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Strukturen von DNA-Polymerasen mit 4'-alkylierten Nucleotiden im 
aktiven Zentrum** 
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Professor Richard R. Schmidt zum 75. Geburtstag gewidmet 

Die Tntegrität des Genoms basiert größte ntei ls auf der Fä­
lligkeit von DNA-Polymerasen, die templatabhängige DNA­
Synth ese während der DNA-Replikation, -Reparatur und 
-Rekombination selektiv nach der Watson-Crick-Regel zu 
katalysieren. Manchen DNA-Polymerasen gelingt die selek­
tive Informationsweitergabe an die Nachkommen nach der 
Watson-Crick-Regel mit e iner intrinsischen Fehlerrate von 
nur einem Fehler pro eine Million sy nthetisierter Nucleoti­
de. f11 Diese Rate liegt wesentlich unter dem Wert, den man 
erwarten würde. wenn man hauptsächlich die energetischen 
U nterschiede zwischen kanonischer (d. h. Watson-Crick-) und 
nichtkanonischer Paarung der Nucleobase n berücksichtigL f11 
A ls maßgebend für die Selektivität von DNA-Polymerasen 
gelten weitgehend geometrische Faktoren.f11 So nimmt man 
an, dass sehr selektive DNA-Polymerasen kanonische Nuc­
leotide aufgrund genauer ste rischer Komplementarität des 
neu gebildeten Basenpaars zum aktiven Zentrum des Enzyms 
selektieren. 

Synthetische Nucleotidanaloga mit gezielt e ntworfenen, 
neuen Eigenschaften kommen häufig zum E insatz, um Me­
chanismen zu untersuchen, di e für die Selektivität von DNA­
Polymerasen verantwortlich si nd.121 So wurden isostere Nuc­
leotide mit hydrophoben Nucleobasen entwickelt, um den 
Beitrag von Wasserstoffbrücken zur Selektivität von DNA­
Polymerasen zu studieren.f1d.c.31 Zur Untersuchung sterischer 
Effekte bei der Wechselwirkung von DNA-Polymerasen mit 
ihrem Substrat haben wir 4'-Alkyl-modifizierte Nucleotide 
mit zunehmendem sterischem Anspruch entwickel t. 141 Die 
Modifikat ionen wurde n am ZuckelTest e ingeführt, da Struk­
tur- und Fun ktionsstudien von DNA-Polymerasen ergaben, 
dass die Zuckerreste von Nucleotiden an der Substraterken­
nung betei ligt sind . Diese Wechselwirkungen könnten für das 
E nzym, zusätzli ch zur Geometrie der Nucleobasen, eine 
Möglichkeit zur Selektion bie ten. Es wurde n A lkylgruppen 
verwendet, da so mögliche Auswirkungen auf di e Wasser-
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stoffbrücken und Konformationen der Nucleotide minimi ert 
sind. Durch den Ei nsatz dieser vergrößerten Nucleotide in 
funktionellen Studien an DNA-Polymerasen konnte de r 
Einfluss unterschiedlicher sterischer Parameter a uf die Se­
lektivität von DNA-Polymerasen untersucht werden . Hier 
zeigen wir die ersten Kristallstrukturen einer DNA-Polyme­
rase im Komplex mit 4' -methyliertem oder 4' -ethyliertem 
Thymidin-5' -tri phosphat. 

Durch hoch aufgelöste Kristallstrukturen der Kl enTaq , 
einer N-terminal verkürzten Form der DNA-Polymerase aus 
Thermus aquaticus,151 konnten Waksman et al. bedeutende 
Erkenntnisse über den Einbaumechanismus von Nucleotiden 
während der DNA-Polymerisation gewinnen.'6] KlenTaq ist 
e in Mitglied der DNA-Polymerasen-Sequenzfamilie A , die in 
Pro- und Eukaryoten an der DNA-Replikation und -Repa­
ratur beteiligt sind. J7·HI Da es noch keine Daten über das 
Verhalten der KlenTaq beim Ei nbau 4'-alkylierter T hymidin-
5'-triphosphate (dTRTPs) gibt , untersuchten wir zuerst die 
Kinetik des Nucleotideinbaus mithilfe der Quench-Flow­
Technik (Tabelle 1). Unsere Date n zeigen, dass KlenTaq die 

Tabelle 1: Kinetische Daten der Nucleotideinbauten durch KlenTaq· 
Wildtyp und 1614·Mutante. 

dT'TP Ko [J.l.M] kpol [s '] kpo1jKo rel. Eff. I•1 
[M - ' S-1] 

Wildtyp 
dTHTP 25.0 ± 3.1 8.80 ± 0.34 352000 1 
dTM'TP 119 ± 20 0.17 ± 0.01 1430 0.0041 
dT"TP 115 ± 16 0.13 ± 0.01 11 30 0.0032 

/674A 
dTHTP 6.83 ± 0.55 13.3 ± 0.3 1950000 1 
dTM'TP 10.4 ± 0.8 3.62 ± 0.08 350000 0.18 
dT"TP 4.44 ± 0.3 7 2.01 ± 0.04 450000 0.23 

[al rel. Eff.: relative Effizienz; Effizienz: kpo1 jKo. 

vergrößerten Nucleotide mit geringerer Effizienz (kpol/J(D> 
J(D = Dissoziationskonstante, kpol = Polymerisationskonstan­
te) a ls das natürliche Pendant (dTHTP) einbaut: Während der 
J(D-Wert nur 4-5-fach erhöht ist , wurde eine 51- und 67-fache 
Verringerung des kpol-Wertes beobachtet. Für beide vergrö­
ßerten Nucleotide wurden ähnliche kinetische Werte e rhal­
ten. Die Veränderung der Ei nba ueffizienz durch E in führung 
einer zusätzlichen MethyJengruppe in das natürl iche Nucle­
ot id ist deutlich größer a ls der Unterschi ed zwischen der 
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Meth yl- und E thylm odifikati on. Ähnliche E ffekte wurden 
bereits in Studien an Enzymen aus derselben Sequenzfamilie 
beobachtet.14a.r.gl 

Um die strukture ll en Hintergründe für die Prozessierung 
von dT1(TP durch KlenTaq aufzudecken, versuchten wir , 
Krista lle der Enzyme im Komplex mit Primel', Templat und 
e intretendem dTRTP zu erh alten. Tatsächli ch konnten wir 
unter Verwendung e iner beschriebenen Kristallisationsstra­
tegiel61 mehrere Krista lle e rhalten und ihre Strukturen lösen. 
Die Kristall e des te rn ären Kompl exes der KlenTaq mit ge­
bundenem dTRTP wurden aus einem Ansatz erhalten, der 
a ußer dem E nzym auch einen ll nt-Primer (nt = Nucleotid) 
sowi e ein kompl ementäres 16nt-Templ at mit eine r 3'-GA-5'­
Sequenz im Anschluss an das 3'-Ende des Primers enthielt. 
Z ugabe von 2',3'-Didesoxycytidin-5 '- triph osphat (ddCTP) 
und dTRTP führ t zur Verl ängerung des Primers und dem 
Einbau von 2',3' -Didesoxycytidin-5'-monophosphat. D a das 
neu gebildete Primerende am Z uckerrest keine 3'-OH­
Gruppe trägt, wird eine weitere Verl änge rung verhindert, und 
es wurde erwartet, dass das dT RTP an der dNTP-Bindungs­
ste lle bindet. 

Die erh altenen Kristall e beugten bi s zu ein er AuFl ösung 
von 2.0 und 2.2 A, und die Strukturen wurden durch Diffe­
renz-Fourie r-Techniken gelöst (Details siehe Tabe lle SI in 
den Hinte rgrundinformationen). Die Strukturen zeigen eine 
Momentaufnahme des E inbaus von dTMcTP bzw. dTE'TP 
gege nüber von ein em Adenin im Templat. 

Die Stru kturen der KlenTaq im Komplex mit dTMcTP und 
dTE'TP sind sehr ähnlich zur KlenTaq-Struktur im Komplex 
mit ddTHT P (PD B-Code : l QTM) , di e sch on früher be­
schrieben wurdel6c1 (0.34 und 0. 31 A mittlere qu adratische 
Abweichung für Ca -Atome). Dies zeigt, dass die Modifika­
tionen nur eine geringe Auswirkung auf die Gesamtkonfor­
mation des E nzyms haben (Abbildung 1 a). Speziell im akti ­
ven Ze ntrum zeigt das Aminosäure rückgra t nur minimale 
Abweichungen. Das G le iche gilt für den Primer- und Tem­
platstrang der D NA. Die DNA liegt größtenteils in der B-

Abbildung 1. Strukturen der tern ären Komplexe der Kl enTaq- DN A- Poly­
merase. a) Übe rl age rung der Gesamtstru kturen de r Kl enTaq im Kom­
plex mit Primer, Templat und dTM'TP (gelb) , dT"TP (braun) oder 
ddTHTP (grün) . Kl enTaq ist in Bänderda rstellung geze igt, di e 4'-a lkylier­
ten Nucl eotide als Stabmodell e. b) dTM'TP (C ge lb, 0 rot, N blau, P 
orange) und c) dT" TP (C bra un) im Kompl ex, überl age rt mit der jewei­
li gen mFo-DFc simulated annea lin g omit map bei 40. All e Abbildun­
gen wurde mit PyMOLI91 erstell t. 

Form vor. E ine Ausnahme bilden die dre i Base npaare am 
E nde des DNA-Duplexes in Nachbarschaft zum aktive n 
Z entrum: Diese weisen eine A-Form auf, wie es a uch in den 
Strukturen mit nichtmodifizierten Nucleotiden gefunden 
wurde.161 Die E lektronendichte in den früh er publizierten 
Strukturen der KlenTaq im tern ären Kompl ex mit einem 
16nt-Templat hatte nur die ModelIierung von 14 Nucleotiden 
e rmöglicht ,161 während bei den nun von uns gelös ten Struk­
turen das gesamte Templat aufgelöst wurde. Die zwei 5'- ter­
minalen Nucleotide des Templatstrangs zeigen in Richtung 
der D aullle ndomäne der Polymerase und nehmen in den zwei 
Strukturen leicht unterschiedliche Orienti erungen ein (sieh e 
Abbildung SI in den Hintergrundinformationen). Die Diffe­
renzdichten in der Nucleotid-Bindungsste lle be legen, dass 
dTMcTP und dTE'TP tatsächli ch in der Stru ktur vorh anden 
sind. Das ve rfeinerte Modell zeigt, dass die 2'-Desoxyribose 
des Nucleotids in de r N-Konformation vorliegt (Abbil­
dung 1 b,c) , analog zu ddTHTP in de r Struktur lQT M. Wei­
terhin sind die Orientierung der Nucleobase in Bezug auf das 
codierende Adenin sowie die Triphosphate inheit ebenfalls 
vergleichbar mit den D aten, di e mit dem natürlich en Nucle­
otid erhalten wurden (siehe Abbildung S2 in de n Hinter­
grundinformationen) . Die Bindung des dNTP durch das 
Enzym wird begle itet von einer Umorientie rung de r Struktur. 
Besonders die Bewegung der O-Helix wurde als entschei­
dender Punkt in dem Prozess diskutiert , bei dem das eintre­
tende Nucleotid zum aktiven Zentrum gelangt. D as Schließen 
der O -Heli x soll die nachfolgende Katalyse vorantreiben.IIOI 

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

Die Daten für dTMcTP und dTE'TP zeigen, dass die 
Schli eßbewegung vollständi g stattfinde n kann und all e 
Komponenten des aktiven Zentrums richtig platzie rt sind, um 
dem Enzym die Katalyse einer Phosphodiester-Bindungsbil­
dung zu ermöglichen (Abbildung 2). 

Ähnliche Konform ationen werden für die publizierte 
Struktur mit ddT1-1Tp161 ge fund en. Für di e An ordnung des 
e intre tenden Nucleotids, der Magnesiumionen und der Was­
se rmolekül e find et man ebenfa lls nur minim ale U nte rschi ede 
(Abbildung 2). Die Strukturen mit dTMcTP, dTE'TP und 
ddTHTP lassen sich gut überl agern , was darauf schli eßen läss t, 
dass das Enzym di e Nucleotide nach ein em ähnli chen Me­
chani smus einbaut. Unsere Kine tikstudien jedoch zeigen, 
dass die Phosphodiesterbindung zum e intretenden dTRTP mit 
bedeutend niedrigere r Effi zienz gebildet wi rd (Tabelle 1). 
Zwischen der C3' -Position des Primerendes und dem Phos­
phoratom der a-Phosphateinheit des ein tretenden dT RTP 
wird in den dTMcTP_ und dTE'TP-haltigen Strukturen ein 
Abstand von 3.9 A beobachtet. Tn de r publi zie rte n Struktur 
der Kle nTaq im Komplex mit ddTHTp I6cl wurde ein kle inere r 
Abstan d von 3.5 A bestimmt. Auch we nn diese Zunahme de r 
Abstände mit der Abnahme der E inbaueffi zienzen korreli ert , 
muss man beachten, dass die Strukturvari ationen bei dieser 
Auflösung innerhalb eies Fehlers de r Moele llverfe inerung 
li egen. 

Neue Studi en be legen, dass das Schließen der O-Helix zu 
schne ll vonstatte n geht , um in der Reaktion geschwindig-
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d) 

Abbildung 2. Sicht auf das J'-Ende des Primers. das eintretende Nucle­
otid und die Aminosäuren, die die zweiwertigen Kationen komplexie­
ren ; Farbcode der Stabmodelle wie in Abbildung 1 b, c. a) Struktur des 

a) 

ternären Komplexes der KlenTaq mit Prim er, Templat und dTM'TP. b) 
Wasse rmolekü le (rot) und Magnes iumionen (grün) sind als I(ugeln ge-
ze igt. b) Wie in (a), für den ternären Komplex mit dTEtTP. c) Wie in 
(a), unter Verwendung der publizierten Struktur mit ddTHTP. d) Über-
lage run g der drei Strukturen in (a) - (c) nach dem Farbeode in Abbil -
dung 1 a. 

keitsbestimmend zu sein.l111 Damit si nd andere Schritte, die 
nach dem Schließen der O-Helix und der richtigen Platzie­
rung der eintre tenden Nucleobase stattfinden, geschwindig­
keitsbestimmend. Da es nicht möglich ist, andere Zwischen­
produkte de r chemischen Reaktion im Experiment abzufan­
gen, können wir über den Grund der kinetischen Unter­
schiede nur spekulieren. Zuvor haben Warshel et al. empiri­
sche Valenzbindungsrechnungen an der TI-DNA-Polymerase 
durchgeführt , di e zeigten, dass de r nuc1 eophile AngriFF und 
nicht die Bildung des ternären Komplexes geschwindigkeits­
bestimmend ist. 11 21 Die Simulationen legten ebenfalls nahe, 
dass sehr geringfügi ge Konformationsunterschi ede, die aus 
falsch gepaarten Basen resultieren , zu steigenden Reakti­
onsbarri eren führen können. Theoretisch e Studi e n an DNA­
Polymerase ß kamen zum selben Ergebnis : Kle ine Ände­
rungen im Bindungsmuster des Substrats können zu starken 
Änderungen im R eaktionsmechanismus führen_I!]1 Auf ähn­
li che Weise könnte di e sterische Hinderung, di e von den zu­
sä tzl.ichen Alkyl gruppen der Sonden verursacht wird, dazu 
führen , dass di e Reaktion auf ein em Weg mit einer größeren 
R eaktionsbarri e re abläuft. Le tztli ch könnte auch der Öff­
nungsschritl durch den veränderten sterischen A nspruch be­
einflusst sein .1141 

Um Einblicke in potenziell wichtige Wechselwirkungen 
der Modifikationen mit nahe gelegenen Aminosä ure resten zu 
erh alte n, untersuchten wir die Proteinumgebung genauer. 
Die 4'-Alkylmodifikationen zeigen in einen Spalt innerhalb 
der Nucleotidbindungstasche (Abbildung 3) . Die kleinsten 
Abstände zwischen der Modifikat ion und den Aminosäure-

Abbildung 3. Aminosäurereste in der Nähe der 4'-Modifikationen von 
a) dTM' TP und b) dT"TP; Farbeode wie in Abbildung 1 b,c. Zusätz li ch 
zu den Stabmodell en sind transparent die Connolly-Oberfl ächen ge­
ze igt. 

resten befinden sich zwischen der 4'-Methylgruppe bzw. der 
Methyl eneinheit der 4'-Ethylgruppe und de r Aminosäure 
!614 (3.5 A für dTMcTP bzw. dTE'TP) sowie E615 (3.4 bzw. 
3.3 A). Diese Tatsache macht diese Reste zu primären A n­
griffspunkten Für e in e Mutationsanalyse. Gemäß e iner älte­
ren Arbeit ist ein Carboxyl atres t an Positi on 615 für di e Ka­
talysefähigkeit des E nzyms erford erlichP .\1 So konzentrierten 
wir unsere Untersuchungen auf 1614, dessen Beitrag zur Se­
lektivität und Zuckererkennung schon frü her diskutie rt 
wurde.I1 .\ . 161 Durch zielgerichtete Mutagenese ersetzten wir 



Isoleucin durch Alanin. Die 1614A-Mutation sollte die steri ­
sche Hemmung im aktiven Zentrum der KlenTaq durch die 
Abwesenheit e iner ß-Alkylseitenkette aufheben. Die gerei­
nigte Mutante wurde durch transiente Kinetiken, wie oben 
beschrieben, untersucht (Tabelle 1). Die 161 4A-Mutante baut 
die 4'-alkylierten Nucleotide dTM"TP und dTE'TP mit der­
selben Aktivität e in wie das Wildtypenzym das unmodifi­
zierte dTHTP. Dies führt zu ei ner mehr a ls 240- bzw. 400-fach 
erhöhten E inbaueffizienz für die modifizierten Nuc leotide 
und geht mit einer 6-fachen Z unahme der Prozessierung von 
dT"'TP durch die 1614A-Mutante im Vergleich zum KlenTaq­
Wildtyp einher. Eine Herabsetzung des sterischen Anspruchs 
im aktiven Zentrum des Enzyms durch die Mutation der 
Aminosäu re Hi14, di e sich in der Nähe der 4'-Alkylmodifi­
kat ion befin det , führt so zu e in er starken Zun ahm e der Ein­
baue ffi zienz der größeren Nucleotide. Dieser Befund zeigt, 
dass 1614 - ein von Bakterien bis zum Menschen in DNA­
Polymerasen dieser Sequenzfamilie stark konservierter Rest 
(siehe Hintergrundinformationen) - eine wichtige Rolle bei 
der Zuckererkennung der KlenTaq spielt. 

Wir haben hi er über Strukturaspekte von vergrößerten 
Nucleotidsonden im aktiven Zentrum einer DNA-Polyme­
rase berichtet. Die Nucleotidsonden nehmen fast identische 
Konformationen wie das unmodifizierte Substrat ein, und das 
Gleiche gilt für die Proteinseitenketten. Da sich die Kinetiken 
des Nucleotideinbaus von natürlichen und vergrößerten Nu­
cleotiden signifikant unterscheiden, läss t di e Tatsache, dass 
fast identische Konformationen von Enzym und Substrat 
gefunden werden, darauf schließen, dass mechanistische 
Schritte geschwindigkeitsbestimmend sind, die in den Kris­
tallstrukturen nicht aufgelöst sind. Das Zusammenspiel mit 
verschi edenen E nzymseitenketten kön nte dafür ursächli ch 
sein. In der Tat erhöht di e Mutation einer einzelnen Seiten­
kette nahe der 4'-Modifikation die Einbaueffizienz der ver­
größerten Nucleotide bis auf den Wert des unmodifizierten 
Substrats. Weitere Strukturuntersuchungen des Wechselspi els 
von vergrößerten Nucleotiden mit DNA-Polymerasen 
werden gegenwärtig durchgeführt , um tiefere Einblicke in die 
veränderte Se lektivitä t des E nzyms durch Mutat ion zu e r­
halten. 
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