@ DNA-Polymerasen Jgldfz"L13

Angewandte

Zuschriften

DOI: 10.1002/ange.201306655

Struktur und Funktion einer RNA -lesenden thermostabilen DNA -

Polymerase™*

Nina Blatter, Konrad Bergen, Oliver Nolte, Wolfram Welte, Kay Diederichs, Jutta Mayer,

Markus Wieland und Andreas Marx*

Die hohe Substratspezifitdt von DNA-abhingigen DNA-Po-
lymerasen ist einerseits fiir die Stabilitidt des Genoms, ande-
rerseits auch fiir viele biotechnologische Anwendungen es-
sentiell.'! Speziell in vivo ist die Diskriminierung zwischen
Ribo- und Desoxyribonukleotiden sowie zwischen RNA und
DNA wichtig, da die Anzahl der Ribosebausteine die der
Desoxyribosebausteine bei weitem iibersteigt. Wahrend der
Selektionsmechanismus beim Einbau von Nukleotiden durch
DNA- und RNA-Polymerasen® schon intensiv studiert
wurde, ist dariiber hinaus wenig bekannt, wie DNA-abhén-
gige DNA-Polymerasen zwischen den verschiedenen Nukle-
insduretemplaten (DNA zu RNA) unterscheiden. Einige
virale DNA-Polymerasen (z.B. Reverse Transkriptasen) sind
in der Lage, DNA und RNA als Templat fiir die Nuklein-
sduresynthese zu verwenden. Die Analyse der Kristallstruk-
turen dieser Enzyme, im Komplex mit RNA oder DNA als
Templat, hat maBgeblich zum Verstindnis dieses Prozesses®!
beigetragen. Fiir DNA-abhédngige DNA-Polymerasen, die
RNA-Template nur schlecht prozessieren konnen, fehlt es
allerdings an vergleichbaren strukturellen Daten, was ver-
mutlich durch die Entstehung instabiler Komplexe und einer
daraus resultierenden strukturellen Heterogenitit, die die
Kristallisation erschweren, begriindet werden kann.

Die Kristallstrukturanalyse der KlenTag-DNA-Polyme-
rase, einer verkiirzten Form der DNA-Polymerase aus Ther-
mus aquaticus, hat erheblich zum Verstdndnis beigetragen,
wie DNA-Polymerasen das natiirliche Substrat erkennen®!
sowie abasische Stellen® und nicht-natiirliche Nukleotide
prozessieren.**#l Da unsere Bestrebungen, entsprechende
Kristalle der KlenTaq im Komplex mit RNA zu erhalten,
misslangen, versuchten wir das Enzym dahingehend weiter-
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zuentwickeln, dass es in der Lage ist, ein RNA-Templat mit
erhohter Effizienz zu prozessieren. Wir erhofften uns daraus
verbesserte Kristallisationseigenschaften des Enzyms. Tat-
sdchlich erhielten wir eine erheblich verbesserte KlenTaq-
Variante, die uns zum ersten Mal strukturelle Einblicke lie-
ferte, wie eine DNA-abhingige DNA-Polymerase ein RNA-
Templat prozessiert. Zudem stellte sich die generierte Klen-
Tag-Variante als eine thermostabile DNA-Polymerase mit
signifikanter Reverse-Transkriptase-Aktivitidt heraus, die in
der Molekularbiologie und der klinischen Diagnostik An-
wendung finden kann, wie z.B. in der Transkriptomanalyse
oder der Erkennung von Pathogenen und krankheitsspezifi-
schen Markern.

Fiir die Generierung einer verbesserten Enzymvariante
wurden die Mutationen zweier KlenTaq(KTq)-Varianten M1
(L322M, L459M, S515R, I638F, S739G, E773G)‘! und
M747K iiber DNA-Shuffling kombiniert, um alle moglichen
Mutationskombinationen zu erhalten. Der Literatur zufolge
besitzen beide Enzyme entweder eine gewisse Reverse-
Transkriptase-Aktivitdt oder ein erweitertes Substratspek-
trum. DNA-Shuffling wurde als Methode der Rekombination
verwendet, da die M1-Variante, mittels fehlerbehafteter Po-
lymerasekettenreaktion (PCR) erzeugt, sechs Mutationen
aufweist, die tiber das gesamte Enzym verteilt sind. Die ein-
zelnen Einfliisse der Mutationen sind jedoch unbekannt. Eine
Bibliothek mit 1570 Klonen wurde generiert, um eine hohe
Abdeckung aller Mutationskombinationen zu erzielen (siche
Hintergrundinformationen). Die Enzyme wurden in 96er
Lochplatten exprimiert und unmittelbar nach der Lyse und
Hitzedenaturierung der E. coli-eigenen Proteine in einem
Echtzeit-PCR-Aktivititstest mit DNA als Templat eingesetzt.
Da ca. 80 % der exprimierten Enzyme PCR-Aktivitit zeigten,
testeten wir direkt im Anschluss auf Reverse-Transkriptase-
Aktivitdt unter Verwendung eines MS2-RNA-Templats, wie
bereits beschrieben.”) In diesem Screening wurden zwei Va-
rianten, RT-KTq 1 und RT-KTq2, identifiziert und aufgrund
ihrer signifikant erhohten Reverse-Transkriptase-Aktivitét
gegeniiber den parentalen Enzymen und einer minimalen
Anzahl an Mutationen weiter charakterisiert. RT-KTq1 be-
sitzt drei Mutationen (S515R, 1638F und M747K), wohinge-
gen RT-KTq2 zusétzlich zu den Mutationen von RT-KTq1
eine weitere Mutation aufweist (L459M, Abbildung 1a). Fiir
Vergleichsstudien wurde iiber zielgerichtete Mutagenese eine
Variante generiert, die alle sieben Mutationen aufweist (KTq
M1/M747K). Der KTq-Wildtyp, die parentalen Enzyme M1
und M747K, KTq M1/M747K und RT-KTq1 und 2 wurden
exprimiert, gereinigt, auf die gleiche Proteinkonzentration
eingestellt (Abbildung S1) und weiter charakterisiert.
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Abbildung 1. Charakterisierung von KTq-Wildtyp und Mutanten.

a) Struktur der KTq-DNA-Polymerase (PDB 3RTV) mit den Mutationen
von KTq M1 und M747K jeweils rot und blau markiert. Die RT-KTq 2-
Mutationen sind grau hinterlegt, die RT-KTq 1-Mutationen sind
schwarz umrandet. b) Primerverlangerungsreaktionen mit einem 5'-
[*2P]-markierten Primer (20 nt) gebunden an ein RNA-Templat. Reaktio-
nen wurden fiir 1 min bei 72°C inkubiert. Teilsequenzen des Primers
und des Templats sind dargestellt. P=Primer; wt=Wildtyp.

Zuerst wurde die Reverse-Transkriptase-Aktivitit des
Wildtyps und aller Varianten in Primerverldngerungsreak-
tionen, unter Verwendung eines 5'-[**P]-radioaktiv markier-
ten DNA-Primers, der an ein RNA-Templat bindet, unter-
sucht. Die Reaktionen wurden fiir 1 min bei 72°C inkubiert
und anschlieBend mittels denaturierender PAGE analysiert
(Abbildung 1b). Im Falle eines RNA-Templats konnte keine
Verldngerung des Primers durch den Wildtyp beobachtet
werden. KTq M747K hingegen war in der Lage, drei Nu-
kleotide einzubauen, wihrend KTq M1 sogar ldngere Pro-
dukte bis hin zu sieben Einbauten synthetisieren konnte. KTq
M1/M747K und RT-KTq1l und 2 hingegen iibertrafen die
parentalen Enzyme bei weitem und zeigten eine fast quanti-
tative Umsetzung des Primers zum Vollldngenprodukt nach
1 min (Abbildung 1b). Der bereits fiir DNA-Polymerasen
beschriebenel**®! templat-unabhingige Einbau eines Nu-
kleotids wurde aulerdem im Falle der Entstehung des Voll-
langenprodukts beobachtet.

Tabelle 1: Spezifische Aktivititen der KTg-Varianten auf einem DNA-
oder RNA-Templat.

Variante Spezifische Spezifische
Aktivitat® [min~] Aktivitat® [min~]
DNA-Templat RNA-Templat

KTq wt 145414 n.a.l

KTq M1 252+21 1.67+0.05

KTq M747K 279418 0.31+£0.01

KTq M1/M747K 342+11 322+1.8

RT-KTq1 181+£12 15.7+0.6

RT-KTq2 349413 349413

[a] Der gemessene Umsatz an dNTPs pro Minute wurde gegen ver-
schiedene Polymerasemengen aufgetragen; die daraus resultierende
Geradensteigung ergab die spezifische Aktivitit des jeweiligen Enzyms.
[b] n.a.: nicht auswertbar, da keine signifikante Aktivitit auf einem RNA-
Templat nachgewiesen werden konnte.
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Eine Quantifizierung der jeweiligen Aktivititen auf
einem DNA- und RNA-Templat!” bestitigte die Uberlegen-
heit der identifizierten Varianten M1/M747K, RT-KTq1 und
2 gegeniiber den parentalen Enzymen (Tabelle 1). Die Re-
kombination zweier KTq-Mutanten fiihrte zu einer neuen
Generation von KTqg-Varianten, die gegeniiber der parenta-
len Variante KTq M1 eine bis zu 20-fach und gegeniiber KTq
M747K eine bis zu 100-fach erhchte Reverse-Transkriptase-
Aktivitdat aufweist (Tabelle 1). Falls die Kombination der
Mutationen einen additiven Effekt zur Folge hitte, wiirde
man eine zweifach erhohte Reverse-Transkriptase-Aktivitét
erwarten. Allerdings deuten unsere Ergebnisse auf eine nicht-
additive Interaktion der einzelnen Mutationen hin, mit dem
Ergebnis eines synergistischen Effekts.!”

Aufgrund der hoheren Gesamtaktivitdt von RT-KTq2 im
Vergleich zu RT-KTq1 (Tabelle 1) und einer hoheren Stabi-
litat gegeniiber KTq M1/M747K (Abbildung S2) verwende-
ten wir RT-KTq?2 fiir die weitergehenden Experimente. Um
strukturelle Einblicke zu gewinnen, versuchten wir als
nidchstes, Kristalle von RT-KTq2 zu erhalten. Dafiir kristal-
lisierten wir RT-KTq2 im Komplex mit einem DNA-Primer
(11-mer) und einem RNA-Templat (16-mer) und zum Ver-
gleich mit dem entsprechenden Primer/Templat-DNA-
Duplex. Detaillierte Angaben zur Probenvorbereitung,
Kristallisation sowie die kristallographische Statistik sind in
den Hintergrundinformationen aufgefiihrt. Wir waren in der
Lage, die Struktur von RT-KTq2 im Komplex mit einem
Primer/Templat-DNA-Duplex und einem eintretenden 2',3'-
Didesoxycytidin-5'-triphosphat (ddCTP) mit einer Auflésung
von 1.55 A (benannt RT-KTq2pxa, PDB ID 4BWJ) zu lsen.

Die Gesamtstruktur von RT-KTq 2y, ist fast identisch zu
bereits beschriebenen geschlossen ternidren Strukturen fiir
den KTq-Wildtyp mit einem DNA-Duplex!! (z.B. PDB ID
3RTV)™! und zeigt eine geringe mittlere Standardabwei-
chung (rmsd) des Co um 0.33 A (Abbildung S3a,b). Dariiber
hinaus gelang es uns, Kristalle der Enzymvariante im Kom-
plex mit einem DNA/RNA-Hybridduplex mit einer Auflo-
sung von 1.75 A (benannt RT-KTq 2y, PDB ID 4BWM) zu
erhalten. Die Struktur zeigt einen halboffenen Zustand, der
vermutlich durch Kristallkontakte erzeugt wird. Ein Ver-
gleich von RT-KTq 2y und RT-KTq2py, offenbart grofere
Veridnderungen in der Daumendoméne aufgrund der verin-
derten geometrischen Eigenschaften des Hybrid-Duplexes
(Abbildung 2a). Dabei zeigt das RNA-Templat Ribose-
Konformationen, die typisch fiir die A-Form sind, wihrend
die Zucker des DNA-Primers verschiedene Konformationen
annehmen, die von der typischen B-Form abweichen (Ta-
belle S1).!"! Die drei Basenpaare am Ende eines DNA/DNA.-
Duplexes, in der Néhe der O-Helix der DNA-Polymerase,
liegen schon in der A-Form vor.*¥) Daher werden nur struk-
turelle Anderungen des Proteins in den Bereichen unterhalb
dieser drei, am aktiven Zentrum gelegenen Basenpaare be-
notigt, um sich der verdnderten Geometrie des DNA/RNA-
Hybrid-Duplexes anzupassen (Abbildung 2b). Eine Uberla-
gerung des DNA/DNA- und des Hybrid-Duplexes in RT-
KTq2pna zeigt, dass sich ein Teil der Daumendoméne des
Proteins mit dem DNA/RNA-Hybrid-Duplex iiberschneiden
wiirde. Infolgedessen wird eine weitere strukturelle Anpas-
sung des Proteins benotigt. Verglichen mit RT-KTq2py4 be-
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Abbildung 2. Kristallstrukturen von RT-KTq2pya und RT-KTq2gua. @) Struktur von RT-KTq2py, (griin) tiberlagert mit RT-KTq2gya (blau). DNA-
Duplex und DNA/RNA-Hybrid sind jeweils hellgriin und hellblau abgebildet. Die Mutationen sind im Kugelmodell (rot) dargestellt. b) Eine Nah-
aufnahme zeigt den DNA-Duplex in RT-KTq 2y, (links), eine Uberlagerung des DNA- und Hybrid-Duplexes in RT-KTq 2y (mittig) und den DNA/
RNA-Hybrid-Duplex in RT-KTq2gya (rechts). Die Uberlagerung des Hybrid- und des DNA-Duplexes verdeutlicht, dass die Daumendomine auf-
grund der verinderten Geometrie des DNA/RNA-Hybrids umlagern muss, da sonst ein Zusammenstofl mit dem Enzym die Folge wire (markiert
durch den Pfeil). c) Die Nahaufnahme hebt die Lage der M459-Mutation in den H-Helices hervor. M459 ist als Kugelmodell (rot) dargestellt.

d) Die Nahaufnahme zeigt die Interaktionen ausgehend von der Mutation S5T15R. Die Mutation R515 ist als Stabmodell (blau) dargestellt; eine

alternative Konformation ist transparent gezeigt.

obachteten wir daher, vorwiegend in der 3'-Region des
Templats, eine verringerte Anzahl an Kontakten zwischen
dem Enzym und dem Hybrid-Duplex und mehrere Verdn-
derungen im Interaktionsmuster (Abbildung S4). Auffillig
dabei ist, dass der groBere Teil der Umstrukturierung des
Proteins in der Daumendoméne ab L459M in oH beginnt
(Abbildung 2¢, S3c). Diese Verdnderung entspringt wahr-
scheinlich der Mutation von L459 zu der sterisch weniger
anspruchsvollen und flexibleren Seitenkette von Methionin.
Diese ermoglicht das Verkriimmen der oH und eine an-
schlieBende Verschiebung von aH1 und aH2 in die Néhe des
Hybrid-Duplexes, wodurch die Eigenschaften dieses Binde-
motivs gewahrt werden (Abbildung 2¢c).*!! Dieses Motiv wird
durch die S515R-Mutation in der o H2 stabilisiert. Diese zeigt
zwei Konformationen des Arginins in der RT-KTq2gna-
Struktur, wodurch Interaktionen mit der Hydroxygruppe von
S513 und dem Peptidriickgrat von K505 ermoglicht werden
(Abbildung 2d). Die Funktion der 1638F-Mutation ist weni-
ger offensichtlich; sie konnte jedoch aufgrund von hydro-
phoben und n-t-Wechselwirkungen mit benachbarten Ami-
nosduren eine stiarkere Faltung der Fingerdoméne bewirken.
Im Gegensatz zu der RT-KTq 2py,-Struktur sind hier die
Mutationen R515 und F638 in ,,simulated-annealing-omit*-
Karten aufgelost, was wiederum auf eine Stabilisierung der
jeweiligen Region hindeutet und unsere Annahme weiter
stiitzt (Abbildung S3d,e). Letztendlich erhoht die Mutation
M747K die positive Oberflichenladung in der Néhe des ne-
gativ geladenen Riickgrats der DNA.PY Dies konnte die
Bindung des Nukleinsdureriickgrats erleichtern und dadurch
die Fahigkeit, ungewohnliche Substrate zu akzeptieren, for-
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dern. Analog dazu gibt es eine Studie, bei der eine positive
Ladung, eingefiihrt in die Daumendomaéne einer thermosta-
bilen DNA-Polymerase, identifiziert wurde, die eine effizi-
entere Prozessierung eines nicht-natiirlichen RNA-Primer/
DNA-Templat-Duplexes beim Einbau von Ribonukleotiden
erlaubt.?

Als nichstes untersuchten wir die potentielle Anwendung
von RT-KTq2 in der Molekularbiologie oder klinischen
Diagnostik, indem wir PCR-Experimente mit reverser Tran-
skription (RT-PCR) durchfiihrten. RNA wird als Templat in
der Transkriptomanalyse, der Pathogendetektion und der
krankheitsspezifischen Markererkennung im Zuge der RT-
PCR verwendet.['”! Diese Methode beruht auf der Detektion
und Quantifizierung von RNA, die enzymatisch zu ihrer
komplementiren DNA umgeschrieben (reverse Transkripti-
on) und anschlieBend in der PCR amplifiziert wird. Dadurch
kann das Vorkommen von spezifischen RNA-Molekiilen,
auch in Echtzeit, verfolgt werden. Da die DNA-Polymerasen,
die in einer gewohnlichen PCR verwendet werden, keine
ausreichende  Reverse-Transkriptase-Aktivitdt  besitzen,
werden zwei Enzyme fiir die RT-PCR bendétigt: eine reverse
Transkriptase und eine PCR-kompetente DNA-Polymerase.
Obwohl der Einsatz von zwei Enzymen der Standard ist,
entstehen durch die Hitzeinstabilitdt der verwendeten retro-
viralen mesophilen reversen Transkriptasen!'! einige Nach-
teile, wie z. B. eine unspezifische Bindung der Primer, geringe
Ausbeuten bei komplexen RNA-Molekiilen, die Sekundir-
strukturen ausbilden, und ein vorzeitiger Abbruch der Re-
aktion.'™ Zusitzlich verlingert der RT-Schritt das PCR-
Protokoll bis zu 30 min, eine Verzogerung, die gerade bei
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Abbildung 3. RT-PCR durchgefiihrt mit RT-KTq2. a) Echtzeit-RT-PCR, durchgefiihrt mit Wildtyp (wt), M1, M747K, M1/M747K, RT-KTq1 und 2 (wie
angegeben), in der ausgehend von MS2-Bakteriophagen-RNA ein 100-mer amplifiziert wurde. Die Fluoreszenzmessung basierte auf der Bindung
von SYBRGreen | an doppelstringige DNA. Die Produktbildung wurde auf einem 2.5% Agarosegel analysiert. M: Marker. F.E. = Fluoreszenzein-
heiten. b) Der Nachweis von mRNA-Transkripten erfolgte ausgehend von der gesamten humanen zellularen RNA (Jurkat-Zellen) in ca. 20 min in
einer extrem schnellen PCR. Amplifikate: GAPDH (71 bp; 108 bp, Annealing/Verlingerung bei 61°C), Actin (ACTB; 101 bp, Annealing/Verlinge-
rung bei 72°C) und Hypoxanthinphosphoribosyltransferase 1 (HPRT1; 111 bp, Annealing/Verlingerung bei 63 °C), jeweils in Spur 1, 2, 3 und 4
gezeigt. M: Marker. c) Echtzeit RT-PCR, in der ein Fragment (90-mer) des humanen f-Actins ausgehend von verschiedenen Verdiinnungen gesam-
ter RNA (Jurkat-Zellen) amplifiziert wurde. Die Templat-Verdiinnungsreihe reichte von 100 ng bis 1 pg, jeweils um einen Faktor 10 verdiinnt. Die
Reaktionen wurden in Triplikaten durchgefuihrt. Einschub: Auftragung der ct(cycle threshold)-Werte gegen die Menge an gesamter zelluldrer RNA.
d) Nachweis von Influenzavirus A ausgehend von RNA-Extrakten von sieben verschiedenen Proben. Die Produktbildung wurde per 2.5% Agarose-
gel analysiert. M: Marker.

Krankheitsausbriichen — wenn Hunderte von Abstrichen  Nachweis in ungefdhr 20 min erreicht werden. Die Bildung
analysiert werden miissen — einen kritischen Punkt darstellt. ~ des erwarteten Produkts konnte fiir alle Zielsequenzen be-
Daher wiirden thermostabile DNA-Polymerasen mit der Fi-  obachtet werden (Abbildung 3b). Zusitzlich untersuchten
higkeit fiir RT und PCR die Verwendung von zwei Enzymen  wir mit Echtzeit-RT-PCR die Sensitivitidt von RT-KTq2 in der
tiberfliissig machen und eine Zeit- und Arbeitsreduzierung ~ RNA-Detektion. Ein 90 Nukleotide (nt) langer Abschnitt der
bieten. Zuerst wurden die gereinigten Enzyme in Echtzeit- humanen [-Actin-mRNA wurde ausgewihlt und ausgehend
RT-PCR unter Verwendung eines MS2-Bakteriophagen- von der gesamten zelluliren RNA (Jurkat-Zellen) amplifi-
RNA-Templats untersucht.”! Unter den verwendeten Bedin-  ziert (Abbildung 3¢). Wiederum wurde ein PCR-Programm
gungen zeigt RT-KTq?2 ungefidhr 10 Zyklen frither als das  bestehend aus zwei Schritten verwendet und die Produktbil-
parentale Enzym KTq M1 eine Produktbildung, wihrend der  dung durch Bindung von SYBRGreen I nachgewiesen. Die
Wildtyp keine erkennbare Aktivitit aufweist (Abbildung 3a). RNA-Detektion war iiber eine grole Bandbreite an Kon-
Die korrekte Produktbildung wurde per Agarosegelanalyse zentrationen, von 100 ng bis zu der geringen Menge von 1 pg,
bestdtigt. Zusitzlich konnten wir demonstrieren, dass RT-  linear und kann damit durchaus mit kommerziell erhiltlichen
KTq2, verglichen mit dem parentalen Enzym M1, in der Lage ~ Enzymen konkurrieren (Abbildung S6).

ist, signifikant lingere Produkte zu generieren (Abbil- Als nidchstes untersuchten wir die Fihigkeit von RT-
dung S5). Um die Anwendung von RT-KTq2 zum Nachweis =~ KTq2, Influenzavirus A mit TagMan-basierter Echtzeit-RT-
von verschiedenen mRNA-Transkripten ausgehend von ex- PCR nachzuweisen. Influenzaviren waren der Ausloser fiir
trahierter, humaner zellulirer RNA (isoliert aus Jurkat- mehrere Pandemien,™ weshalb schnelle Detektionsmetho-
Zellen) zu untersuchen, wurden 71 bis 111 Basenpaare (bp)  den bendtigt werden, um neue Ausbriiche frith zu erkennen
lange Produkte mit RT-PCR amplifiziert (Abbildung3b). und medizinisch eingreifen zu konnen. Da eine 5'-Nuklease-
Eine DNA-Kontamination konnte ausgeschlossen werden, da  Aktivitdt fiir die Hydrolyse zweifach-markierter TagMan-
Zielsequenzen mit zugehorigem Intron ausgewidhlt wurden.  Sonden benotigt wird, verwendeten wir eine Enzymmischung
Ein extrem schnelles PCR-Protokoll wurde in diesem Expe-  bestehend aus Tag-DNA-Polymerase-Wildtyp und RT-KTq?2.
riment verwendet, das neben einer Initialdenaturierung von = Die RNA-Extrakte stammten von Rachen-Abstrichen auf
30 s bei 98°C aus zwei Schritten (insgesamt 30 Zyklen) be-  Influenza A positiv getesteter Patienten. Ein 141 nt langer
stand: 2 s Denaturierung und 15s fiir einen kombinierten = Bereich des Influenza A-Matrixproteins wurde mit Echtzeit-
Annealing-/Verldngerungsschritt (die verwendeten Tempe- RT-PCR unter Verwendung eines zweistufigen PCR-Proto-
raturen sind in der Abbildungslegende angegeben). Ein zu-  kolls amplifiziert. Dariiber hinaus verwendet wurden eine
siatzlicher RT-Schritt wurde ausgelassen, wodurch eine wei- TagMan-Sonde, die mit einem Molekiil konjugiert wurde, das
tere Zeitersparnis erzielt wurde. Somit konnte ein RNA- in die kleine Furche der DNA bindet," um die Spezifitit der
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Reaktion zu erhohen, und zusitzlich fiir Influenza A-Detek-
tion empfohlene, optimierte Primer. Ein ansteigendes Fluo-
reszenzsignal wurde fiir sieben verschiedene Proben beob-
achtet und die korrekte Produktbildung auf einem Agarose-
gel sichtbar gemacht (Abbildung 3d).

Wir haben hier die erste Struktur einer DNA-abhéngigen
DNA-Polymerase beim Einbau eines Nukleotids gegentiber
einem RNA-Templat vorgestellt, deren Wildtyp-Vorldufer
keine signifikante Reverse-Transkriptase-Aktivitit zeigte.
Die Ergebnisse zeigen deutlich die verdnderte Struktur des
DNA/RNA-Duplexes verglichen mit einem DNA/DNA-
Duplex. Zusétzlich wurden wichtige Aminosduren identifi-
ziert, die den Wildtyp daran hindern, RNA effektiv als
Templat zu verwenden. Wéhrend die Mutation M747K die
Bindungsaffinitdt zu jeder negativ geladenen Nukleinsdure
erhOhen konnte, stabilisiert die SS15R-Mutation das Nukle-
insdurebindemotiv in der Daumendoméne. Die L459M-Mu-
tation bringt eine erhohte Flexibilitit der Daumendoméne
mit sich, die dazu beitrdgt, eine Kollision mit dem DNA/
RNA-Hybriden zu verhindern. Dariiber hinaus konnten wir
vielversprechende Eigenschaften der Enzymvariante aufzei-
gen, die ihren Einsatz in schneller Detektion und Quantifi-
zierung von RNA mit RT-PCR nach ungefidhr 20 min er-
moglichen. Das Enzym ermoglicht eine Vielzahl von An-
wendungen, wie z. B. schnelle Transkriptionsanalyse oder der
RNA- und DNA-Nachweis von Pathogenen. Da RT-KTq2
Reverse-Transkriptase- und PCR-Aktivitit in einem Enzym
vereint, besitzt es ein grof3es Potential, den Arbeitsaufwand
und zeitaufwéndige Optimierungen auf ein Mindestmal3 zu
reduzieren, ohne dabei die Zuverlassigkeit der Analyse zu
beeintréichtigen.
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