die einen Mutator-Phinotyp aufwiesen. Somit wurde gezeigt, dass die
hydrophobe Natur dieser Aminosiure sowohl fiir die Akrtivitit als auch fur die
Genauigkeit dieses Enzyms wichtig ist. Der Grund dafiir wurde als eine veridnderte
Positionierung der DNA interpretiert [194].

Das Tyrosins265 wurde ebenfalls intensiv untersucht. Diese Aminosdure befindet sich
aufSerhalb des aktiven Zentrums und bildet keine direkten Kontakte mit der DNA. Die
Mutante Tyr265His konnte in einem Randomscreening isoliert werden [195]. Diese

Variante zeigte eine deutlich geringere Genauigkeit im Einbau von unkorrekten dNTPs
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im Vergleich zum Wildtypenzym. Deswegen ist es naheliegend, dass diese Aminosdure
eine grofle Rolle in der Selektivitit dieses Enzyms besitzt. Es wird postuliert, dass
Tyr265 in der Konformationsinderung involviert ist, die stattfindet, wenn das Enzym in
die geschlossene Konformation iibergeht, und wieder dass seine Hydrophobizitit
kritisch fir die Genauigkeit der Polymerase wire [196, 197].

Wie schon oben erwihnt, ist Tyr271 in eine Wasserstoffbriicke mit der 3’-Base vom
Primer involviert. Diese Aminosdure bildet, zusammen mit Phe272 und Asp276, die
Bindungstasche fiir das eintretende dNTP. Der Phenolring ist zwischen der 3’-
Primerbase und dem eintretenden Nukleotid positioniert, und man geht davon aus, dass
er zur sterischen Umgebung beitragen soll und organisierte Wasser-Cluster in der
kleinen Furche der gebundenen DNA auflésen soll [38, 60]. Mutationen an der
Position 271 verursachten eine leicht erniedrigte Selektivitit im Vergleich zum Wildtyp
[60].

Phe272 hingegen ist direkt in der Diskriminierung von Purin:Purin Fehlpaarungen
involviert. Die Mutation zu Leucin vergroflert das aktive Zentrum, welches solche
Fehlpaarungen erlaubt [170].

Diese gesamte Region ist innerhalb der DNA-Polymerasen der Familie X konserviert.
Die héchste Ahnlichkeit weisen allerdings PolB und Pol) untereinander auf. Beide diese
Proteine tragen das YF-Motiv innerhalb der Gelenkregion (Tyr271 und Phe272 in Polf,
Abbildung 60). Die Polp und die TdT enthalten auch zwei konservierte Aminosiuren,
allerdings sind es Glycin und Tryptophan (GW-Motiv). Die Abwesenheit von Tyrosin
und Phenylalanin bei diesen Enzymen ist vermutlich verantwortlich fiir die schlechtere
Diskriminierung zwischen Desoxy- und Ribonukleotiden [198, 199].

Val269 ist nicht konserviert, jedoch ist bei den anderen Polymerasen ein Leucin
vorhanden. Die apolare Natur der Seitenkette bleibt deswegen erhalten.

Die Mutation Valin269 zu Methionin bringt keine Anderung in der Ladung der
Seitenkette mit sich, da beide Aminosiuren apolar sind. Methionin enthilt allerdings ein
Schwefelatom. Diese Aminosiuren unterscheiden sich sehr in der Grofle, wobei das

Methionin grofler ist.
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hPolp 247 EKEYPHRRIDIRLIPKDQYYCGVLYFTGSDIF
hPolA 581 GPGRRHRRLD I 1VVPYSEFACALLYFTGSAHF
hPolp 400 CPSWKAVRVDLVVAPVSQFPFALLGWTGSKLF
hTdT 425 GKTWKAIRVDLVLCPYERRAFALLGWTGSRQF
Abbildung 60: Alignment der Sequenzen der Polf}, DNA-Polymerase A, DNA-Polymerase p und TdT

DNA-Polymerase. In Fett ist die Position der Mutation Val269Met gekennzeichnet, in blau bzw. rot
das YF-Motiv der Polp.

Wie schon beschrieben, wies die isolierte Variante aus der ersten Durchmusterung an
der selben Stelle eine Mutation zu Isoleucin vor, wobei Isoleucin und Methionin genau
dasselbe Van-der-Waals Volumen besitzen (2.2.2.6). Diese Tatsache deutet darauf hin,
dass diese Position eine wichtige Rolle in der Erkennung einer durch die abasische Stelle
verinderten Konformation der DNA spielen kann. Die Tatsache, dass beide
vorgefundenen Mutationen an dieser Stelle eine Vergroflerung ohne Anderung der
Ladung der Seitenkette verursachten, koénnte darauf hindeuten, dass die sterische
Umgebung in dieses Erkennungsmechanismus eine grofle Rolle spielt (,active site
tightness” vgl. 1.5). Die Verinderung von offener zur geschlossenen Konformation, die
unter anderem durch die Bewegung dieser Region stattfindet, koénnte durch die
vorhandene Mutation beeinflusst sein und zu dieser verinderten Substratakzeptanz
fihren. Die Mutante koénnte ebenfalls eine andere geschlossene Konformation
einnehmen als der Wildtyp und eine verinderte Bindungstasche fiir das eintretende
dNTP bilden. Eine gesittigte Mutagenese an dieser Stelle kdnnte einen Einblick in die
Ursache dieser Funktion erméglichen.

Wichtig zu betrachten ist allerdings die Tatsache, dass nur die Kooperation beider
Mutationen tatsichlich die Uberlesefunktion ausmacht. Die erhohten elektrostatischen
Wechselwirkungen und die Verinderung der sterischen Umgebung in der Gelenkregion
scheinen eine wichtige und kooperative Rolle zu spielen.

Um diese Hypothesen festzulegen, wire die Auflosung der Kristallstruktur dieser
Mutante hilfreich. Deswegen wird zur Zeit dieses Experiment in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Welte (Lehrstuhl fur Biophysik und Strukturbiologie,

Universitit Konstanz) bearbeitet.

Die biochemische Charakterisierung der Mutante 5P20 wurde im letzen Teil dieser
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Arbeit vorgenommen. Durch EMSA-Versuche wurde festgestellt, dass die Mutante eine
deutlich stirkere Interaktion mit dem Primer/Templat-Komplex als der WT eingeht.
Diese Bindung wurde nicht durch die Gegenwart einer stabilen abasischen Stelle
beeinflusst. In der Tat konnten beide Enzyme die beschidigte DNA genauso gut
binden, wie die unbeschidigte (2.2.4.6). Die erhohten elektrostatischen
Wechselwirkungen, die womdglich durch die Mutation Glu232Lys entstehen, konnten
diese stirkere Interaktion verursachen. Daraus kann ebenfalls abgeleitet werden, dass die
erthohte  Bypass-Eigenschaft der 5P20-Variante nicht durch eine stirkere
Wechselwirkung mit der beschidigten DNA im Vergleich zur unbeschidigten
entstanden ist.

Die stirkere Interaktion zur DNA kann ebenfalls ein Grund fiir die erhéhte Steigerung
der Prozessivitit und der spezifischen Aktivitit dieses Enzyms sein (Abbildung 54). In
der Gegenwart einer Heparin-Falle, konnte die Mutante 3-fach mehr dNTPs als der
WT einbauen, bevor sie von der DNA dissoziierte (Abbildung 54). Das Verhalten der
Polymerase blieb allerdings distributiv, wie es fiir die Polp in Abwesenheit von einem
,downstream“ Primer im Fall einer ,,gapped DNA® bekannt ist [186]. Die spezifische
Aktivitit wurde ebenfalls um das 3-fache erhoht (Abbildung 53). Man kann dadurch
vermuten, dass die allgemein stirkere Interaktion mit dem Primer/Templat-Komplex,
sowie die erhohte spezifische Aktivitit und Prozessivitit, eine wichtige Rolle in der
Uberlesefunktion spielen kénnen.

Aus den kinetischen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die Mutante 5P20
den kanonischen Einbau 25-fach besser als der Wildtyp durchfiithren konnte. Der
grofite Effekt war eindeutig bei der Affinitit zum eintretenden dNTP zu erkennen.
Diese erwies sich als 17-fach hoher bei der 5P20-Mutante im Vergleich zum WT,
wihrend die Inkorporationsrate blof§ um das 1,5-fache erhéht wurde (vgl.

Tabelle 9). Allerdings konnte eine leicht verringerte Genauigkeit in der Inkorporation
eines nicht-kanonischen Nukleotids im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden.
Wenn man die Effizienz des Fehleinbaus von einem dTTP im Vergleich zum
kanonischen Einbau von dCTP gegeniiber einem Guanosin betrachtet, wies die 5P20-

Variante eine 3,5-fach schlechtere Genauigkeit auf, verglichen mit dem Wildtyp.
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Beschriebene Mutanten der Gelenkregion wiesen ebenfalls deutlich niedrigere
Einbaugenauigkeiten auf [170, 194, 197].

Der Einbau gegeniiber einer stabilen abasischen Stelle konnte von der WT-Polymerase
unter den gewihlten Bedingungen nicht effektiv durchgefithrt werden. dGTP konnte
aus allen vier ANTPs am besten eingebaut werden. Nach fiinf Stunden Inkubation bei
37°C unter pre-steady-state Bedingungen, konnte der Umsatz der Reaktion nur zu 50%
gesteigert werden und es wurde keine Sittigung erreicht. Dieser Umsatz erwies sich als
nicht ausreichend, um die Kurven mit einer nicht-linearen Regression auszuwerten.
Unter den getesteten Bedingungen konnte die 5P20-Mutante den Einbau gegeniiber der
abasischen Stelle eindeutig besser durchfiihren als der WT, wobei sie dGTP, dATP und
dCTP einbauen konnte (vgl. Tabelle 10). Die Effizienz des Einbaus dieser ANTPs war
untereinander vergleichbar. Bei einer genaueren Untersuchung der kinetischen
Parameter konnte jedoch festgestellt werden, dass die Mechanismen der Inkorporation
wohl unterschiedlich sind. Tatsichlich war die Affinitit vom Enzym zu dGTP und
dCTP entsprechend schwicher im Vergleich zum dATP (Tabelle 10). Der Einbau von
dATP gegeniiber der abasischen Stelle war allerdings viel langsamer, so dass die
Gesamteftizienz dhnlich zu das vom dGTP und dCTP wurde. Diese Daten spiegeln das
in den qualitativen Analysen beobachtete Verhalten wieder.

Da der Wildtyp gegeniiber der abasischen Stelle am besten dGTP einbauen konnte,
wurde ein Primer fir die Untersuchung der Verlingerung nach der abasischen Stelle
ausgewihlt, der am 3’-Terminus ein Guanosin trug. Der Wildtyp konnte am besten
dCTP einbauen, wihrend die 5P20-Mutante sowohl dCTP als auch dGTP prozessieren
konnte (Tabelle 11). Die Mutante 5P20 konnte den Einbau von dCTP 160-fach besser
durchfithren als der WT. Beide, Inkorporationsgeschwindigkeit und Affinitit zum
dNTP, wurden gesteigert. Die Einbaurate von dCTP nach der abasischen Stelle war
vergleichbar mit der des kanonischen Einbaus von dCTP gegeniiber G sowohl vom WT
als auch von der Variante 5P20 (

Tabelle 9 und Tabelle 11). Die Affinitit zum eintretenden dCTP erwies sich als 11-fach
stirker fiir die Mutante als fiir den WT.

Die Ergebnisse aus den qualitativen Analysen wie aus den kinetischen Untersuchen
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deuteten fiir beide Enzyme darauf hin, dass bei dem Bypass der abasischen Stelle
moglicherweise ein -1-Frameshift entstand. Wie in Abbildung 51 gezeigt, synthetisierte
die 5P20-Mutante in der Gegenwart einer abasischen Stelle im Templat ein Gemisch
aus verschiedenen Produkten, wobei eine 7-1, eine 7, und eine 7#+1 Bande erschienen,
wenn 7 die Linge des vollverlingerten Primers ist. Der Einbau von dGTP gegeniiber der
abasischen Stelle, der von beiden Enzymen auch wenn mit deutlich verschiedenen
Effizienzen durchgefiihrt wurde, reprisentierte vermutlich den kanonischen Einbau
gegeniiber der ersten Base, die sich im Templat in 5’-Richtung befand, nimlich ein
Cytosin. Dieses Verhalten wurde untersucht, indem die vier verschiedenen Basen
abwirts der abasischen Stelle im Templat getestet wurden (Abbildung 52). In der Tat
wurde meistens das dNTP eingebaut, das komplementir zur ersten Base abwirts im
Templat war. Ganz eindeutig war es im Falle von einem Adenin, Guanosin und
Thymin nach der abasischen Stelle. Dabei wurden dTTP, dCTP bzw. dATP am besten
eingebaut. Wie schon aus der Literatur bekannt, baut die Polf, anders als andere
Polymerasen, kein dATP gegeniiber einer abasischen Stelle ein (,A-rule®), sondern die
abasische Stelle wird aus der Doppelhelix geschoben und das eintretende dNTP kann
mit der ersten Base abwirts paaren (Abbildung 61). Dieser Mechanismus wird ,dNTP-
stabilisiertes Misalignment® oder ,,5 -rule® genannt [179].

Beim Fall von Cytosin nach der abasischen Stelle wurden sowohl dGTP als auch dCTP
eingebaut (Abbildung 52). Wenn man das Volllingenprodukt analysiert, siecht man dass
es sich wieder um ein Gemisch von Produkten handelte, allerdings um eine Base kiirzer
als es bei den verwandten beschidigten Templaten der Fall war. Man kann daraus
vermuten, dass teilweise dCTP eingebaut wurde, da es komplementir zur zweiten Base
abwirts der abasischen Stelle war, und dadurch eine doppelte Deletion entstanden ist.
Dieses ,dNTP- stabilisierte Misalignment wurde konsolidiert, als die Verlingerung
nach dem Einbau gegen die abasische Stelle stattfand. Am besten wurde dCTP
eingebaut, obwohl die erste Templatbase nach der abasischen Stelle ein Cytosin war
(Tabelle 11). Vermutlich paarte das Guanosin am 3'-Primerende mit diesem Cytosin
und der kanonische Einbau von dCTP gegeniiber dem nichsten Guanosin fand statt.

Diese Untersuchung verdeutlichte, dass der Einfluss des Templatkontextes eine grofle
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Rolle im Bypass-Mechanismus der Polf spielt.

dGTP
5°-...AGG ATA GG-3°
3°-...TCC TAT CC CGT ARA-5"
Ny
dcTp
5°-...AGG ATA GG—G-3~
37-...TCC TAT CC_ CGT ARA-5
Ap

Abbildung 61: Schematische Darstellung des ,,dNTP-stabilisierten Misalignment.

Dieses Verhalten im Bypass einer abasischen Stelle ist fiir mehrere DNA-Polymerasen
bekannt, wie z.B. die Dpo4 DNA-Polymerase [89], die Dbh DNA-Polymerase [90] und
die DNA-Polymerase IV aus E. coli [91] (siche 1.4). Bei allen diesen Polymerasen findet
bei der Replikation tiber eine abasische Stelle eine Leserasterverschiebung statt.
Verschiedene humane DNA-Polymerasen wurden beziiglich der Uberlesefunktion von
abasischen Stellen untersucht (siche 1.4). Die Polt kann einen Bypass tiber verschiedene
DNA-Schiden durchfiihren, wie z.B. 6-4-TT Photoprodukte und die abasische Stelle.
Die Verlingerung nach dem Bypass wird vermutlich von der Pol§ durchgefiihrt, die
keine eigene Uberlesefunktion besitzt. Die Polt kann gegeniiber der abasischen Stelle alle
vier dNTPs einbauen, allerdings kann dGTP am besten und Kontext-unabhingig
prozessiert werden [81, 88]. Steady-state Untersuchungen haben bewiesen, dass die Polt
dGTP gegeniiber einer abasischen Stelle 2,7-fach schlechter als gegen die kanonische
Base Cytosin einbauen konnte. Die kinetische Untersuchung der Verlingerung durch
die Pol& wurde fiir die abasische Stelle nicht vorgenommen [82].

Die Revl DNA-Polymerase wurde ebenfalls analysiert. Aus steady-state Untersuchungen
wurde gezeigt, dass Revl dCTP gegeniiber einer abasischen Stelle 24-fach schlechter als
gegeniiber einem Guanosin einbauen kann, wobei jedoch keine Verlingerung
stattfindet. Auch hier wird die Pol¢ fiir die Verlingerung verantwortlich gemacht [87].
Auch wenn der Vergleich zwischen kinetischen Daten aus steady-state und pre-steady-
state Untersuchungen nicht optimal ist, kann man trotzdem die Uberlesefunktion der

Mutante 5P20 in Relation zu den oben genannten Beobachtungen setzen. Die 5P20-
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Mutante konnte den Einbau gegen eine abasische Stelle ca. 3600-fach schlechter als den
kanonischen Fall durchfiihren. Allerdings war die Verlingerung nur 20-fach schlechter
als der kanonische Einbau.

Aus diesen Vergleichen wird klar, dass die isolierte Variante der 5P20 einen
entscheidenden Vorteil gegeniiber den anderen vorgestellten Fillen besitzt, nimlich die
Maoglichkeit, ein Nukleotid gegeniiber der abasischen Stelle einbauen zu kénnen und
ebenfalls die Verlingerung davon zu ermoglichen. Diese Eigenschaft, die bei keiner
humanen DNA-Polymerase so ausgeprigt ist, konnte einen Vorteil wihrend der

Replikation von beschidigter DNA verschaffen.
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2.3 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte der Substratakzeptanz von
DNA-Polymerasen untersucht. Zum einen wurden die sterischen Zwinge am aktiven
Zentrum sowohl beim Einbau als auch bei der anschliefenden Verlingerung mithilfe
chemisch modifizierter Sonden untersucht. Schon in fritheren Arbeiten von Marx,
Summerer und Strerath wurde festgestellt, dass Nukleosidtriphosphate, die eine
Modifikation an der 4’-C-Position der Desoxyriboseeinheit tragen, als Sonde eingesetzt
werden konnen, um die Rigiditit der aktiven Zentren von DNA-Polymerasen zu
untersuchen. In dieser Studie wurden kinetische Untersuchungen der Polf und des
KF(exo-) durchgefiihrt, die deutliche Unterschiede in den sterischen Einschrinkungen
zeigen, die beim Zucker-Riickgrat des eingehenden Nukleotides und des 3'-
Primerterminus wirken.

Beide Enzyme wurden durch die Modifikation am eintretenden Nukleotid
beeintrichtigt, allerdings zeigte die Polf3 einen stirkeren Effekt als das KF(exo-). In der
Tat konnte die Polp den T™TP auch nach mehreren Stunden und bei hohen
Konzentrationen nicht effizient einbauen. Das KF(exo-) konnte hingegen den Einbau
modifizierter TXTPs nur geringfiigig schlechter als das unmodifizierte TYTP
durchfiithren. Da die Polf eine ca. 10-fache geringere Genauigkeit in der Inkorporation
von Nukleotiden im Vergleich zum KF(exo-) zeigt, wiirde man eine rigidere
Bindungstasche beim KF(exo-) als bei der Polf erwarten. Die Tatsache, dass das
KF(exo-) die modifizierten Nukleotide besser einbauen konnte als die Polf3, weist auf
eine grofere Flexibilitit im aktiven Zentrum hin, zumindest in der Interaktion mit dem
Zucker.

Bei der Untersuchung der Interaktionen am 3’-Primerterminus konnten Unterschiede
in der Verlingerungseffizienz der alkylierten Primer festgestellt werden, die um mehrere
Groflenordnungen  variierten. Die beiden untersuchten Enzyme zeigen ein
entgegengesetztes Verhalten, wenn sie die eingesetzten sterischen Sonden am

Primerterminus im Vergleich zum eintretenden dNTP prozessieren. In der Tat konnte
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die PolP die Primer/Templat-Komplexe gut prozessieren, die am 3’-Primerterminus die
Modifikation trugen. Die Enzymkonformation in der Polf kann offensichtlich die
Stérung durch sterische Sonden besser tolerieren als die des KF(exo-).

Dieser Teil der Arbeit bietet die ersten experimentellen Hinweise, dass bei den
untersuchten Polymerasen unterschiedliche sterische Zwinge auf den Nukleotiden am
3’-Primerterminus wirken. Diese Erkenntnisse stimmen den experimentellen Daten
tiber die Unterschiede in ,Misalignment Fidelity“ zu. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse,
dass die sterischen Zwinge direkt in der Genauigkeit von DNA-Polymerasen involviert
sind. Eine interessante anschlieffende Untersuchung wire, die Kristallstruktur der beiden
Polymerasen in der Gegenwart dieser Sonden zu losen, um die Unterschiede in den

sterischen Zwingen besser kldren zu kénnen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Screeningsystem entwickelt, um eine Mutante der
PolB zu finden, die eine erhohte Uberlesefunktion iiber DNA-Schiden vorweist. Das
Ziel dieser Evolution war, einen Beitrag zur Klirung des Mechanismus zu leisten, der an
der Basis der Bypass-Fihigkeit mancher DNA-Polymerasen liegt. Als Startpunkt wurde
das Screeningsystem von Summerer genommen, um es flir eine humane mesophile
DNA-Polymerase zu adaptieren. Das Screening basiert auf der Eigenschaft des Farbstoffs
SybrGreen I, das sich an doppelstringige DNA bevorzugt anlagert. Der Endpunkt einer
Primerverlingerungsreaktion konnte somit schnell und in einem Multilochformat
ermittelt werden. Die Herausforderung dieser Methode stellte allerdings die Expression
der Polf-Mutanten in 96-Deepwellformat dar. Dieser Schritt hat sich als der
entscheidende fiir das Gelingen des Screenings herausgestellt. Nur durch die
Optimierung des fir die Polf codierenden Gens an den Kodon-Gebrauch der E. coli
konnte eine hohe Uberexpression in so einem Format erzielt werden, um das Lysat
direkt in der Reaktion einsetzen zu kénnen. Durch eine so hohe Expression konnte ein
Verhiltnis zwischen aktiven und inaktiven Mutanten von 3:1 erreicht werden, welches
die Durchmusterung ermaglichte.

6688 Mutanten wurden auf Aktivitit gescreent. 40% davon (2714) wurden ausgewihlt

und spiter in eine zweite Primerverlingerungsreaktion unter modifizierten Bedingungen
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getestet. Zwei verschiedene Ansitze wurden vorgenommen, um eine Mutante zu finden,
die DNA-Schidden tiberlesen konnte. Zum einen wurde ein Templat in der Reaktion
eingesetzt, das eine stabile abasische Stelle enthielt. Zum anderen wurde eine
Primerverldngerungsreaktion in der Gegenwart von nur drei dNTPs durchgefiihrt. Aus
beiden Reaktionen konnten mehrere Treffer identifiziert werden. Allerdings wurde eine
Mutante, die in beiden Screeningsysteme hervorgestochen war, fiir die weitere
Charakterisierung ausgewihlt.

Das Uberlesen verschiedener DNA-Schiden wurde in einer radiometrischen
Primerverlingerungsreaktion getestet, wobei das Templat eine Modifikation trug. Die
Reinigung mittels Affinitdtschromatographie wurde fiir beide, Wildtyp und Mutante,
optimiert. Die Mutante 5P20 konnte bei niedrigeren Konzentrationen an Enzym einen
verbesserten Bypass tiber oxidative Schiden zeigen, wasder Wildtyp erst bei hoheren
Konzentrationen erreichte. Die Gegenwart einer abasischen Stelle im Templat stellte
eine stirkere Blockade fiir die Polymerisationsreaktion des Wildtyps dar, weil dieses
Enzym auch bei hoheren Konzentrationen nicht effektiv dariiber synthetisieren konnte.
Die Mutante 5P20 erwies eine bessere Uberlesefunktion auch bei niedrigeren
Konzentrationen, wobei ein Volllingenprodukt nur bei héheren Konzentrationen an
Enzym erreicht werden konnte. Aus den kinetischen Daten wurde ersichtlich, dass der
Wildtyp den Einbau gegeniiber der abasischen Stelle nicht effektiv durchfiihren konnte,
wihrend die Mutante 5P20 dGTP, CTP und dATP einbauen konnte. Die
anschlieffende Verlingerung konnte von der Mutante 160-fach besser als der Wildtyp
durchgefiihrt werden.

Die Analyse der Sequenz dieser neuen Variante zeigte vier Mutationen auf der
Proteinebene. Durch die Untersuchung aller méglichen Kombinationen dieser vier
Mutationen konnte gezeigt werden, dass zwei dieser Mutationen, nimlich Glu232Lys
und Val269Met, ausreichend fiir die Entstehung der neuen Eigenschaft waren und dass
die weiteren beiden Mutationen Ser2Gly und Phe99Leu keinen negativen Einfluss
darauf hatten. Glu232 und Val269 befinden sich in der Nihe des Templatstranges in
der Handfliche-Domine bzw. in der sogenannten ,hydrophoben Gelenkregion® im

Daumenbereich.
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Die Position 269 befindet sich in der Region, die die Verinderung von offener zur
geschlossenen Konformation hervorruft. Diese Bewegung konnte durch die vorhandene
Mutation beeinflusst sein und zu dieser verinderten Substratakzeptanz fiihren.
Auffallend ist die Tatsache, dass eine weitere Mutante mit erhohter Bypass-Funktion,
nimlich Val269lle, ebenfalls in dieser Studie isoliert werden konnte. Beide
vorgefundenen Mutationen an dieser Stelle verursachten eine Vergroflerung ohne
Anderung der Ladung der Seitenkette. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass diese
Position eine wichtige Rolle in der Erkennung einer durch die abasische Stelle
verinderten Konformation der DNA spielen kann. Die sterische Umgebung in diesem
Erkennungsmechanismus spielt eine grofle Rolle.

Die Mutation Glu232Lys trigt eine starke Anderung der Ladung der Seitenkette in der
Nihe zum Templatstrang. Eine erhohte elektrostatische Interaktion mit der DNA kann
vermutlich einer der Griinde fiir diese neue Eigenschaft sein. In der Tat verdeutlicht der
Vergleich mit der Dpo4 DNA-Polymerase, eine TLS-Polymerase, dass positive
Ladungen im DNA-Bindungskanal durchaus einen Einfluss auf die Uberlesefunktion
haben kénnen.

Um diese Theorie zu bestitigen, wire es wichtig, die Kristallstruktur der 5P20 Mutante
in der Gegenwart einer abasischen Stelle zu 16sen. Diese Experimente sind geplant und
werden gerade in der Arbeitsgruppe von Prof. Welte (Lehrstuhl fir Biophysik und
Strukturbiologie, Universitit Konstanz) bearbeitet. Es wire auflerdem interessant, eine
Mutation in der DNA-Bindedomine der Dpo4 hinzuzufiigen, die eine negative Ladung,
wie in der Polf vorhanden, einbringt, um zu untersuchen, ob die Uberlesefunktion
beeintrichtigt wird. Allgemeiner betrachtet konnte man versuchen, die Theorie, dass
elektrostatische Interaktionen an der Basis der Uberlesefunktion liegen, anhand von
weiteren Beispielen mit weiteren DNA-Polymerasen zu beweisen.

Besonders interessant wire die Charakterisierung der 5P20 Mutante in der Zellkultur,
um zu testen, ob die neue Uberlesefunktion der PolB ein Vorteil fiir die Zelle sein kann.
Es ist bekannt, dass die Schiden, die durch DNA- Alkylierungsstoffe entstehen,
normalerweise durch BER repariert werden. Die Expression dieser Mutante in MEFs

Polf-/- und anschlieender Behandlung dieser Zellen mit Methylmethansulfonat
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(MMS) kénnte eine Antwort auf diese Frage liefern.
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3 Methoden

3.1 Synthese Oligodesoxynukleotide

Alle Synthesen wurden mit einem ABI 392 RNA/DNA-Synthesizer unter Verwendung
der jeweiligen Standardreagenzien durchgefithrt. Nach Syntheseende wurde die
Synthesesiule gedffnet, das Siulenmaterial entnommen und in einem Schraubdeckel-
Eppendorfgefif§ mit 32%-iger wissriger Ammoniaklosung gemischt. Nach 12h
Inkubation bei 55°C wurde die Ammoniaklgsung im Vakuum entfernt, der
verbleibende Feststoff in einem 1:1 (v/v) Gemisch aus Wasser und PAGE Ladepuffer
aufgenommen, geschiittelt, zentrifugiert und der Uberstand fiir die Reinigung mittels
PAGE (siehe 3.2.2) verwendet.

Der Einbau einer 4’-C-Alkyl-thymidineinheit in einen Oligodesoxynukleotidstrang
erfolgte 3’-terminal. Zur Inkorporation 4’-C-modifizierter Thymidinsonden in DNA
als 3’-terminales Nukleotid wurde die entsprechend modifizierte CPG-Festphase in
Synthesesdulen eingefiillt und eingesetzt. Der erste Kopplungsschritt wurde mit einer

Kopplungszeit von 10min durchgefiihrt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Doppelstringige DNA-Molekiile aus enzymatischen Modifikationsschritten wurden
mittels nicht- denaturierender Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Abhingig von der
Fragmentlinge wurden Gele zwischen 0,8 und 1% (w/v) Agarosegehalt in TBE Puffer
verwendet. Eingewogene Agarose wurde in 0,5 x TBE im Mikrowellenherd aufgekocht.
Die Losung wurde anschlieflend in die vorbereitete Gelkammer gegossen und die
entsprechenden Kimme fiir die Geltaschen eingesetzt. DNA-Proben wurden mit einem

6 x -konzentrierten Ladepuffer gemischt, aufgetragen und mit einer Spannung von 6-
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8V/cm aufgetrennt. Als Lingenstandard wurden FastRuler DNA Ladder, High Range
von Fermentas (500bp —10 000bp) oder GeneRuler DNA Ladder Mix von Fermentas
(100bp — 10 000bp) verwendet. Das Gel wurde anschlieffend zuerst in einer
Firbelosung (Ethidiumbromid 0,5pg/ml in 0,5xTBE) 20min lang und dann in einer
Entfirbelosung (0,5xTBE) 10min lang geschwenkt.

10x TBE-Laufpuffer

Reagenz Konzentration
Tris 890mM
Borsdure 890mM
EDTA 20mM

Durch Ethidiumbromid-Interkalation wurde die fluoreszente DNA anschliefend auf

einem Geldokumentationsgerit visualisiert.

Agarose-Ladepuffer

Reagenz Konzentration
Glycerin 50% (v/v)
Tris-HCI 50mM
EDTA pH 8,0 50mM
Bromphenolblau 0,05% (w/v)

3.2.2 Polyacrylamidgelelektrophorese

DNA-Oligonukleotide wurden zur Reinigung oder Analyse von enzymatischen

Reaktionen durch denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt. Es

wurden 12%-ige Polyacrylamidgele (in 1,5mm Dicke fiir priparative oder 0,4mm fiir

analytische Gele) durch Mischung von Vorratslosungen A, B und C hergestellt. Zum

Start der Polymerisation wurden APS und TEMED zugegeben. Die Gellosung wurde
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anschlielend zwischen zwei gereinigte und silanisierte Glasplatten (52cm  max.
Lauflinge) gegossen, die durch entsprechende Abstandhalter voneinander getrennt

waren. Die Geltaschen wurden durch Einsetzen eines entsprechenden Kammes

hergestellt.

Polyacrylamidgel

Reagenz Menge

Vorratslosung A:  10xTBE in 8,3 M Harnstoff 10ml

Vorratslosung B: 2% N,N’-Methylenbisacrylamid und 48ml
25% Acrylamidlsung in 8.3 M Harnstoff

Vorratslosung C: 8,3 M Harnstoff 42ml

APS 10% (w/v) 800pl

TEMED 40pl

Endvolumen 100ml

Nach Polymerisation (60min) wurde das Gel in eine vertikale Gelapparatur eingesetzt,
1x TBE als Laufpuffer eingefiillt und ein Vorlauf (bei 45°C und max. 120W bei 1600V
fur priparative und 2300V fiir analytische Gele) durchgefiithrt. Vor Auftragung der
Proben wurden die Taschen mit Laufpuffer gespiilt. Die Proben wurden vor dem Lauf

mit Auftragspuffer versetzt, fiir 2min bei 95°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt.

Polyacrylamid-Ladepuffer

Reagenz Konzentration
Formamid 80% (v/v)
H,O 20% (v/v)
EDTA 20mM

Als Langenreferenz wurden die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol verwendet.
Die Trennung erfolgt bei einer Spannung von ca. 1600V bei priparativen und 2300V

bei analytischen Gelen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele zur Analyse entweder
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auf Whatmanpapier iibertragen, getrocknet und auf einen Phosphorimagerscreen
exponiert oder, bei priparativen Gelen, nach Ausschneiden der relevanten Banden

verworfen.

3.2.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte nach dem Protokoll der Firma
Qiagen mittels des QIAquick Gel Extraktionskits. Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung wurde die zu isolierende DNA mittels eines Skalpells aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefily iiberfithrt. Hier wurde die Agarosematrix
durch Zugabe von Losung QG bei 50°C unter Schiitteln aufgelést, woran sich eine
Reinigung iiber eine Silikagelmembran anschloss. Die DNA wurde anschlieffend mit

H,O dest. oder EB-Puffer von der Siule eluiert.

3.2.4 Isolierung von DNA aus Polyacrylamidgelen

Die durch Elektrophorese aufgetrennte DNA wurde auf eine in Klarsichtfolie
eingeschlagene Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator gelegt und durch UV-Licht der
Wellenlinge 254nm sichtbar gemacht. Die zu isolierenden Banden wurde mit einer
sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten und durch eine 5-ml Spritze zerkleinert. Zur
Elution wurden die zerkleinerten Gelstiicke in einem Eppendorf-Gefif§ mit etwa einem
Volumen Woasser versetzt und in einem Thermoschiittler bei 55°C iiber Nacht
geschiittelt. Nach Filtration iiber mit silanisierter Glaswolle gestopfte Spritzen wurde die

DNA durch Ethanolprizipitation (s.u.) entsalzt.

3.2.5 Ethanolprizipitation

DNA wurde zur Beseitigung von Salzen und anderen Verunreinigungen aus wissriger,
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monovalente Kationen enthaltender Losung mittels Ethanol ausgefille. Die DNA-
Losung wurde mit 1 Volumen 0,3 M Natriumacetat (pH 5,4) und 3 Volumen Ethanol
(-20°C, 100%) versetzt. Die Prizipitation erfolgte fiir 20min bei —80°C, worauthin
15 000rpm bei 4°C fiir 30min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet mit auf —20°C gekiihltem 70%-igem Ethanol gewaschen. Anschlieflend wurde
das gewaschene Pellet in Wasser aufgenommen und die Lésung durch einen 0,45pm

Spinfilter von Schwebstoffen befreit.

3.2.6 Quantitative Nukleinsiure-Bestimmung

Purin- und Pyrimidinbasen absorbieren ultraviolette Strahlung der Wellenldngen 250-
270nm. Das Absorptionsspektrum besitzt bei einer Wellenlinge von 260nm ein
Maximum, bei welchem die Quantifizierung der Nukleinsiuren durchgefithrt wurde.
Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz existiert ein linearer Zusammenhang zwischen der
Extinktion und der Konzentration der DNA, dabei gelten fur die verschiedenen

Nukleinsdurearten folgende empirische Faktoren:

Eine ODag von 1 entspricht 50mg/ml dsDNA.

Fir einzelstringige Oligonukleotide wurde eine sequenzabhingige Formel zur

Berechnung des millimolaren Extinktionskoeffizienten verwendet:

e[mM'cm'] = 15,2(A) + 12,01(G) + 8,4(T) + 7,05(C)

wobei A, G, C und T die in der Sequenz enthaltenen Nukleotide bezeichnen.

Die Konzentration der gemessenen Losung ergibt sich dann aus:

c[mM] = ODy / (e[mM'cm']* £[cm])
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wobei £ die Linge der Kivette ist.

3.2.7 Entfernung von Proteinverunreinigungen

Die Entfernung von Proteinverunreinigungen aus DNA-haltigen Losungen erfolgte
nach dem Protokoll der Firma Qiagen mittels des Reaction Cleanup Kits oder nach dem
Protokoll der Firma Zymo Research mittels des Zymoclean DNA Clean &
Concentrator-5 Kits. Die in der Losung enthaltenen Proteine wurden durch Zugabe von
der Losung QRC (Qiagen) oder DNA Binding Buffer (Zymo Research) denaturiert und
eine Reinigung tiber eine Silikagelmembran anschloss. Die DNA wurde anschlief(end

mit H,O dest. oder EB-Puffer von der Siule eluiert.

3.3 Enzymatische Reaktionen

3.3.1 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese ermdglicht den gezielten Austausch, die gezielte
Einfihrung, oder die Entfernung von Aminosiuren. Die Mutagenese wurde mit Hilfe
des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt.

Folgende Programmparameter wurden dabei verwendet:

Schritt Zeit Temperatur ~ Zyklen
Denaturierung 30s 95°C
Primer-Annealing 60s 60°C

Elongation 390s 68°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

Anzahl an Zyklen: 20
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Die Reaktionen hatten folgende Zusammensetzung:

Reagenz Endkonzentration
Pfiu Turbo 10x Puffer Ix

dNTP Mix (dquimolar) 0,125mM je dNTP
5' Primer 200nM

3' Primer 200nM

DNA Templat (pET21b_hPolf3) 10 bis 50ng

Pfu Turbo DNA-Polymerase 0,05 U/pL

Die verwendeten Primer zur Herstellung der D256A-Mutante (siche 2.2.2.2) waren

(Primersequenzen siehe 5.1):

Natiirliche Sequenz 5" Primer PolB D256A for
3’ Primer Polf3 D256A rev
Kodon-optimierte Sequenz 5" Primer PolB codon-optimized D256A for
3’ Primer Polp codon-optimized D256A rev

Die methylierte Matrizen-DNA wurde anschliefend durch Zugabe von 1pl des
Restriktionsenzyms Dpnl 1h bei 37°C abgebaut. Das erhaltene Produkt wurde
schlieSlich in E. coli XL10-Gold transformiert. Zehn Einzelklone wurden gepickt und

auf die Mutation untersucht.

3.3.2 Ungerichtete Mutagenese

Die ungerichtete Mutagenese Methode wird angewendet um den Austausch von
Aminosiuren in Proteine zu erzielen, indem man Mutationen in einem Gen wihrend
einer PCR einfihrt. Mutationen werden zufillig durch die Anwendung von
fehleranfilligen DNA-Polymerasen und/oder Reaktionsbedingungen eingefiihrt. In
dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden angewendet: das GeneMorph 11

Random Mutagenesis Kit von der Firma Stratagene und die fehleranfillige PCR (error
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prone-PCR).

3.3.2.1 Mutazyme PCR

Mutazyme II DNA-Polymerase ist ein Gemisch von zwei fehleranfilligen DNA-
Polymerasen—Mutazyme I DNA-Polymerase und eine 72g DNA-Polymerase Mutante,
die eine erhohte Hiufigkeit von Fehleinbau und Fehlpaarungsverlingerung zeigt,
verglichen zu dem Wildtyp-Enzym. Diese Mischung zweier Enzyme sollte ein
balanciertes Fehlerspektrum erzielen. Die Mutationsrate kann durch die Templatmenge

und die Anzahl an Amplifikationszyklen gesteuert werden.

Folgende Programmparameter wurden dabei verwendet:

Schritt Zeit Temperatur Zyklen
Denaturierung 60s 95°C

Primer-Annealing 60s 60°C

Elongation 120s 72°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

Anzahl an Zyklen: 30

Die Reaktionen hatten folgende Zusammensetzung:

Reagenz Endkonzentration
Mutazyme 11 10 x Puffer Ix

dNTP Mix (dquimolar) 0,2mM je dNTP
5' Primer 200nM

3' Primer 200nM

DNA Templat (pET21b_hPolf3) variabel
Mutazyme II DNA-Polymerase 0,05 U/pL
Endvolumen 50pl
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Zur Uberpriifung der Reaktion wurde ein Aliquot (5pL) des Ansatzes entnommen, mit
Agarose-Ladepuffer (2,5pL) versetzt und anschlieffend auf ein Agarosegel aufgetragen.
Nach beendeter Reaktion wurde die dsDNA gemif 3.2.1 und 3.2.3 gereinigt.

Spezifische Parameter fiir die Reaktionen waren:

Templatmengen an PolB-ORF (5 Ansitze)

Name der Bibliothek Pooll- Pooll- Pooll- Pooll- Pooll-
100 700 1500 2200 3000
Templatmenge 100ng 700ng 1500ng 2200ng 3000ng

Erwartete Mutationsrate 9 -16 45-9 0-4,5 0-4,5 0-4,5
(Mutationen/ kb)

Die verwendeten Primer zur Herstellung des ungerichtet-mutierten Inserts (siche

2.2.2.4.1) waren (Primersequenzen siche 5.1):

Klonierung in pET21b 5’ Primer PolB pET21b Mutagenesis for
3’ Primer PolB pET21b Mutagenesis rev

3.3.2.2 Fehleranfillige PCR (error prone-PCR)

Die ungerichtete Einfiihrung von Mutationen in den DNA-Templaten erfolgte durch
fehleranfillige PCR in Ansitzen zu jeweils 50pL in einem PCR-Thermocycler. Die 7ag-
Polymerase besitzt keine sogenannte ,proofreading”-Aktivitit (3’-5’-Exonuclease-
Aktivitdt) und ist daher nicht in der Lage, falsch eingebaute Nukleotide aus dem neu
synthetisierten DNA-Strang zu entfernen. Dadurch amplifiziert sie DNA-Sequenzen
mit einer enzymspezifischen Fehlerrate. Desweiteren ldsst sich die Fehlerrate der
Polymerase unter anderem weiter durch die Verwendung unterschiedlicher
Salzkonzentrationen des Reaktionspuffers und Verinderungen im Gleichgewicht der
Nukleotide erhohen.
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Die Reaktionen hatten folgende Zusammensetzung:

Reagenz Endkonzentration
Tris-HCI, pH 8,3 10mM
KCI 50mM
MgCL 7mM
dCTP ImM
dTTP ImM
dATP 0,2mM
dGTP 0,2mM

5' Primer 200nM
3' Primer 200nM
DNA Templat (pET21b_hPolf3) 300pg/pl
MnCl, 0,05mM
Tag DNA-Polymerase 0,05U/pL
Endvolumen 50pl

Folgende Programmparameter wurden dabei verwendet:

Schritt Zeit Temperatur ~ Zyklen
Denaturierung 60s 95°C
Primer-Annealing 60s 60°C

Elongation 150s 72°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

Anzahl an Zyklen: 20

Zur Uberpriifung der Reaktion wurde ein Aliquot (5pL) des Ansatzes entnommen, mit
Agarose-Ladepuffer (2,5pL) versetzt und anschlieffend auf ein Agarosegel aufgetragen.
Nach beendeter Reaktion wurde die dsDNA gemif$ 3.2.1 und 3.2.3 gereinigt.

Die verwendeten Primer zur Herstellung des ungerichtet-mutierten Inserts (siche
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2.2.2.4.2) waren (Primersequenzen siehe 5.1):

Klonierung in pET21b 5’ Primer PolB pET21b Mutagenesis for
3" Primer PolB pET21b Mutagenesis rev

Klonierung in pGDR11 5’ Primer PolB pGDR11 Mutagenesis for
3’ Primer PolB pGDR11 Mutagenesis rev

3.3.3 Kolonie-Polymerase-Ketten-Reaktion (Kolonie-PCR)

Die Kolonie-PCR ist eine Methode, um Bakterien zu identifizieren, die nach
Transformation das erwiinschte rekombinante Plasmid tragen. Als Templat fiir die
Amplifikation wurden die Bakterien, ohne vorherige Lyse, benutzt. Einzelne Kolonien
wurden von der Agarplatte mittels einer Pipettenspitze gepickt, in 50pl H,O dest.
aufgenommen und 1pl direke in der Reaktion als Templat angesetzt. Die PCR erfolgten

in Ansitzen zu jeweils 50pL in einem PCR-Thermocycler.

Folgende Programmparameter wurden dabei verwendet:

Schritt Zeit Temperatur ~ Zyklen
Denaturierung 60s 95°C
Primer-Annealing 60s 60°C

Elongation 180s 72°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

Anzahl an Zyklen: 30
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Die Reaktionen hatten folgende Zusammensetzung:

Reagenz Endkonzentration
Tag 10 x Puffer Ix

MgCl, 2mM

5' Primer 200nM

3' Primer 200nM

dNTP Mix (dquimolar) 0,2mM je dNTP
DNA Templat (Bakterien) variabel

T2g DNA-Polymerase 0,05U/pL
Endvolumen 50pl

Zur Uberpriifung der Reaktion wurde ein Aliquot (5pL) des Ansatzes entnommen, mit
Agarose-Ladepuffer (2,5pL) versetzt und anschlieffend auf ein Agarosegel aufgetragen.
Nach beendeter Reaktion wurde die dsDNA gemif3 3.2.1 und 3.2.3 gereinigt.

Die verwendeten Primer zur Kontrolle der Klonierung des random-mutierten ORFs

(siche 2.2.2.4) waren (Primersequenzen siche 5.1):

Klonierung in pET21b 5’ Primer PolB pET21b Mutagenesis for
3" Primer PolB pET21b Mutagenesis rev

Klonierung in pGDR11 5’ Primer PolB pGDR11 Mutagenesis for
3’ Primer PolB pGDR11 Mutagenesis rev

3.3.4 5'-Phosphorylierung mit >*P

Zur radioaktiven 5’-Markierung von DNA-Primern wurden diese mit 74
Polynukleotidkinase phosphoryliert. Dazu wurden die Oligonukleotide bei 37°C mit [y-
3P]-ATP und 74 PNK fiir 60min inkubiert.
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Fiir die Phosphorylierung wurde folgender Ansatz angewandt:

Reagenz Endkonzentration
T4 PNK Puffer 1x

DNA-Primer 0,2uM (10pmol)
[y->*P]-ATP 0,2pCi/pL

74 Polynukleotidkinase (74 PNK) 0,5U/pL
Endvolumen 50pl

Die Reaktion wurde durch 5-miniitiges Erhitzen auf 95°C gestoppt und der markierte
Primer durch Gelfiltration (Sephadex G-25) von Salzen und verbliebenem ATP befreit.
Nach Zugabe von 20p! unmarkiertem Primer (10pM) wurden 70pl einer 3uM Losung

erhalten, die fiir DNA-Polymerase-Reaktionen eingesetzt wurde.

3.3.5 Restriktionsverdau doppelstringiger DNA

Die Restriktion doppelstringiger DNA diente der Herstellung kohisiver Termini fiir die
Klonierung von DNA-Stiicken nach Ligation in einen Vektor. Durch die Verwendung
zweier nicht isoschizomerer Restriktionsendonukleasen kénnen Ort und Orientierung
der Insertion des DNA-Stiickes in den Vektor gesteuert werden (,directional cloning®).
Unit-Definitionen und Pufferbedingungen kénnen den Protokollen des Herstellers
entnommen werden. pET21b und hPolf Pooll und Pool2- Random-inserts wurden
sequenziell zuerst mit Nhel in NEB Puffer 2 und nach Anpassen vom Salzgehalt mit
Notl fir jeweils 3h bei 37°C verdaut. pGDR11 und hPolf3 Pool3- Random-insert
wurden mit BamHI und Sall in NEB Puffer 3 fiir 1h bei 37°C gleichzeitig verdaut. Die
Reinigung des Inserts erfolgte tiber Agarose Gelelektrophorese und Elution aus dem Gel
gemifd 3.2.1 und 3.2.3. Die Vektor-DNA wurde direkt nach dem Verdau an den 5'-
Ende dephosphoryliert (siche 3.3.6).

Die Restriktionsansitze fiir die Klonierung in den Vektor pET21b hatten folgende
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Zusammensetzung;

Reagenz Endkonzentration
10x NEB Reaktionspuffer 2 Ix

BSA (NEB Stock) 1x

dsDNA 5-20fmol/pl

Nbhel 0,032U/fmol DNA
Endvolumen 50pul

Anschlieflend wurde der Salzgehalt angepasst und das zweite Enzym dazugegeben:

Reagenz Endkonzentration
NaCl 50mM

Notl 0,032U/fmol DNA
Endvolumen 70pl

Fiir die Klonierung in den Vektor pGDR11 wurde folgender Ansatz angewandt:

Reagenz Endkonzentration
10x NEB Reaktionspuffer 3 Ix

BSA (NEB Stock) 1x

dsDNA 5-20fmol/pl

Sall 0,064U/fmol DNA
BamHI 0,16U/fmol DNA
Endvolumen 50ul

3.3.6 Dephosphorylierung

Um eine Selbstligation des Vektors zu vermeiden, wurde die mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen verdaute Vektor-DNA an den 5’-Enden durch eine

einstiindige Inkubation mit Antarctic Phosphatase (5U fiir 50pl-Ansatz) bei 37°C
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dephosphoryliert. Die Phosphatase wurde direkt dem Restriktionsverdausgemisch
zugegeben, mit der Zugabe des fiir die Phosphatase eigenen Puffers. Durch eine
nachfolgende 20-miniitige Inkubation bei 65°C erfolgte die Inaktivierung der
alkalischen Phosphatase. Reinigung erfolgte {iber Agarose Gelelektrophorese und
Elution aus dem Gel gemif$ 3.2.1 und 3.2.3.

3.3.7 Ligation doppelstringiger DNA

Durch Ligation von DNA-Stiicken und Vektoren werden rekombinante Plasmide
erzeugt, die anschliefend in E. coli Bakterien transformiert werden kdénnen. Dazu
wurden Reaktionen linearisiertes Plasmid mit einem dreifachen Uberschuss an
verdautem hPolB- Random-Insert (siche 3.3.2) in Gegenwart der 74 DNA-Ligase
inkubiert. Die Reaktion wurde 16h bei 16°C im PCR Cycler (Deckeltemperatur 30°C)

inkubiert.

Fiir die Reaktion wurde folgender Ansatz angewandt:

Reagenz Endkonzentration
10x Reaktionspuffer (+ATP) Ix

Insert DNA 1,45ng/pl

Vektor DNA 2,5ng/pl

T4 DNA Ligase 0,05U/pl
Endvolumen 20pl

Erhaltenen Reaktionsmischungen wurden aufgereinigt (siche 3.2.7) direkt in E. coli
XL10-Gold oder BL21-CodonPlus(DE3)-RIL transformiert (siche 3.4.6). Es wurden
stets Kontrollen ohne Insert durchgefiihrt, um die Effizienz der intramolekularen

Ligation abzuschitzen.
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3.3.8 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden von GATC Biotech oder Sequiserve Sequencing Services
durchgefiihrt. Zu analysierende Plasmide wurden dafir in E. co/i XL10-Gold oder
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL wie in 3.4.2 beschrieben vermehrt, mittels des

Qiagen Miniprep Kits (siche 3.4.4) gereinigt und verschicke.

3.4 Bakterienkulturen

3.4.1 Plattenkultur

Die Anzucht von E. coli Bakterien erfolgt durch Ausstreichen von Fliissigkulturen oder
Transformationsansitzen auf sterile LB-Agar-Platten. Zur Selektion auf Plasmide
wurden dem Medium entsprechende Antibiotika (Carbenicillin Endkonzentration
100pg/mL, Chloramphenicol Endkonzentration 34pg/ml) zugesetzt. Die Inkubation
der Bakterienkulturen erfolgte iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

3.4.2 Fliissigkultur

Flussigkultur erfolgte in sterilen Gefiflen bei 37°C im Schiittelinkubator. Fiir
Sequenzierungsansitze wurden E. coli XL10-Gold LB-Kulturen (+Carbenicillin,
150pg/ml) oder E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL LB-Kulturen (+Carbenicillin,
150pg/ml und Chloramphenicol, 34pg/ml) von 5 oder 20ml iiber Nacht bei 220rpm
durchgefiihrt. Fiir Expressionskulturen wurden Ubernachtkulturen wie unter 3.5.1

beschrieben durchgefiihrt.

3.4.3 Glycerinkultur

Zum Anlegen von Glycerinkulturen fiir die Langzeitlagerung von E. coli Zellen wurde 1
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Volumen Flissigkultur vorsichtig mit einem Volumen Glycerin-Medium vermischt,

30min bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieffend bei -80°C eingefroren.

3.4.4 Plasmidisolierung

Nach Transformation von E. coli X1.L10-Gold oder E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
und Plattenkultur tiber Nacht wurden Einzelkolonien gepickt und in 5ml LB-
Flussigmedium (+ Carbenicillin 150pg/ml bei XL10-Gold; + Carbenicillin, 150pg/ml
und Chloramphenicol, 34pg/ml bei BL21-CodonPlus(DE3)-RIL) iiber Nacht kultiviert
(37°C, 220rpm). Reinigung der Plasmide erfolgte nach Vorschrift des Qiagen Miniprep
Kits: Nach Zellernte durch Zentrifugation (10min, 4°C, 4000rpm) wurde das erhaltene
Pellet in RNAseH-haltigem Puffer P1 resuspendiert und zur DNA-denaturierenden
Lyse mit alkalischem, SDS-haltigem Puffer P2 versetzt. Nach Neutralisation und
Zugabe von chaotropen Salzen (Puffer N3) wurde zentrifugiert und die im Uberstand
enthaltenen renaturierten Plasmide an die Silikagelmembran einer Zentrifugationssiule
gebunden. Nach Waschen der Siule wurde diese im Vakuum getrocknet und die DNA

mit Wasser eluiert.

3.4.5 Herstellung elektrokompetenter E. coli

Es wurden 5ml Ubernacht-Fliissigkultur (LB-Medium, 15pg/ml Tetracyclin) von
vereinzelten Kolonien von E. coli XL10-Gold und BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
hergestellt. Es wurde damit 11 Kultur (LB-Medium, 15pg/ml Tetracyclin) angeimpft
und bei 20°C kultiviert, bis ein ODgp von 0,5 erreicht war. Die Kulturen wurden auf
0°C 15min gekiihlt und bei 4°C durch Zentrifugation pelletiert (30min, 4000rpm).
Anschlieffend wurden die Pellets in 5ml (4°C) H,O resuspendiert und zweimal in je 11
(4°C) H,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (4°C, 30min, 4000rpm) wurden

die erhaltenen Pellets in 80ml 10% Glycerol (4°C) resuspendiert, noch einmal pelletiert
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und in 8ml 10% Glycerol aufgenommen. 200pl-Aliquots wurden angesetzt, in fliissigem

Stickstoff gefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.6 Transformation von E. coli

Zur Transformation von E. coli XLL10-Gold und BL21-CodonPlus(DE3)-RIL wurden
Ing Vektor mit 100yl frisch aufgetauten elektrokompetenten Zellen vorsichtig bei 0°C
gemischt. Die Transformation erfolgte mittels Elektroporation im Gene Pulser II
(BioRad, Miinchen). Die Zellen wurden in eine 1mm-Elektroporationskiivette
tberfihrt und eine Spannung von 1800V wurde fir 5ms angelegt. Nach Zugabe von
900pl warmem SOC-Medium und einstiindiger Inkubation bei 37°C (350rpm,
Eppendorfschiittler) wurden die Zellen auf Agarplatten (100pg/ml Carbenicillin bei
E. coli XL10-Gold oder 100pg/ml Carbenicillin und Chloramphenicol 34pg/ml bei
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Es wurden stets Kontrolltransformationen ohne Vektor durchgefithre. Bei der
Transformation von Ligationsansitzen wurde 1pl des Ligationsansatzes (siche 3.3.7)

verwendet.

3.5 Expression und Reinigung von Polff

3.5.1 Expression

Zur Expression von Polf3 mithilfe des pET21b_hPolf-Vektors wurde E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL als Expressionsstamm verwendet. Zur Expression von Polf3
mithilfe des pGDR11_hPolB_codon_optimized-Vektors wurde E. coli XL10-Gold als
Expressionsstamm verwendet. Es wurden Ubernachtkulturen von vereinzelten Kolonien
hergestellt (LB, passende Antibiotika). Die Ubernachtkulturen wurden 20- fach in
frisches LB mit den entsprechenden Antibiotika verdiinnt und bis zur exponentiellen

Wachstumsphase bei 37°C inkubiert (ODg = 0,6 — 0,7). Die Expression wurde durch
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Zugabe von 1mM IPTG induziert, die Kulturen nach 4h weiterer Inkubation bei 37°C
pelletiert und auf -80 °C gelagert. Zur Herstellung der Mutantenbibliothek von hPolf3
wurden einzelne Klone in 150pl mit den entsprechenden Antibiotika versetztem LB-
Medium in 384-Deepwellplatten mit Hilfe von sterilen Zahnstochern gepickt, bei 37°C
und 1000rpm kultiviert und fiir die Lagerung bei -80°C mit Glycerol beschichtet (siche
3.4.3). 1ml-Expressionskulturen der Einzelklone wurden in 2,2ml-96-Deepwellplatten
durchgefiihrt. Die Bakterien wurden mit Hilfe eines Pipettierroboters tiberimpft. Die
Platten wurden zur Inkubation mit Airpore Tape Sheets verschlossen und bei 1000 rpm
geschiittelt. Die Expression wurde ebenfalls bei ODgyo = 0,6 — 0,7 mit 1mM IPTG
induziert. Die Platten wurden nach 4-6h bei 4000 rpm abzentrifugiert und die Pellets

wurden bei -80°C gelagert.

3.5.2 Native Lyse von Expressionskulturen

Zur Lyse der pelletierten Expressionskulturen wurden die Pellets in Ni-NTA-
Bindepuffer resuspendiert, 0,1mg/ml Lysozym dazugegeben und 45min bei 4°C
inkubiert. Anschlieffend wurden die Bakterien mithilfe eines Ultraschallgerits behandelt.
Die lysierten Bakterien wurden hinterher 30min bei 20 000rpm und 4°C zentrifugiert.
Fir Ni-NTA Reinigungen wurden 50pl Bindepuffer pro ml Expressionskultur
verwendet und der Uberstand fiir die weitere Reinigung verwendet (siche 3.5.3). Zur
Herstellung der ersten Polf- Mutantenbibliothek wurden die in 96-Deepwellplatten
hergestellten 1ml-Kulturpellets (sieche 3.5.1) in 550pl Bindepuffer und 300pl
Glaskugeln lysiert. Zur Herstellung der zweiten PolB- Mutantenbibliothek wurden die
in 96-Deepwellplatten hergestellten 1ml-Kulturpellets in 300pul Lysepuffer in der
Gegenwart von 0,Img/ml Lysozym resuspendiert und 45min auf Eis inkubiert.
Anschlieffend wurden 900pl Lagerpuffer dazugegeben und die Platten wurden 45min
bei 4000rpm und 4°C zentrifugiert.
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3.5.3 Proteinreinigung

Der Uberstand der nativen Zelllyse (siche 3.5.2) wurde mit Ni-NTA-Sepharose-
Suspension versetzt (10pl pro ml Expressionskulturvolumen) und 1h bei 4°C
geschiittelt. Die Suspension wurde 10min bei 4000rpm und 4°C zentrifugiert. Die
pelletierte Ni-NTA-Sepharose wurde zweimal mit 50pl/ml Kulturvolumen Ni-NTA
Waschpuffer gewaschen und daraufthin zweimal mit je 10pl Ni-NTA-Elutionspuffer/ml
Kulturvolumen eluiert. Die erhaltene Loésung wurde iiber Ultrafiltration (10kDa
AuschlussgrofSe) auf ca. ein Zwanzigstel des Volumens konzentriert, mit 2x Polf3-
Lagerpuffer wieder auf das Ursprungsvolumen verdiinnt und nochmals auf ein
Zwanzigstel konzentriert. Dieses Verfahren wurde mehrmals wiederholt um das
Imidazol auszuspiilen. Andernfalls wurden die Elutionsfraktionen in 2x Polf-
Lagerpuffer (zweimal fiinf Liter) dialysiert. Schliefflich wurde ein Volumen Glycerol
zugegeben. Die Einstellung der Proteinkonzentration nach Quantifizierung (siehe 3.5.7)
wurde mit 1x PolB-Lagerpuffer mit 50% Glycerin vorgenommen. Alle Schritte wurden

bei 4°C durchgefiihrt und alle verwendeten Losungen waren ebenfalls auf 4°C gekiihlt.

Wenn das Enzym fiir die Messung kinetischer Parameter eingesetzt wurde, wurde die
Reinigung des Enzyms nach der Ni-NTA Affinititschromatographie mit einer
Ionentauscherchromatographie fortgesetzt. Daftir wurden eine FPLC-Apparatur
(Biorad) und eine 1ml-HiTrap SP-HP Siule (GE Healthcare) verwendet. Die
Elutionsfraktionen der Ni-NTA Affinititschromatographie wurden 1:10 im
Tonentauscherpuffer A verdiinnt und mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,5ml/min auf
die Sdule binden lassen. Das Protein wurde mit einem linearen Gradient von 0% bis
100% Ionentauscherpuffer B iiber 10ml eluiert. 250pl-Fraktionen wurden gesammelt,
analysiert und die Enzym-enthaltene Fraktionen wurden gepoolt und dialysiert wie oben
beschrieben.

Die Reinigung in 96-Well Format erfolgte wie oben beschrieben. Die Unterschiede sind

hier beschildert. Die Ni-NTA Suspension wurde in 96-Well Filterplatten pipettiert,
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equilibriert und anschliefend wurden 400pl Lysat mithilfe vom Pipettierroboter
dazugegeben. Die Bindung fand bei 4°C fiir 1h statt. Die Filterplatten wurden dann fiir
5sec bei 1000rpm zentrifugiert. Der Slurry wurde zweimal mit 400pl Ni-NTA-
Waschpuffer gewaschen. 100pl Ni-NTA-Elutionspuffer wurden dazugegeben und 1h
bei 4°C inkubiert. Die Eluaten wurden direkt in einer Reaktion getestet oder bei -20°C

gelagert.

3.5.4 Glycin SDS-PAGE Gelelektrophorese

Die Trennung von Proteinen erfolgte in denaturierenden SDS-PAGE-Gelen. Diese
setzen sich aus einem Sammel- und einem Trenngel zusammen. Das Sammelgel dient
zur Fokussierung der Proteine, wihrend diese im Trenngel nach ihrem spezifischen
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Zur Herstellung eines Gels (7,5 x 6 cm) wurde
zuerst das Trenngel aus den entsprechenden Vorratsldsungen hergestellt, mit APS und
TEMED versetzt und die Losung zwischen zwei abgedichtete Glasplatten gegossen. Fiir
die Polymerisation (ca. 60min) wurde die Losung mit Isopropanol iiberschichtet. Nach
Polymerisation wurde der Alkohol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen

und der Kamm eingesetzt.

Glycin-SDS-Ladepuffer

Reagenz Endkonzentration
Tris-HCI pH 6,8 50mM

SDS 2% (wlv)
Glycerin 10% (v/v)
B-Mercaptoethanol 1% (v/v)
Bromphenolblau 0,05% (w/v)

Etwa 20pL der jeweiligen Proben wurden mit Auftragspuffer versetzt und nach

Denaturierung fiir 5min bei 95°C in die Taschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgt bei
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ca. 35mA.

Trenngel (12%)

Reagenz Endkonzentration
Tris-HCI pH 8,8 375mM

SDS

Acrylamidlésung 30% (37,5:1)
APS 10% (w/v)

TEMED

0,1% (w/v)
12% (w/v)
0,5% (v/v)
0,05% (v/v)

Sammelgel (4%)

Reagenz

Endkonzentration

Tris-HCI pH 6,8

SDS

Acrylamidlésung 30% (37,5:1)
APS 10% (w/v)

TEMED

250mM
0,1% (w/v)
4% (wiv)
0,5% (v/v)
0,05% (v/v)

Glycin-SDS-Elektrophoresepuffer 10x

Reagenz Endkonzentration
Tris-HCI 250mM

Glycin 2M

SDS 1% (wlv)

pH =8,9

3.5.5 Coomassie Firbung von SDS-PAGE Gelen

Zum Einfirben wurden die Gele etwa 3-12h in Coomassie-Firbelosung geschwenkt und
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anschlielend in Entfirber-Losung fiir ca. 30-60min wieder soweit entfirbt, bis ein

ausreichender Kontrast erreicht war.

Coomassie-Losung

Reagenz benotigt fiir 100mL Menge
Methanol 20ml
Wasser 60ml
RotiBlue (Roth) 20ml

Entfirber-Losung

Reagenz benotigt fiir 100mL Menge
Methanol 20ml
Wasser 80ml

3.5.6 Silberfirbung von SDS-PAGE Gelen

Zur Silberfirbung wurden die Gele zum Fixieren fiir 10min in Losung 1 in einer
Glasschale geschwenkt. Zur Vernetzung wurde anschliefend 10min in Lésung 2
geschwenkt. Nach Waschen der Gele fiir 20min wurde 10min mit Losung 3 gefirbt und
anschlieffend mit Losung 4 fiir 10min entwickelt. Die Entwicklung wurde durch 5-
miniitiges Schwenken in 5%-iger Essigsiure gestoppt, die Gele darauthin mit Wasser fiir
5min gewaschen und zuletzt in 10%-iger Glycerin fiir S5min imprigniert. Die Gele
wurden anschlieffend auf Whatmanpapier tibertragen, mit Folie abgedeckt und bei 80°C

im Geltrockner getrocknet.
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Losung 1

Reagenz benotigt fiir 500mL Menge
Ethanol 150mL
Essigsdure 50mL
Losung 2

Reagenz benotigt fiir 500mL Menge
Ethanol 150mL
Glutaraldehyd 2,5mL
Natriumthiosulfat 500mg
Natriumacetat 16,4g
Wasser ad 500ml
Losung 3

Reagenz benotigt fiir 500mL Menge
Silbernitrat 500mg
Formaldehyd (36%) 125pL
Wasser ad 500ml
Losung 4

Reagenz benotigt fiir 500mL Menge
Natriumcarbonat 12,5¢
Formaldehyd (36%) 200pL
Wasser ad 500ml

3.5.7 Proteinquantifizierung mit dem Bradford-Test

Nach Reinheitskontrolle der aufgereinigten PolB bzw. der Mutanten durch SDS PAGE

und Coomassie-Firbung wurden die erhaltenen Enzymmengen quantifiziert. Hierzu
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wurde der Bradford Test verwendet. Der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250
bildet in saurer Losung sowohl mit den kationischen als auch den nichtpolaren,
hydrophoben Seitenketten der Proteine Komplexe. Das Absorptionsspektrum der
ungebundene (kationische), rotgefirbten Form hat ein Absorptionsmaximum bei
470nm. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen,
unprotonierten, anionischen Sulfatform stabilisiert, das Absorptionsspektrum verschiebt
sich auf ein Absorptionsmaximum bei 595nm. Zur Quantifizierung wurde eine 1x
Losung des Farbstoffes in Verdiinnungspuffer hergestellt und damit eine
Verdiinnungsreihe von BSA als Standard erstellt. Zu untersuchende Enzyme wurden
ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen in 1x Losung verdiinnt. Von allen Losungen
wurde 1ml in eine Kiivette tiberfithrt. Nach 10min Inkubationszeit bei Raumtemperatur
wurde die ODsos gemessen. Durch Erstellen einer Eichkurve der BSA-Standardlosungen

konnten die unbekannten Enzymkonzentrationen ermittelt werden.

3.6 Aktivititsuntersuchungen von DNA-Polymerasen

3.6.1 Primer-Verlingerungsreaktionen mit radiometrischer Produktanalyse

Templat- und 5’-**P-markierte Primeroligodesoxynukleotide (Herstellung siche 3.1)
wurden im Verhiltnis 1,5: 1 oder 5:1 im entsprechenden 1x Reaktionspuffer S5min bei
95°C denaturiert und anschliefend 1h bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Anschlielend wurden die DNA-Polymerase zugegeben, die Reaktionsmischung 2min
auf 37°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von dNTPs in 1x Reaktionspuffer
gestartet. Nach der gewiinschten Reaktionszeit wurde durch Zugabe von PAGE-
Ladepuffer gestoppt und das Produktgemisch durch PAGE analysiert (siche 3.2.2).
Reaktionszeiten, Primer/Templat-, ANTP-Zusammensetzung und -Konzentration sowie
Polymerase-Konzentration sind in den Abbildungslegenden der jeweiligen PAGE-Gele

angegeben.
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Primerverlingerungsreaktion mit Polp oder KF(exo-)

Reagenz Endkonzentration
5’-P-Primer 40nM bzw. 150nM
Templat 500nM bzw. 225nM
10x Reaktionspuffer 1x

[Mn**- oder Mg?**-Puffer fiir Polf}]
[KF(exo-)-Reaktionspuffer fiir KF(exo-)]

dNTPs unterschiedlich
PolP oder KF(exo-) unterschiedlich
Endvolumen 20pl

3.6.2 Screening einer Mutantenbibliothek von Polf}

Alle Screeningreaktionen wurden mit Hilfe eines Pipettierroboters durchgefiihrt. Es
wurden jeweils 15ul Reaktionsmischung in auf 37°C beheizten, schwarzen 384-Well-
Mikrotiterplatten vorgelegt, und anschliefend 5pl von auf 4°C gekiihlter Eluat- oder
Lysatlosung (siche 3.5.2 und 3.5.3) aus 96-Well-Mikrotiterplatten dazu pipettiert. Die
vorgelegte Reaktionsmischung enthielt dabei alle fiir eine Reaktion essentiellen
Bestandteile bis auf die DNA-Polymerase. Nach einer Reaktionszeit von 30min wurden
45pl einer nicht DNA-denaturierenden Stopplosung zugegeben. Diese enthielt
SybrGreen I, einen Farbstoff, der in der kleinen Furche doppelstringiger DNA bindet
und dabei eine Fluoreszenzverstirkung bei 485nm Anregung und 520nm Emission
erfahrt. Er konnte deshalb zur Endpunktquantifizierung der durch die Reaktion
gebildeten dsDNA herangezogen werden. Die pipettierten Platten wurden anschlieflend
im Fluoreszenzreader mit einer Anregungswellenlinge von 485nm und einer
Detektionswellenlinge von 520nm ausgelesen. Jede der verwendeten 96-Well-
Mikrotiterplatten enthielt in einem Well PolB- Wildtyp und in einem zweiten Polf-

D256A jeweils als interne Positiv- und Negativkontrolle.
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Screeningreaktion

Reagenz Endkonzentration
Primer (20mer, F20TH oder F20thioAG) 225nM

Templat (90mer, FO0A oder F90Ap) 150nM

10x Reaktionspuffer (Mn**- oder Mg**-Puffer) 1x

dNTPs 200pM
Eluat oder Lysat 0,25% (v/v)
Endvolumen 20pl

Diese Kulturen wurden in allen Schritten der Expression, Lyse und Lagerung exakt wie
die Mutantenkulturen behandelt. Der Reaktionspuffer, der benutzt wurde, um die
Aktivitit der Mutanten zu testen, enthielt Mn?* als divalenter Kation [174]. Die Tests
der Bypass-Fihigkeit einer abasischer Stelle wurden in der Gegenwart von Mg

durchgefiihrt (Zusammensetzungen siche 4.6).

Stopplésung

Reagenz Endkonzentration
Tris-HCI 50mM

EDTA 10mM
SybrGreen I 4 x

pH=7,5

Zum Screening auf Bypass einer abasischen Stelle der getesteten Mutanten wurden
parallel mehrere Reaktionstypen vergleichend durchgefithrt. Die entsprechenden
Zusammensetzungen von Primer/Templat-Komplexen und dNTP sind in 5.1
aufgefithrt.  Zur  Auswertung der erhaltenen Rohwerte in  willkiirlichen
Fluoreszenzeinheiten wurden folgende Korrekturen mit Microsoft Excel vorgenommen:
- Um Schwankungen der SybrGreen I — Fluoreszenz zwischen verschiedenen Platten zu

korrigieren, wurden bei allen Werten einer Platte der Wert der Negativkontrolle als
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Background abgezogen. Die somit erhaltenen Werte wurden dann durch den héchsten
gemessenen Wert auf dieser Platte geteile. Auf jeder Platte befanden sich dabei
mindestens acht Positivkontrolle mit PolB-Wildtyp und nicht modifiziertem
Primer/Templat-Komplex und acht Negativkontrolle mit PolB-D256A und nicht
modifiziertem Primer/Templat-Komplex.

- Werte einer Platte, die einen frei wihlbaren Fluoreszenzwert unterschritten, der 60%
der Positivkontrolle nach den obengenannten Korrekturen betrug, wurden als

Reaktionen einer zu wenig aktiven Mutante betrachtet und nicht weiter beriicksichtigt.

3.6.3 Bestimmung der spezifischen Aktivitit der Polf

Radiometrische Primerverlingerungsreaktionen wurden in der Gegenwart von 150nM
F23 und 195nM F33GCG, 200pM dNTPs wund zwanzig verschiedenen
Konzentrationen an DNA-Polymerase in 1x Polf Mg*-Puffer wie beschrieben in 3.6.1
durchgefithrt  (Oligonukleotidsequenzen sieche 5.1). Nach einer 10-miniitigen
Inkubation bei 37°C wurden die Reaktionen gestoppt, Smin bei 95°C denaturiert und
durch PAGE aufgetrennt (3.2.2). Die Intensitit jeder Bande einer Bahn wurde auf die

tatsichliche Menge an eingebauten dNTPs umgerechnet und addiert:

Eingebaute INTPs = Z (Intensitit Bande*Umrechnungsfaktor P*eingesetzte Menge an Primer)
P-1

wobei n die Anzahl an dNTPs ist, die in der entsprechenden Bande eingebaut wurden.
Die Menge an eingebauten dNTPs fiir eine Bahn wurde durch die entsprechende
Enzymmenge und Reaktionszeit geteilt. Der erhaltene Umsatz wurde anschlieflend
gegen die entsprechende Enzymmenge aufgetragen und mit einer linearen Gleichung

ausgewertet (GraphPad 4). Die Steigung dieser Gerade stellt die spezifische Aktivitit
dar.
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3.6.4 Untersuchung der Prozessivitit der Polf

Die Prozessivitit einer DNA-Polymerase beschreibt die Menge an dNTPs, die vom
Enzym eingebaut werden, bevor es von dem Primer/Templat-Komplex dissoziiert. Um
diese Eigenschaft zu untersuchen wurde eine radiometrische
Primerverlingerungsreaktion in der Gegenwart einer Falle durchgefiithre (3.6.1). Die
Falle sollte die DNA-Polymerase nach der Dissoziation besetzen, sodass sie nicht wieder
an einen Primer/Templat-Komplex binden und weiter synthetisieren konnte. Als Falle
wurde Heparin verwendet, das stark negativ geladen ist und deswegen als Bindepartner
dienen kann. Verschiedene Endkonzentrationen an Heparin (zwischen 1mg/ml und
40mg/ml) wurden getestet und bei allen konnte die Falle die DNA-Polymerase
blockieren. Als Primer wurde F23 benutzt, wihrend als Templat F90A (5.1). 20nM
PolB und 10nM Primer/Templat-Komplex wurden eingesetzt. Die Zugabe von 200pM
dNTPs mit oder ohne 1mg/ml Heparin startete die Reaktion. Die Reaktionen wurden
10min bei 37°C inkubiert. Die Reaktionen wurden gestoppt und auf ein 12%-iges

denaturierendes PAGE aufgetragen.

3.6.5 Untersuchung der Affinitit der DNA-Polymerase zum Primer/Templat-

Komplex mittels nativer Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Dissoziationskonstante von der Polf vom Primer/Templat-Komplex wurde
gemessen [126]. Der radioaktiv markierte Primer F23 wurde an verschiedene Template
(F33GCG oder F33ApCG) in 1,3-fachem Uberschuss an Templat zu einer
Endkonzentration von 1pM wie beschrieben in 3.6.1 annealt. Dieser Komplex wurde
dann zu einer Konzentration von 0,1nM in Binding-Puffer verdiinnt (4.6).
Verschiedene Mengen an Polf zwischen 0,25nM und 5pM wurden dazugegeben. Die
Mischung wurde fiir 10min bei 20°C inkubiert. Die Analyse erfolgte tiber ein 8%-iges
nicht-denaturierendes PAGE.
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10x TBE Mg-Laufpuffer

Reagenz Konzentration
Tris 500mM
Borsdure 500mM
EDTA ImM

MgCl, 20mM

8%-ige Gele (12cm Linge und 1,5 mm Dicke) wurden zwischen zwei gereinigten

Glasplatten gegossen. Die Proben wurden bei 300V aufgetragen und die Elektrophorese

erfolgte bei 150V fiir 1,5h bei 4°C. Das Gel wurde anschliefSend in 10%-ige Essigsidure

fixiert und getrocknet.

Natives Polyacrylamidgel

Reagenz Menge
10x TBE Mg-Puffer 10ml
Acrylamid 40% (29:1) 20ml
H20 70ml
APS 10% (wv) 800yl
TEMED 40pl
Endvolumen 100ml

Die gebundene Fraktion wurde mittels Standard-Phosphorimaging-Methoden ermittelt.

Dieser Wert wurde anschlieflend gegen die Enzymkonzentration aufgetragen.

Die Kurve wurde mit der Gleichung ausgewertet:

Y=Bmax*X/(K#+X)+c

wobei X die Enzymkonzentration, Y die Fraktion von gebundener Polymerase und K

die Dissoziationskonstante sind.
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3.6.6 Pre-steady-state kinetische Untersuchung

Um die Effizienz einer Reaktion zu untersuchen wurden pre-steady-state Kinetiken
gemessen. Diese Methode besteht darin, die Geschwindigkeit der Reaktion und die
Affinitit der DNA-Polymerase zu messen, bevor ein steady-state Gleichgewicht entsteht.
Dafiir wurde ein Rapid-Quench-Flow Apparatus (RQF-3, KinTek) verwendet, das
kurze Reaktionszeiten ab 2ms ermoglicht. Enzym und Primer/Templat-Komplex sowie

das passende dNTP wurden in 1x Reaktionspuffer verdiinnt.

SR RCOWI 0 —txOmo 8

=M =T wI0——xomX |

I :
Primer/Templat/
Enzym

\"\I\'I\Il':[l
dNTPs

Abbildung 62: Graphische Darstellung eines Quench-Flow-Apparatus. Die Reaktanten treffen sich im
Reaktionsloop. Nach der gewihlten Zeit wird die Reaktion durch die Quench-Lésung gestoppt. Die
Kammer ist bei der gewiinschten Temperatur thermostatiert.

Wie in Abbildung 62 dargestellt, wurden jeweils 15p] von diesen beiden Losungen in
die Probeschleifen des Gerits mithilfe von 1ml-Spritzen eingefiillt. Durch die Bewegung
der Platte an der Oberkante des Gerits wurden die zwei Reaktanten zusammengemischt
und die Reaktion konnte gestartet werden. Die Reaktion fand im Reaktionsloop statt.

Die Temperatur wurde mithilfe von einem Wasserbad konstant gehalten. Die
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Reaktionszeit wurde durch die Lange des Schlauchs im Reaktionsloop sowie durch die
FlieSgeschwindigkeit automatisch gesteuert. Nach der gewihlten Zeit traf die
Reaktionslosung auf die Quenchlosung (0,6% Trifluoressigsiure) und somit wurde die
Reaktion gestoppt. Typische Konzentrationen waren 100nM Primer/Templat-Komplex,
1pM Polf und 200nM KF(exo-). Zeitreihen mit verschiedenen dNTP-Konzentrationen
(zwischen finf und sieben verschiedenen Konzentrationen) wurden gemessen. Die
Zeitreihen bestanden aus sechs bis zehn Zeitpunkte. Alle Daten stammen aus
Doppelbestimmungen. Die Produkte wurden mithilfe von einer denaturierenden
PAGE-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Standard-Phosphorimaging-Methoden
analysiert. Der Anteil an verlingertem Primer wurde mit der Biorad Quantity One
Software bestimmt. Die aus den Zeitreihen erhaltenen Daten wurden gegen die

entsprechende Reaktionszeit aufgetragen und mit einer einfach exponentiellen

Gleichung gefittet (GraphPad 4):

Y=Ymax*(1-exp (kX))

wobei X die Zeit und Y der Umsatz sind.

Die daraus erhaltene Umsatzraten k. wurden dann gegen die dNTP-Konzentration

aufgetragen und mit einer hyperbolischen Gleichung ausgewertet (Gleichung 2):

Yetey X/ (K X)

wobei X die dNTP-Konzentration, Y die 4w, kw die maximale

Reaktionsgeschwindigkeit und K, die Dissoziationskonstante vom dNTP zum

Primer/Templat/Enzym-Komplex sind.
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4.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren, soweit nicht anders angegeben, von ,p.a.”

Qualitit oder ,fir die Molekularbiologie®.

Reinstwasseranlage bezogen.

1,4-Dithiothreitol
Acrylamide

Agar

Agarose
Ammoniaklosung (32%)
Ammoniumperoxodisulfat
Aprotinin
B-Mercaptoethanol
Borsiure
Bromphenolblau
Carbenicillin-Na-Salz
Chloramphenicol
Chloroform

Complete, EDTA-free protease inhibitor

Coomassie Brillant Blau G 250
Dichlordimethylsilan
Dimethylsulfoxid

Essigsdure

Ethanol (100%)

Ethidiumbromid (0,1%)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Wasser wurde aus einer UV/UF-

Roth

Roth

Roth
GibcoBRL
Merck

Merck

Fluka

Roth

Riedel de Haén
Fluka

Roth

Roth

Riedel de Haén
Roche

Roth

Sigma

Fluka

Riedel de Haén
Riedel de Haén
Roth

Roth
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Formamid

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

Imidazol

i-Propanol
Isopropyl-b-D-thiogalacto-pyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid

LB Medium

Leupeptin

Magnesiumacetat

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat
N,N,N*,N‘-Tetramethylenethylendiamin
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat*H20
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Natriumphosphat

Ni-NTA-Sepharose

PMSF

Reagenzien fiir die Oligonunkleotidsynthese
Standard DNA-Synthese

Salzsiure (37%)

Sephadex G50

SybrGreen 1

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
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Merck

Roth

Roth

Roth

Sigma

Fluka

Riedel de Haén
Roth

Merck

Merck

Roth

Fluka

Roth

Merck

ICN Biomedicals
Roth

Merck

Roth

Merck

Roth

Merck

Sigma
Amersham Pharmacia Biotech

Roth

Applied Biosystems
Merck
Amersham Pharmacia Biotech

Molecular Probes, Fluka

Sigma
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Trypton
Xylencyanol

4.2 Nukleotide und Radiochemikalien

dNTPs
[y-2P]-ATP

4.3  Standards und Kits

FastRuler DNA Ladder, High Range
GeneRuler DNA Ladder Mix

Zymoclean DNA Extraction kit

Zymoclean DNA Clean & Concentrator kit
MiniPrep Extraction Kit

Bradford Protein Quantifizierungskit

PageRuler Protein Marker

4.4 Enzyme und Proteine

Antarctic Phosphatase

Nhel

Notl

74 DNA Ligase

74 Polynukleotidkinase

T2g DNA-Polymerase

Pfu Turbo DNA-Polymerase
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Sigma

Merck

Fermentas, Roche

Hartmann Analytics

Fermentas
Fermentas
Zymo Research
Zymo Research
Qiagen

Roth

Fermentas

New England Biolabs
New England Biolabs
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Stratagene
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4.5 Plasmide und Bakterienstimme

Stamm Genotyp Verwendung Bezugsquelle
XL10-Gold Tetr A(mcrA)183  Plasmidlagerung, Stratagene
A(mcrCB-hsdSMR- Plasmidvermehrung

mrr)173 endAl supE44
thi-1  recAl  gyrA96
relAl lacHte [F” proAB
laclqZAM15 Tnl0
(Tetr) Amy Camr]

BL21- E. coli B F- ompT

CodonPlus(DE3)- hsdS(B- mB-) dem+

RIL strain Tetr gal A(DE3) endA
Hee [argU ileY leuW
Camt]

Expression von Pol  Stratagene

4.6 Medien und Puffer

Medium oder Puffer

Bestandteile

LB-Medium pH 7,0

fertiges LB-Broth 2% (w/v)

LB Agar pH 7,0

fertiges LB-Broth 2% (w/v)
+ Agar 2% (w/v)

Polp — Lagerpuffer

Tris-HCI (pH = 8) 20mM
NaCl 100mM

DTT 1mM

EDTA 1mM

Glycerol 50% (v/v)
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Medium oder Puffer Bestandteile
Ni-NTA Bindepuffer Tris-HCI (pH = 7,9) 20mM
NaCl 300mM

Imidazol 5mM

Benzamidin 1mM
Leupeptin 1pg/ml
Aprotinin 1pg/ml

Ni-NTA Waschpuffer Tris-HCI (pH = 7,9) 20mM
NaCl 300mM
Imidazol 20 bis 50mM
Benzamidin 1mM
Leupeptinlpg/ml
Aprotinin 1pg/ml

Ni-NTA Elutionspuffer Tris-HCI (pH = 7,9) 20mM
NaCl 300mM
Imidazol 100 bis 200mM
Benzamidin ImM
Leupeptinlpg/ml
Aprotinin 1pg/ml
Glycerol 30% (v/v) (nur fiir 96-Well-

Format)

Tonentauscherpuffer A Tris-HCI (pH = 7,9) 20mM
KCl 25mM
Glycerol 20% (v/v)
NP-40 0,05% (v/v)
DTT 1mM
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Medium oder Puffer Bestandteile
Ionentauscherpuffer B Tris-HCI (pH = 7,9) 20mM
KCI 1M

Glycerol 20% (v/v)
NP-40 0,05% (v/v)
DTT 1mM

Lysepuffer Tris-HCI (pH = 8) 50mM
NaCl 300mM

Lysozym 0,1 mg/ml

Lagerpuffer Tris-HCI (pH = 8) 20mM
NaCl 100mM
DTT 1mM
EDTA 0,1mM
Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

PolB — Mn*-Reaktionspuffer Tris-HCI (pH = 7,8) 50mM
KCI 70mM
DTT 1mM
BSA 100pg/ml
Glycerol 5% (v/v)

PolB — Mg?*-Reaktionspuffer Tris-HCI (pH = 8) 50mM
NaCl 20mM
KCl 20mM
MgCl, 10mM
DTT 2mM
BSA 200pg/ml
Glycerol 1% (v/v)

-~ 152 -~



Materialien

Medium oder Puffer Bestandteile

KF(exo-)-Reaktionspuffer Tris-HCI (pH = 7,5) 10mM
DTT 2mM

Bindungspuffer Tris-HCI (pH = 7,5) 10mM
MgCl, 6mM
NaCl 100mM
Glycerol 10% (v/v)
NP-40 0,5% (v/v)

4.7 Oligonukleotide

Oligonukleotide (ON) wurden (wenn nicht wie in 3.1 beschrieben selbst synthetisiert)
bei MWG-Biotech oder IBA GmbH bestellt. Chemisch modifizierte ON oder Primer
wurden stets mittels PAGE gereinigt und durch Ethanolfillung (3.2.5) entsalzt. Als
Templat dienende, unmodifizierte oder einer abasischer Stelle enthaltende ON wurden

in 2x HPLC-Reinheit bestellt und nicht weiter gereinigt.

4.8 Verbrauchsmaterial

2,2ml 96-Deepwellplatten Peske
384-Well-Mikrotiterplatten Peske
96-Well-Filterplatten ABGene
Airpore Tape sheets ABGene
Aluminium PCR Folienaufkleber ABGene
ClearFolien ABGene
Diinnschichtchromatographieplatten Merck
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Einwegspritzen

Glaswolle (silanisiert)

Kaniilen

Petrischalen

Reaktionsgefifle (1,5ml u. 2,0ml)
Reaktionsgefifle (PCR 200pl)
Skalpelle

Spinfilter (0,45uM, Durapor membrane)
Spitzen fiir Hamilton Mikrolab Star
Spitzen fir Mikropipetten
Sterilfiltrationseinheiten
Ultrafiltrationsrohrchen
Whatmanpapier 3MM
Zentrifugenrohrchen (15ml)
Zentrifugenréhrchen (50ml)

4.9 Geriite

Agarosegelkammern
Autoklav
Elektrophoreseapparaturen
Fluoreszenz-Reader
Geiger-Miiller-Zihlrohr
Geldokumentationsgerit
Geltrockner

Handcounter

Heizblock
Inkubationsschiittler

Kiihlschrinke 4°C
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Braun

Serva

Braun

Roth

Peske

ABGene

Roth

Roth

Hamilton Robotics
Peske

Millipore
Vivascience Vivaspin
VWR

Peske

Peske

Fisher Scientific
Tecnomara-Fedegari; Tecnoclav 50
BioRad
Polarstar, BMG
Berthold
BioRad

BioRad
Berthold; LB122
Fisher Scientific
Innova; 4430
Liebherr
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Kiihlschrinke -20°C
Kiihlschrinke -80°C
Magnetrithrer
Mehrkanalpipetten
Mikropipetten
Mikrowellenofen
Oligonukleotidsynthesizer
PAGE-Apparatur
PCR-Thermocycler
pH-Mef3gerit
Phosphorimager
Photometer
Pipettierhilfe
Pipettierroboter
Quench-Flow Apparatus
Reagenzglasschiittler
Reinstwasseranlage
Schiittler
Spannungsquelle
Speed-Vac
Spektralphotometer
Sterilbank
Thermoblock
Thermomixer
Tischzentrifugen
Trockenschrank
Uberkopfschiittler
UV-Transilluminator
Vortexer

‘Waagen
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Heraeus; HFU 86-450

IKA Laborgerite

Brand

Eppendorf; research

Bosch

ABI 392

Bio-Rad; Mini-Protean 3 Cell
Biometra

Knick; pH-Meter 766 Calimatic
Biorad

Eppendorf; PeqLab

Eppendorf; Pipetus

Hamilton Robotics

KinTek; RQF-3

NeoLab

Werner; Easy pure UV/UF

IKA; KS 501 digital

Biorad

Eppendorf; Concentrator 5301
Biometra

Kendro; Antaras

Stuart Scientific

Eppendorf; Thermomixer comfort
Eppendorf 5417C
WTB-Binder; 1724009900312
Heidolph; Reax2

Bachofer

NeoLab; 7-2020

Chyo Balance; JL-200 / MK-500C
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Wasserbad GFL
Zentrifugen Eppendorf; 5804R
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5 Anhang

5.1 Oligonukleotidsequenzen

Sequenzen der verwendeten Primer fiir die in 2.2.2.2 beschriebene ortsgerichtete

Mutagenese zur Konstruktion der D256A-Mutante

PolB D256A for

5" -CCA CAC AGA AGA ATT GCT ATC AGG TTG ATA CCC AAA G-3~
PolB D256A rev

5" -CTT TGG GTA TCA ACC TGA TAG CAA TTC TTC TGT GTG G-3~

PolB codon-optimized D256A for
57-CCG CAT CGC CGT ATT GCT ATT CGT CTG ATC CCG AAA G-3~
Polp codon-optimized D256A rev
5°-CTT TCG GGA TCA GAC GAA TAG CAA TAC GGC GAT GCG G-3~

Sequenzen der verwendeten Primer fiir die in 2.2.2.4 und 2.2.3.2 beschriebene

Konstruktion der Mutantenbibliothek

Polp pET21b Mutagenesis for

5°-GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG GCT AGC-3~
Pol pET21b Mutagenesis rev

5" -GTG GTG GTG CTC GAG TGC GGC CGC-3~

Pol pGDR11 Mutagenesis for
57-CAC CAT CAC CAT CAC CAT ACG GAT CCG ATG-3~
Polp pGDRI11 Mutagenesis rev
57 -GCT AAT TAA GCT TGG CTG CAG GTC GAC TTA-3~



Anhang

Sequenzen der in den Abschnitten 2.2.2.4.4, 2.2.2.5, 2.2.3.4 und 2.2.3.5

beschriebenen Untersuchungen verwendeten Primer/Templat-Komplexe

F20TH 57-CGT TGG TCC TGA AGG AGG AT-3"
F20thioA 57-CGT TGG TCC TGA AGG AGG aT-3"
F20thioAG 57-CGT TGG TCC TGA AGG AGg aT-3"
F20thioAGG 57-CGT TGG TCC TGA AGG Agg aT-3~

Die Kleinbuchstaben zeigen die Position der PTO-Modifikationen.

F90A

57-CCG TCA GCT GTG CCG TCG CGC AGC ACG CGC CGC CGT GGA
CAG AGG ACT GCA GAA AAT CAA CCT ATC CTC CTT CAG GAC CAA
CGT ACA GAG-3~

F90Ap

57-CCG TCA GCT GTG CCG TCG CGC AGC ACG CGC CGC CGT GGA
CAG AGG ACT GCA GAA AAT CAA, CCT ATC CTC CTT CAG GAC CAA
CGT ACA GAG-3~

Ap bezeichnet eine stabile abasische Stelle.

Sequenzen der in den Abschnitten 2.2.2.6 und 2.2.4 beschriebenen Untersuchungen

verwendeten Primer/Templat-Komplexe

F20TH
57-CGT TGG TCC TGA AGG AGG AT-37
F33A

5’-AAA TCA A CC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-37
F33Ap
5"-AAA TCA ApCC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-3°

Ap bezeichnet eine stabile abasische Stelle.
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Sequenzen der in 2.2.4.7 beschriebenen kinetischen Untersuchungen verwendeten

Primer/Templat-Komplexe

F23

57-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATA GG-3°
F24G

57-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATA GGG-3°
F33GCG

5’7-AAA TGC G CC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-3~7
F330GCG

57-AAA TGC oGCC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-3~7
F33ApCG
57-AAA TGC ApCC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-37
F33ApAG
5"-AAA TGA ApCC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-3°7
F33ApGG
57-AAA TGG ApCC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-37
F33ApTG
5"-AAA TGT ApCC TAT CCT CCT TCA GGA CCA ACG TAC-3°

Ap bezeichnet eine stabile abasische Stelle; 0G bezeichnet 8-oxo-dG.

Sequenzen der in 2.1 beschriebenen kinetischen Untersuchungen verwendeten

Primer/Templat-Komplexe

24mer

5" -GTG GTG CGA AAT TTC TGA CAG ACA-3~

25merTR

57 -GTG GTG CGA AAT TTC TGA CAG ACA TR-3~

TR:  R=H, Me, Et

36mer

5" -GTG CGT CTG TCA TGT CTG TCA GAA ATT TCG CAC CAC-3~
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5.2 Vektorkarten

Trascriptional terminator Mol BamHl
. i 82

TStranscription start
E232
V269
hDNApol beta hDNA pol beta Ve
< Sall
Nhel bla # Hindill
--‘&_7.35 T7 transcription start A

5 Transcriptional termination

pET21b hPolR

pGQR11 hPolB codon optimized

6384 bps 5740 bps

pET21b_hPolp
Der ORF fur die Polf wurde iiber Nhel und Nofl in pET21b eingefithrt. Die

Klonierung des WT-Enzyms wurde von Igor Shevelev durchgefiihrt.

pET21b_hPolf_Pooll und pET21b_hPolp_Pool2
Das generierte PolB-Random Insert wurde iiber Nhel und No#l in den in pET21b

eingefiihrt.

pGDR11_hPolp_codon_optimized
Der OREF fiir die Polp wurde iiber BamHI und Sall in pGDRI11 eingefiihrt.

pGDR11_hPolB_Pool3_codon_optimized
Das generierte hPolB-Random Insert wurde tiber BamHI und Sa/l in den in pET21b

eingefiihrt.
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5.3 Nukleotidsequenzen der klonierten Polff

5.3.1 Polp-WT ORF in pET21b

Nhel

WT ATGGCTAGCAAACGGAAGGCGCCGCAGGAGACTCTCAACGGGGGAATCAC
CGACATGCTCACAGAACTCGCAAACTTTGAGAAGAACGTGAGCCAAGCTA
TCCACAAGTACAATGCTTACAGAAAAGCAGCATCTGTTATAGCAAAATAC
CCACACAAAATAAAGAGTGGAGCTGAAGCTAAGAAATTGCCTGGAGTAGG
AACAAAAATTGCTGAAAAGATTGATGAGTTTTTAGCAACTGGAAAATTAC
GTAAACTGGAAAAGATTCGGCAGGATGATACGAGTTCATCCATCAATTTC
CTGACTCGAGTTAGTGGCATTGGTCCATCTGCTGCAAGGAAGTTTGTAGA
TGAAGGAATTAAAACACTAGAAGATCTCAGAAAAAATGAAGATAAATTGA
ACCATCATCAGCGAATTGGGCTGAAATATTTTGGGGACTTTGAAAAAAGA
ATTCCTCGTGAAGAGATGTTACAAATGCAAGATATTGTACTAAATGAAGT
TAAAAAAGTGGATTCTGAATACATTGCTACAGTCTGTGGCAGTTTCAGAA
GAGGTGCAGAGTCCAGTGGTGACATGGATGTTCTCCTGACCCATCCCAGC
TTCACTTCAGAATCAACCAAACAGCCAAAACTGTTACATCAGGTTGTGGA
GCAGTTACAAAAGGTTCATTTTATCACAGATACCCTGTCAAAGGGTGAGA
CAAAGTTCATGGGTGTTTGCCAGCTTCCCAGTAAAAATGATGAAAAAGAA
TATCCACACAGAAGAATTGATATCAGGTTGATACCCAAAGATCAGTATTA
CTGTGGTGTTCTCTATTTCACTGGGAGTGATATTTTCAATAAGAATATGA
GGGCTCATGCCCTAGAAAAGGGTTTCACAATCAATGAGTACACCATCCGT
CCCTTGGGAGTCACTGGAGTTGCAGGAGAACCCCTGCCAGTGGATAGTGA
AAAAGACATCTTTGATTACATCCAGTGGAAATACCGGGAACCCAAGGACC
GGAGCGAAGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

Notl HiS_Tag StOp

Fett: Start- und Stoppkodon.
Unterstrichen: Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung

Kursiv und unterstrichen: His-Tag
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5.3.2 Polp-2N7 ORF in pET21b

Nhel

2N7 ATGGCTAGCAAACGGAAGGCGCCGCAGGAGACTCTCAACGGGGGAATCAC
CGACATGCTCACAGAACTCGCAAACTTTGAGAAGAACGTGAGCCAAGCTA
TCCACAAGTACAATGCTTACAGAAAAGCAGCATCTGTTATAGCAAAATAC
CCACACAAAATAAAGAGTGGAGCTGAAGCTAAGAAATTGCCTGGAGTAGG
AACAAAAATTGCTGAAAAGATTGATGAGTTTTTAGCAACTGGAAAATTAC
GTAAACTGGAAAAGATTCGGCAGGATGATACGAGTTCATCCATCAATTTC
CTGACTCGAGTTAGTGGCATTGGTCCATCTGCTGCAAGGAAGTTTGTAGA
TGAAGGAATTAAAACACTAGAAGATCTCAGAAAAAATGAAGATAAATTGA
ACCATCATCAGCGAATTGGGCTGAAATATTTTGGGGACTTTGAAAAAAGA
ATTCCTCGTGAAGAGATGTTACAAATGCAAGATATTGTACTAAATGAAGT
TAAAAAAGTGGATTCTGAATACATTGCTACAGTCTGTGGCAGTTTCAGAA
GAGGTGCAGAGTCCAGTGGTGACATGGATGTTCTCCTGACCCATCCCAGC
TTCACTTCAGAATCAACCAAACAGCCAAAACTGTTACATCAGGTTGTGGA
GCAGTTACAAAAGGTTCATTTTATCACAGATACCCTGTCAAAGGGTGAGA
CAAAGTTCATGGGTGTTTGCCAGCTTCCCAGTAAAAATGATGAAAAAGAA
TATCCACACAGAAGAATTGATATCAGGTTGATACCCAAAGATCAGTATTA
CTGTGGTATTCTCTATTTCACTGGGAGTGATATTTTCAATAAGAATATGA
GGGCTCATGCCCTAGAAAAGGGTTTCACAATCAATGAGTACACCATCCGT
CCCTTGGGAGTCACTGGAGTTGCAGGAGAACCCCTGCCAGTGGATAGTGA
AAAAGACATCTTTGATTACATCCAGTGGAAATACCGGGAACCCAAGGACC
GGAGCGAAGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

NOtI His-Tag Stop

Fett: Start- und Stoppkodon.
Unterstrichen: Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung

Kursiv und unterstrichen: His-Tag

Rot und fett: Mutation
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5.3.3 Polp-WT ORF in pGDRI1

His-Ta BamHI
WT ATGAGAGGATCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCGATGAGCAAACG

TAAAGCGCCGCAGGAAACCCTGAACGGCGGCATTACCGATATGCTGACCG
AACTGGCCAACTTTGAAAAAAACGTGAGCCAGGCGATCCATAAATATAAC
GCGTATCGTAAAGCGGCGAGCGTGATTGCGAAATATCCGCACAAAATTAA
AAGCGGTGCGGAAGCGAAAAAACTGCCGGGCGTGGGCACCAAAATTGCGG
AAAAAATCGATGAATTTCTGGCCACCGGCAAACTGCGTAAACTGGAAAAA
ATTCGCCAGGATGATACCAGCAGCAGCATTAACTTTCTGACCCGTGTGAG
CGGCATTGGTCCGAGCGCGGCGCGTAAATTTGTGGATGAAGGCATCAAAA
CCCTGGAGGATCTGCGTAAAAACGAAGATAAACTGAACCATCATCAGCGT
ATTGGCCTGAAATATTTTGGCGATTTCGAAAAACGTATTCCGCGTGAAGA
AATGCTGCAGATGCAGGATATTGTGCTGAACGAAGTGAAAAAAGTGGATA
CGAATATATTGCGACCGTGTGCGGCAGCTTTCGTCGTGGCGCGGAAAGCA
GCGGCGATATGGATGTGCTGCTGACCCATCCGAGCTTTACCAGCGAAAGC
ACCAAACAGCCGAAACTGCTGCATCAGGTGGTGGAACAGCTGCAGAAAGT
GCATTTTATTACCGATACCCTGAGCAAAGGCGAAACCAAATTTATGGGCG
TGTGCCAGCTGCCGAGCAAAAACGATGAAAAAGAATATCCGCATCGCCGT
ATTGATATTCGTCTGATCCCGAAAGATCAGTATTATTGCGGCGTGCTGTA
TTTTACCGGCAGCGATATCTTCAACAAAAACATGCGTGCGCATGCGCTGG
AAAAAGGCTTTACCATCAACGAATACACCATTCGTCCGCTGGGCGTGACC
GGTGTTGCGGGTGAACCGCTGCCGGTGGATAGCGAAAAAGATATCTTCGA
TTACATCCAGTGGAAATATCGTGAACCGAAAGATCGTAGCGAATAAGTCG
AC Stop  Sall

Fett: Start- und Stoppkodon.
Unterstrichen: Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung

Kursiv und unterstrichen: His-Tag
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5.3.4 Polp-5P20 ORF in pGDRI11

His-Tag BamHI
5P20 ATGAGAGGATCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCGATGGGCAAACG

TAAAGCGCCGCAGGAAACCCTGAACGGCGGCATTACCGATATGCTGACCG
AACTGGCCAACTTTGAAAAAAACGTGAGCCAGGCGATCCATAAATATAAC
GCGTATCGTAAAGCGGCGAGCGTGATTGCGAAATATCCGCACAAAATTAA
AAGCGGTGCGGAAGCGAAAAAACTGCCGGGCGTGGGCACCAAAATTGCGG
AAAAAATCGATGAATTTCTGGCCACCGGCAAACTGCGTAAACTGGAAAAA
ATTCGCCAGGATGATACCAGCAGCAGCATTAACCTTCTGACCCGTGTGAG
CGGCATTGGTCCGAGCGCGGCGCGTAAATTTGTGGATGAAGGCATCAAAA
CCCTGGAGGATCTGCGTAAAAACGAAGATAAACTGAACCATCATCAGCGT
ATTGGCCTGAAATATTTTGGCGATTTCGAAAAGCGTATTCCGCGTGAAGA
AATGCTGCAGATGCAGGATATTGTGCTGAACGAAGTGAAAAAAGTGGATA
CGAATATATTGCGACCGTGTGCGGCAGCTTTCGTCGTGGCGCGGAAAGCA
GCGGCGATATGGATGTGCTGCTGACCCATCCGAGCTTTACCAGCGAAAGC
ACCAAACAGCCGAAACTGCTGCATCAGGTGGTGGAACAGCTGCAGAAAGT
GCATTTTATTACCGATACCCTGAGCAAAGGCAAAACCAAATTTATGGGCG
TGTGCCAGCTGCCGAGCAAAAACGATGAAAAAGAATATCCGCATCGCCGT
ATTGATATTCGTCTGATCCCGAAAGATCAGTATTATTGCGGCATGCTGTA
TTTTACCGGCAGCGATATCTTCAACAAAAACATGCGTGCGCATGCGCTGG
AAAAAGGCTTTACCATCAACGAATACACCATTCGTCCGCTGGGCGTGACC
GGTGTTGCGGGTGAACCGCTGCCGGTGGATAGCGAAAAAGATATCTTCGA
TTACATCCAGTGGAAATATCGTGAACCGAAAGATCGTAGCGAATAAGTCG
AC Stop  Sall

Fett: Start- und Stoppkodon.
Unterstrichen: Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung

Kursiv und unterstrichen: His-Tag

Rot und fett: Mutationen
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5.4 Proteinsequenzen

5.4.1 Sequenz der Polf in Plasmid pET21b

WT

MASKRKAPQETLNGGITDMLTELANFEKNVSQATHKYNAYRKAASVIAKY
PHKIKSGAEAKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEKIRQDDTSSSINF
LTRVSGIGPSAARKFVDEGIKTLEDLRKNEDKLNHHQRIGLKYFGDFEKR
IPREEMLOMODIVLNEVKKVDSEYIATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPS
FTSESTKQPKLLHQVVEQLQKVHFITDTLSKGETKFMGVCQLPSKNDEKE
YPHRRIDIRLIPKDQYYCGVLYFTGSDIFNKNMRAHALEKGFTINEYTIR
PLGVTGVAGEPLPVDSEKDIFDYIQWKYREPKDRSEAAALEHHHHHH

Fett: Sequenz der humanen Polf

Unterstrichen: His-Tag

2N7

MASKRKAPQETLNGGITDMLTELANFEKNVSQAIHKYNAYRKAASVIAKY
PHKIKSGAEAKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEKIRQDDTSSSINF
LTRVSGIGPSAARKFVDEGIKTLEDLRKNEDKLNHHQRIGLKYFGDFEKR
IPREEMLOMODIVLNEVKKVDSEYIATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPS
FTSESTKQPKLLHQVVEQLQKVHFITDTLSKGETKFMGVCQLPSKNDEKE
YPHRRIDIRLIPKDQYYCGILYFTGSDIFNKNMRAHALEKGFTINEYTIR
PLGVTGVAGEPLPVDSEKDIFDYIQWKYREPKDRSEAAALEHHHHHH

Fett: Sequenz der humanen Polf3

Unterstrichen: His-Tag

Rot und fett: Mutation
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5.4.2 Sequenz der Polf in Plasmid pGDR11

WT
MRGSHHHHHHTDPMSKRKAPQETLNGGITDMLTELANFEKNVSQAIHKYNAYRKA
ASVIAKYPHKIKSGAEAKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEKIRQDDTSSSI
NFLTRVSGIGPSAARKFVDEGIKTLEDLRKNEDKLNHHQRIGLKYFGDFEKRIPR
EEMLOMODIVLNEVKKVDSEYIATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPSFTSESTKQ
PKLLHQVVEQLOKVHFITDTLSKGETKFMGVCQLPSKNDEKEYPHRRIDIRLIPK
DQYYCGVLYFTGSDIFNKNMRAHALEKGFTINEYTIRPLGVTGVAGEPLPVDSEK
DIFDYIQWKYREPKDRSE

Fett: Sequenz der humanen Pol

Unterstrichen: His-Tag

5P20
MRGSHHHHHHTDPMGKRKAPQETLNGGITDMLTELANFEKNVSQAIHKYNAYRKA
ASVIAKYPHKIKSGAEAKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEKIRQDDTSSSI
NLLTRVSGIGPSAARKFVDEGIKTLEDLRKNEDKLNHHQRIGLKYFGDFEKRIPR
EEMLOMODIVLNEVKKVDSEYIATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPSFTSESTKQ
PKLLHQVVEQLOKVHFITDTLSKGKTKFMGVCQLPSKNDEKEYPHRRIDIRLIPK
DQYYCGMLYFTGSDIFNKNMRAHALEKGFTINEYTIRPLGVTGVAGEPLPVDSEK
DIFDYIQWKYREPKDRSE

Fett: Sequenz der humanen Polf

Unterstrichen: His-Tag

Rot und fett: Mutationen
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5.5 Aminosiurealignment der verschiedenen Varianten mit der Wildtyp-

Sequenz

5.5.1 Mutante 2N7

wT MASKRKAPQETLNGG I TDMLTELANFEKNVSQA IHKYNAYRKAASV IAKY
N7 MASKRKAPQETLNGG I TDMLTELANFEKNVSQA IHKYNAYRKAASV IAKY
AEAEXAEIAAXAAXAAEAAXAAAXAAEAAXAAAXAAAAXAAXAXAAAAXAAXAXAAAXAXAAXAAAAXA XX
wT PHK I KSGAEAKKLPGVGTK I AEK IDEFLATGKLRKLEK IRQDDTSSS INF
N7 PHK I KSGAEAKKLPGVGTK I AEK IDEFLATGKLRKLEK IRQDDTSSS INF
FEAIAAXAAAXAAXAAAAXAAXAAXAAAXAAXAAXAAXAAXAAAAAAhhdhhhhAhkAhhhihiik
wT LTRVSG I GPSAARKFVDEG I KTLEDLRKNEDKLNHHQR I GLKYFGDFEKR
N7 LTRVSG I GPSAARKFVDEG I KTLEDLRKNEDKLNHHQR I GLKYFGDFEKR
AEAEXAEIAAXAAXAAAAXAAAXAAAAAAAXAAAAXAAXAXAAAAXAAXAXAAAAXAAXAAAAXAXX
wT 1 PREEMLQMQD I VLNEVKKVDSEY I ATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPS
N7 I PREEMLQMQD I VLNEVKKVDSEY I ATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPS
wT FTSESTKQPKLLHQVVEQLQKVHF I TDTLSKGETKFMGVCQLPSKNDEKE
N7 FTSESTKQPKLLHQVVEQLQKVHF I TDTLSKGETKFMGVCQLPSKNDEKE
AEAEAXAAAXLAAXAAAAXXAAAAAAXAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAXAAX
wT YPHRRIDIRL1PKDQYYCGVLYFTGSD I FNKNMRAHALEKGFT INEYTIR
N7 YPHRRIDIRLIPKDQYYCG I LYFTGSD I FNKNMRAHALEKGFT INEYTIR
FEAIAAAAAAAAAXAAAAAAXK FxhkkkkRkdkAhk
wT PLGVTGVAGEPLPVDSEKD I FDY 1QWKYREPKDRSEAAAL EHHHHHH
N7 PLGVTGVAGEPLPVDSEKD I FDY 1QWKYREPKDRSEAAAL EHHHHHH

AEAEAAAAAAXAAXAXAAAXAXAAXAXAAAAXAAAXAAAAAAAAAAAAAAAAAAAXKk

5.5.2 Mutante 5P20

WT MRGSHHHHHHTDPMSKRKAPQETLNGG I TDMLTELANFEKNVSQATHKYN
5P20 MRGSHHHHHHTDPMGKRKAPQETLNGG I TDMLTELANFEKNVSQATHKYN
R R R o o S o P S R e e R R e S R S
WT AYRKAASVIAKYPHKIKSGAEAKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEK
5P20 AYRKAASVIAKYPHKIKSGAEAKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEK
AEAEXAEIAAXAXAXAAEAAXAAAXAAAAXAAAXAAAAXAAXAXAAAAXAAXAXAAAA XA XAAAAA XX
WT IRQDDTSSSINFLTRVSGIGPSAARKFVDEG IKTLEDLRKNEDKLNHHQR
5P20 IRQDDTSSS INLLTRVSGIGPSAARKFVDEGIKTLEDLRKNEDKLNHHQR
WT IGLKYFGDFEKRIPREEMLQMQD IVLNEVKKVDSEY IATVCGSFRRGAES
5P20 IGLKYFGDFEKR IPREEMLQMQD IVLNEVKKVDSEY IATVCGSFRRGAES
AEAEKAXAAAAAAAAAAXXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAXAAAXAAAAXAAX
WT SGDMDVLLTHPSFTSESTKQPKLLHQVVEQLQKVHF I TDTLSKGETKFMG

5P20 SGDMDVLLTHPSFTSESTKQPKLLHQVVEQLQKVHF I TDTLSKGKTKFMG

WT VCQLPSKNDEKEYPHRRIDIRLIPKDQYYCGVLYFTGSD I FNKNMRAHAL

5P20 VCQLPSKNDEKEYPHRRIDIRLIPKDQYYCGMLYFTGSD I FNKNMRAHAL
R R R R o e R R R R e S S S e S R o o o I S S e R R

WT EKGFTINEYTIRPLGVTGVAGEPLPVDSEKDIFDY 1QWKYREPKDRSE

5P20 EKGFTINEYTIRPLGVTGVAGEPLPVDSEKDIFDY 1QWKYREPKDRSE

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww
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5.6 Nomenklatur der natiirlichen Aminosiuren

Aminosiure
Alanin
Cystein
Aspartat

Glutamat

Phenylalanin

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin

5.7 Abkiirzungsverzeichnis

°C

He

Einbuchstabencode

T O = =W g O »

—

<~ 2 < Hd v ®m 0=z 2 - R

Grad (Winkelmaf?)
Grad Celsius
Mikrogramm
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Cys
Asp
Glu
Phe

Ser
Thr
Val
Trp
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Mikroliter

mikromolar

Einfach konzentriert
Zehnfach konzentriert
Phosphor 32 Isotop
Adenosin

Angstrém

Abbildung

Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat
Aminosdure
Adenosin-5’-triphosphat
Basenpaare
Rinderserumalbumin

Konzentration

Cytidin, Kohlenstoff

complementary DNA (Komplementir-DNA)

Methanol
controlled pore glass
Cytidintriphosphat
2’-Desoxyadenosin-5"-triphosphat
2’-Desoxycytidin 5 -triphosphat
2’,3’-Didesoxycytidin-5"-triphosphat
2’,3’-Didesoxynukleosidtriphosphat
2’-Desoxyguanosin-5'-triphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsiure
Desoxynukleotid-5’-triphosphat
double stranded (doppelstringig)
doppelstringige DNA
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DTT
E. coli
EDTA
EtOH
Exo

aQ

HTS
IPTG
kDa

LB

mg
MgCl,
min
ml
mM
MW
ng
Ni-NTA
nM
nmol
nt

NTP

OD

Dithiotreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsiure
Ethanol
Exonukleaseaktivitit
Flureszenz

Gramm

Guanosin

Stunde

High throughput screening
1-Isopropyl-8-D-1-thiogalaktopyranosid
Kilodalton

Liter

Luria-Bertani

molar

Magnesium

Milligramm
Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter

millimolar
Molekulargewicht
Nanogramm
Nickel-Nitrilotriacetat
nanomolar

Nanomol

Nukleotide
Nukleotid-5’-triphosphat
Sauerstoff

optische Dichte
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ORF Open reading frame

p.a. Per analysii (Reinheitsgrad)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR Polymerase-Kettenreaktion

pM pikomolar

pmol Pikomol

Pol DNA-Polymerase

PolP DNA-Polymerase 3

Rel. Relativ

RNA Ribonukleinsiure

rpm rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)
s Sekunden

SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
ss single stranded (einzelstringig)

SSB (Protein) Single strand binding (protein)
ssDNA einzelstringige DNA

t Zeit

T Thymidin

T4 T4-Phage

T7 T7-Phage

T. aq Thermus aquaticus

TBE Tris Borat EDTA-(Puffer)

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin
TLS Translesion synthesis

Tm Schmelztemperatur (von DNA)
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TTP Thymidin-5'-triphosphat

U Units, Uridin

UTP Uridintriphosphat

uv Ultraviolett
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24 < <

Volt
Volumen
Watt
Wildtyp
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