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Sequenz-spezifischer Einbau von Enzym-Nukleotid-Chim�ren durch
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Abstract: Durch Erkennung von Form und Geometrie des
naszierenden Nukleotidpaars stellen DNA-Polymerasen die
hohe Selektivit�t der DNA-Replikation sicher. Man geht davon
aus, dass DNA-Polymerasen mit hoher Replikationsgenauig-
keit hierzu ein genau angepasstes aktives Zentrum enthalten,
das nur geringe Abweichungen von den kanonischen Basen-
paarungen toleriert. Dennoch ist bekannt, dass DNA-Poly-
merasen Nukleotide mit kleinen Modifikationen als Substrate
akzeptieren, was von wesentlicher Bedeutung fîr zahlreiche
grundlegende biotechnologische Anwendungen ist. Hier wird
nun gezeigt, dass selbst DNA-Polymerasen, die eine hohe
Replikationsgenauigkeit aufweisen, in der Lage sind, eine
Nukleotid-Chim�re, die mit einem großen Protein wie der
Meerrettichperoxidase modifiziert ist, als Substrat zu nutzen,
obwohl diese „Fracht“ um ein Hundertfaches grçßer ist als das
natîrliche Substrat. Wir nutzten diese Eigenschaft, um ein
Testsystem zu entwickeln, das den Nachweis von DNA und
RNA in Einzelbasenauflçsung mit bloßem Auge ermçglicht.

DNA-Polymerasen sind entstanden, um genetische Infor-
mationen exakt zu kopieren. Sie erkennen den Templatstrang
und w�hlen mit hoher Genauigkeit aus dem Pool von vier 2’-
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) das kanonische Nu-
kleotid zum Einbau aus. Diese strenge Erkennung von Form
und Geometrie des naszierenden Nukleotidpaars beim
Einbau durch die DNA-Polymerase ist ein grundlegendes
Kriterium fîr die Selektivit�t der DNA-Replikation.[1] Des-
halb wird angenommen, dass DNA-Polymerasen mit hoher
Replikationstreue îber hierfîr genau angepasste aktive
Zentren verfîgen, die nur eine geringe Abweichung von den
kanonischen Strukturen zulassen. Es ist folglich verblîffend,
dass solche DNA-Polymerasen in der Lage sind, modifizierte
Nukleotide als Substrate zu nutzen. Diese Eigenschaft ist
fundamental fîr den Einsatz von DNA-Polymerasen in
zahlreichen grundlegenden biotechnologischen Anwendun-
gen wie der Sequenzierung und Diagnostik.[2]

Um Einblick in die Mechanismen zu gewinnen, die es
DNA-Polymerasen ermçglichen, ungeachtet ihrer speziell
angepassten aktiven Zentren modifizierte Nukleotide zu
prozessieren, wurden strukturelle und funktionale Studien
durchgefîhrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass Nukleotide,

die kleine Modifikationen wie Affinit�ts-,[3] Spin-[4] oder Re-
doxsonden,[5] Farbstoffe,[2a] Aminos�uren,[6] Nukleoside[7]

oder kurze Oligonukleotide[8] tragen, Substrate fîr die Re-
plikation von DNA durch DNA-Polymerasen sind.

Wir zeigen nun, dass sogar proteinmodifizierte dNTPs –
ungeachtet ihrer Grçße – als Substrat fîr die Replikation von
Nukleins�uresequenzen durch Hochpr�zisions-DNA-Poly-
merasen geeignet sind (Abbildung 1a). Das Protein, in
diesem Fall das ca. 40 kDa große Glykoprotein Meerrettich-
peroxidase (HRP) aus Amoracia rusticana,[9] wird hierbei

Abbildung 1. Grçßenvergleich der hier verwendeten Strukturen und
Schema der Konjugationsstrategie. a) Maßstabsgetreuer Grçßenver-
gleich zwischen der KTq-DNA-Polymerase (PDB: 1KTQ), HRP C1A
(PDB: 1HCH), dTTP und einem modifizierten dTTP, das einen C15-
Thiol-Linker tr�gt (dT15SHTP). b) Konjugation der thiolmodifizierten Nu-
kleotide (dTnSHTP) mit malHRP (Struktur abgeleitet von HRP C1A)
durch Thiol-Maleimid-Reaktion.
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positionsspezifisch in den naszierenden DNA-Strang einge-
baut. Dabei wird die F�higkeit des Enzyms, selbst unter rauen
Umweltbedingungen wie erhçhter Temperatur, großen pH-
Schwankungen oder sogar in Gegenwart von chaotropen
Reagentien, Farbsignale durch Oxidation eines Farbstoffs zu
generieren, nicht beeintr�chtigt. Diese Eigenschaften machen
HRP zu einem der meistverwendeten Reporterenzyme in
biochemischen Assays.[10] Basierend auf dem Befund, dass
DNA-Polymerasen diese HRP-modifizierten dNTPs als
Substrate nutzen kçnnen, haben wir ein Testsystem entwi-
ckelt, das die Detektion von DNA und RNA mit bloßem
Auge bis hin zur Einzelbasenauflçsung ermçglicht.

HRP-Spezies, die durch Umsetzung mit Maleimidohe-
xans�ure-N-hydroxysuccinimidester mit ein bis drei Malei-
midgruppen aktiviert sind (malHRP), sind kommerziell er-
h�ltlich. Da sie eine Konjugation mit Zielmolekîlen durch
eine Thiol-Maleimid-Reaktion ermçglichen, die als eine der
schnellsten Biokonjugationsreaktionen in w�ssrigen Bedin-
gungen gilt und somit schnellen Umsatz und hohe Ausbeuten
verspricht, w�hlten wir ein thiolmodifiziertes Nukleotid fîr
die Konjugation an das aktivierte Enzym.[11]

Frîhere Untersuchungen zeigten, dass C5-Desoxythymi-
din-Derivate meist sehr gut von DNA-Polymerasen akzep-
tiert werden.[12] Um zus�tzlich den Einfluss der L�nge des
Linkers auf die Einbaueffizienz zu untersuchen, syntheti-
sierten wir zwei Thymidinanaloga mit unterschiedlich langen
Linkern auf Basis von w-Mercaptocarbons�uren (Abbil-
dung S1 der Hintergrundinformationen; dTnSHTP). Hierfîr
folgten wir dem Syntheseschema, das zuvor schon fîr hy-
droxyfunktionalisierte Nukleotide vorgestellt worden war.[8a]

Ausgehend von 5-Iod-2’-desoxyuridin wurde durch Sono-
gashira-Kupplung mit 5-Trifluoracetamid-1-pentin das Tri-
fluoracetat(TFA)-geschîtzte, aminofunktionalisierte Nu-
kleosid 1 hergestellt (Abbildung S2a). Das Nukleosid wurde
anschließend zum Triphosphat umgesetzt (Abbildung S1b)

und in Ammoniumhydroxidlçsung entschîtzt, um das Pro-
dukt 2 zu erhalten. Die w-Mercaptocarbons�ure-Linker
wurden schließlich mithilfe des Peptidkupplungsreagens O-
(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhe-
xafluorophosphat (HATU) und N,N-Diisopropylethylamin
(DIPEA) in DMF eingefîhrt, um die Endverbindungen
dT7SHTP und dT15SHTP zu erhalten (Abbildung S1c; Abbil-
dungen S10 und S11 fîr NMR-Spektren). Diese wurden an-
schließend mit malHRP durch einfache Inkubation in Phos-
phat-gepufferter Salzlçsung (PBS) konjugiert (Abbil-
dung 1b). Die Konjugate (dTnHRPTP) wurden weiterhin per
Anionenaustausch-FPLC (FPLC = fast protein liquid chro-
matography) isoliert und durch ESI-MS identifiziert (Abbil-
dung S2).

Um zu prîfen, ob die synthetisierten Konjugate als Sub-
strat fîr DNA-Polymerasen wirken kçnnen, fîhrten wir
Primer-Verl�ngerungsexperimente auf Basis eines Templats
durch, das fîr die B-Typ-Raf-Kinase(BRAF)-T1796A-
Punktmutation codiert (Abbildung 2a; siehe Hintergrundin-
formationen fîr Sequenzen). Diese Punktmutation wird eng
mit der Karzinogenese in Verbindung gebracht.[13] Der
21 Nukleotide lange, 5’-radioaktiv markierte Primer wurde
dabei so konzipiert, dass er unmittelbar vor der Mutations-
stelle endet, sodass ein einzelnes Desoxythymidinderivat
eingebaut werden kann. Dieser Einbau wurde daraufhin
durch denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE) analysiert und durch Autoradiographie visualisiert.

Bei Verwendung der unkonjugierten Nukleotide, dT7SHTP
und dT15SHTP, beobachteten wir, wie erwartet, eine Bande
von verminderter Mobilit�t, was den Einbau des gegenîber
dem natîrlichen dTTP etwas sperrigeren Nukleotids durch
die KlenTaq-DNA-Polymerase best�tigt (Abbildung 2,
Bahnen 2 und 3; Abbildung S3 fîr das gesamte Gel). Die
etwas unfçrmige Gestalt der Banden gegenîber denjenigen,
bei denen natîrliches dTTP zum Einsatz kam, kçnnte hierbei

Abbildung 2. PAGE von Primer-Verl�ngerungsexperimenten mit den synthetisierten Konjugaten. a) Ausschnitt aus der Sequenz des Primers und
des Templats um die Einbaustelle. b) Links: Ausschnitt einer Autoradiographie einer Primer-Verl�ngerungsreaktion mit 1 mm an natírlichem dTTP
(Bahn 1), den zwei thiolmodifizierten Nukleotiden (dT7SHTP und dT15SHTP; Bahnen 2 und 3) oder den beiden Konjugaten dT7HRPTP und dT15HRPTP
(Bahnen 4 und 5) unter Verwendung der KTq-DNA-Polymerase und eines Templats, das die BRAF-T1796A-Punktmutationsstelle abbildet. Die
Proben wurden nach 10 min entnommen. Rechts: Primer-Verl�ngerungsreaktion mit dT15HRPTP unter Verwendung der RT-KTq-DNA-Polymerase in
An- (Bahn 6) und Abwesenheit (Bahn 7) einer RNA-Version der BRAF-Punktmutationsstelle. Die Proben wurden wieder nach 10 min entnommen.
P: Primer, M: Marker, Nt: Nukleotide. Die ungekírzte Gel-Darstellung ist in den Hintergrundinformationen zu finden. c) Einbaukonkurrenzexperi-
ment zwischen den Konjugaten und dTTP unter Verwendung der KTq-DNA-Polymerase. Die eingesetzten Verh�ltnisse fír dT7HRPTP (links) waren:
1) 0:1, 2) 1:1, 3) 3:1, 4) 19:1, 5) 49:1, 6) 99:1 und 7) 1:0. Fír dT15HRPTP (rechts): 1) 0:1, 2) 1:1, 3) 3:1, 4) 4:1, 5) 9:1, 6) 19:1, 7) 99:1 und 8) 1:0.
Proben wurden nach 3 min entnommen. Die ungekírzte Gel-Darstellung ist in Abbildung S3 zu finden.
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durch Interaktionen des freien Thiols mit der Gelmatrix
hervorgerufen worden sein. Interessanterweise scheint bei
den unkonjugierten Nukleotiden dasjenige mit dem kîrzeren
Linker (dT7SHTP) besser von der DNA-Polymerase akzeptiert
zu werden.

Bei Verwendung der Konjugate dT7HRPTP und dT15HRPTP
(Bahnen 4 und 5) erhielten wir eine Bande mit drastisch
verminderter Mobilit�t (entsprechend ca. 250 Nt), was auf
einen Einbau der Nukleotide mitsamt ihrer „Fracht“ schlie-
ßen l�sst. Wir folgerten daraus, dass Enzym-modifizierte
Nukleotide – trotz ihrer Grçße – sehr wohl von DNA-Poly-
merasen als Substrat akzeptiert werden. Dieser Befund wird
zudem auch von Natriumdodecylsulfat(SDS)-PAGE-Experi-
menten best�tigt, wo eine Verschiebung der Proteinbande zu
hçheren Molekulargewichten beobachtet wird (Abbil-
dung S4).

Interessanterweise scheinen fîr die durch den C15-Linker
verbundenen Konjugate besser akzeptiert zu werden als die
kîrzere Variante. Wir beobachteten zudem noch eine zweite
Bande mit verminderter Mobilit�t, was auf einen doppelten
Einbau hinweist. Um die Mçglichkeit eines mehrfachen
Einbaus der Konjugate zu evaluieren, fîhrten wir Primer-
Verl�ngerungsexperimente mit einem Templat durch, das fîr
elf aufeinanderfolgende dTMP-Einbauten codiert (Abbil-
dungen S5 und S6, rechts). Dabei zeigte sich, dass das Kon-
jugat mit dem l�ngeren Linker mehrfach hintereinander
eingebaut werden kann, w�hrend beim Konjugat mit dem
kîrzeren Linker lediglich ein einfacher Einbau beobachtet
wird. Dies l�sst darauf schließen, dass ein zu geringer Abstand
zwischen Nukleotid und „Fracht“ die DNA-Polymerase in
ihrer Aktivit�t stçrt. Fîr dT15HRPTP untersuchten wir an-
schließend auch die Mçglichkeit eines periodischen Einbaus
in einen Primer-Strang (Abbildung S6). Hier konnten auf
einem 9% dPAGE bis zu vier Einbauten nachgewiesen
werden, wobei das Gel die Auflçsung weiterer Einbauten
durch die immer st�rker verminderte Migration verhindert.
Die Verwendung von weniger dichten Gelen fîhrte jedoch zu
verschmierten Banden, die sich nicht mehr auswerten ließen.
Um die Einbaueffizienz und den Einfluss des Linkers ein-
sch�tzen zu kçnnen, fîhrten wir Konkurrenzexperimente
zwischen den Konjugaten und natîrlichem dTTP durch
(Abbildungen 2c und S7), und zwar in Form von Einzelein-
bauexperimenten, in denen die modifizierten Nukleotide
direkt mit ihrem natîrlichen Pendant konkurrieren. Dieser
experimentelle Aufbau war bereits fîr �hnliche Zwecke ge-
nutzt worden.[14] Unter Verwendung der KTq-DNA-Polyme-
rase beobachteten wir, dass das natîrliche dTTP 33-mal
besser als dT7HRPTP (Abbildung 2c, links) und nur 6-mal
besser als dT15HRPTP prozessiert wird (Abbildung 2c, rechts).
Dies zeigt eindrîcklich den Einfluss der Linker-L�nge auf die
Kompatibilit�t mit der Polymerase durch die Vergrçßerung
des Abstands zwischen selbiger und der Fracht.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass auch das exonuklea-
sedefiziente Klenow-Fragment der E.-Coli-DNA-Polymera-
se I (KFexo¢) die modifizierten Nukleotide als Substrat ak-
zeptiert. Hier fanden wir eine 68-fach verringerte Einbauef-
fizienz fîr dT7HRPTP und eine 21-fach verringerte Effizienz
fîr dT15HRPTP (Abbildung S8).

Als n�chstes untersuchten wir die modifizierten Nukleo-
tide auch im Hinblick auf reverse Transkription mithilfe der
RT-KTq-DNA-Polymerase, einer Mutante der KTq-DNA-
Polymerase mit Reverse-Transkriptase-Aktivit�t. Diese
DNA-Polymerase kann einen DNA-Primer-Strang auf Basis
sowohl von DNA- als auch von RNA-Templaten verl�n-
gern.[15] Hierzu setzten wir eine RNA-Version des gleichen
Sequenzkontexts wie fîr die Primer-Verl�ngerungsexperi-
mente mit der KTq-DNA-Polymerase ein (Abbildung 2b,
Bahnen 6 und 7; Sequenz in den Hintergrundinformationen).
Da dT15HRPTP mit hçherer Effizienz eingebaut wird, be-
schr�nkten wir uns hier auf dieses Nukleotid. Dabei stellten
wir die gleiche charakteristische Verschiebung der Primer-
Banden wie in den vorigen Experimenten fest, was die
Nutzbarkeit der Nukleotide in Reverse-Transkriptions-An-
wendungen unter Beweis stellt.

Die Konjugation von HRP mit Oligonukleotiden wurde in
der Vergangenheit bereits genutzt, um kolorimetrische Sys-
teme zur Detektion von Nukleins�uren zu ermçglichen.[16]

Die kovalente Bindung an das 5’- oder 3’-Ende von Oligo-
nukleotiden erlaubt jedoch nur Hybridisierungs-basierte
Ans�tze, die mit deutlichen Nachteilen in Sachen Empfind-
lichkeit und Selektivit�t einhergehen.[17] Im Unterschied dazu
haben die hier vorgestellten Enzym-modifizierten Nukleotide
das Potenzial, das kolorimetrische Signal von Peroxidase-
unterstîtzten Tests mit der Vielseitigkeit und Genauigkeit
einer DNA-Polymerasereaktion zu verbinden.

Um dieses Potenzial der proteinmodifizierten Nukleotide
zu erkunden, entwarfen wir ein Verfahren, das auf der Ver-
l�ngerung von Primern beruht, die an eine Festphase ge-
bunden sind (Abbildung 3a). Durch die Templatabh�ngigkeit
der DNA-Polymerase sollten dabei nur jene Primer durch
Einbau der HRP-modifizierten Nukleotide verl�ngert
werden, die sequenzspezifisch an ihre Zielsequenz gebunden
haben. Somit sollte die An- oder Abwesenheit der Zielse-
quenz detektierbar sein (Abbildung 3A). Nach dem Entfer-
nen des îberschîssigen Konjugats fîhrt die Zugabe eines
Peroxidasensubstrats zu einem Farbsignal.[8b,c] Fîr dieses
Experiment nutzten wir eine 5’-Biotin-immobilisierte Version
des BRAF-Primers, der fîr die Primer-Verl�ngerungsexperi-
mente in Lçsung verwendet wurde. Mithilfe von dT15HRPTP
konnten wir so mit dem Einbau durch die KTq-DNA-Poly-
merase und anschließender Peroxidasenreaktion bis hinunter
zu 1 fmol an Ziel-DNA detektieren (Abbildungen 3b und
S9).

Zus�tzlich zur bloßen Detektion der An- oder Abwe-
senheit einer Zielsequenz kann die intrinsische Genauigkeit
der DNA-Polymerase auch dazu genutzt werden, Einzelnu-
kleotidpolymorphismen (SNPs) an der Einbaustelle zu un-
terscheiden (Abbildung 3a; korrekt und fehlgepaart). Wir
untersuchten diese Anwendungsmçglichkeit, indem wir eine
Zielsequenz einsetzten, die an der Einbaustelle îber einen
Thymidinrest verfîgt, was zu einer T:T-Fehlpaarung fîhren
wîrde. Dabei konnten wir eine starke Diskriminierung zwi-
schen dem korrekt gepaarten und dem fehlgepaarten Templat
feststellen (Abbildung 3b, korrekt gepaart/fehlgepaart), was
es uns ermçglichte, zwischen 5 fmol des korrekt gepaarten
und einem 20-fachen �berschuss (100 fmol) des fehlgepaar-
ten Templats zu unterscheiden.
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Anschließend fîhrten wir das Experiment zur Detektion
von SNPs mithilfe der KFexo¢-DNA-Polymerase durch, die
bei Raumtemperatur aktiv ist und somit Vorteile im Hinblick
auf einen mçglichen Einsatz der Nukleotide in der patien-
tennahen Labordiagnostik (POCT) bietet. Auch hier beob-
achteten wir ein Detektionslimit von 1 fmol sowie die starke
Diskriminierung zwischen richtig gepaartem und fehlgepaar-
tem Templat (Abbildungen 3b und S9).

Um das Testsystem auch auf RNA-Diagnostik, z.B. die
Detektion von Pathogenen, erweitern zu kçnnen, fîhrten wir

das Experiment auch mit der RT-KTq-DNA-Polymerase
durch. Hierzu setzten wir einen zu einer Sequenz der 16s-
rRNA von E. Coli komplement�ren Primer in Ab- und An-
wesenheit eines sechsfachen �berschusses von humaner
RNA ein. Dabei waren wir in der Lage, 0.5 mg an E.-Coli-
rRNA-Gemisch zuverl�ssig in weniger als 10 min nachzu-
weisen, ohne irgendeine Beeintr�chtigung durch die
menschliche RNA (Abbildung 3b, RT-KTq). Dieses Experi-
ment wurde ohne jegliche Primer-Hybridisierungsschritte
durchgefîhrt, obwohl der Primer dahingehend entworfen
worden ist, dass er an einen teilweise doppelstr�ngigen Be-
reich der 16S-rRNA bindet. Die Menge an Zielsequenz, die
mit dem Primer hybridisiert hat (und somit detektiert wurde),
kçnnte daher deutlich geringer sein als die zugegebene
Menge. Als minimale Nachweisgrenze erhielten wir auch fîr
die von der RT-KTq-DNA-Polymerase katalysierte Reaktion
einen Wert von 1 fmol, analog zur DNA (Abbildung S10).

Es wurde bereits berichtet, dass terminale Desoxynu-
kleotidyltransferasen in der Lage sind, ohne Templatkon-
trolle proteinmodifizierte Nukleotide an das 3’-Ende einer
einzelstr�ngigen DNA zu ligieren.[18] Darîber hinaus wurden
effiziente Methoden fîr die Verknîpfung von modifizierten
Nukleotiden und Proteinen nach dem Einbau durch die
DNA-Polymerase entwickelt.[19]

Wir demonstrieren hier nun, dass der direkte, templat-
gesteuerte Einbau von proteinmodifizierten Nukleotiden
durch DNA-Polymerasen mit hoher Replikationsgenauigkeit
als neuer Weg zur Generierung von positionsspezifischen
DNA-Protein-Konjugaten fungieren kann. Obwohl das
„Fracht“-Protein (43 000 A3) mehrere Grçßenordnungen
grçßer als das natîrliche Substrat ist (ca. 400 A3, Berech-
nungsweise in den Hintergrundinformationen), sind diese
proteinmodifizierten Nukleotide dennoch Substrate fîr die
DNA-Polymerasen. Dies wird anhand des Beispiels von
HRP-modifizierten Nukleotiden gezeigt, die in sequenzspe-
zifischer Art und Weise in einen Primer-Strang einbaut
werden, sobald die entsprechenden DNA- oder RNA-Ziel-
sequenzen vorhanden sind. Darîber hinaus wird die kataly-
tische Aktivit�t des Enzyms durch den Einbau nicht beein-
tr�chtigt, sodass diese dazu genutzt werden kann, den Einbau
des Nukleotids durch eine Farbreaktion mit bloßem Auge zu
verifizieren. Dieser Versuchsaufbau bietet verschiedene
Vorteile gegenîber vorherigen Ans�tzen: Zum einen wird
durch Konjugation von Enzym und Nukleotid ein vielseitiges
Instrument geschaffen, dass das Potenzial bereith�lt, leicht in
verschiedenen Sequenzkontexten angewendet zu werden,
ohne ønderungen des Versuchsaufbaus zu bedingen. Zum
anderen ermçglicht die Nutzung von DNA-Polymerasen zur
Genotypisierung eine hohe Diskriminierung zwischen kor-
rekt gepaarten und fehlgepaarten Templaten. Zu guter Letzt
kann der Test bei Verwendung von mesophilen DNA-Poly-
merasen ohne aufwendige Laborausrîstung – z.B. Thermo-
cycler – durchgefîhrt werden und erfîllt somit die Ansprîche
der patientennahen Laboranalyse. Die Mçglichkeit, Nukleo-
tide, die kovalent mit Proteinen verbunden sind, durch DNA-
Polymerasen einzubauen, ist somit �ußerst vielversprechend
fîr zukînftige Anwendungen.[20]

Abbildung 3. Eine mçgliche Anwendung der Konjugate in einem Nach-
weisverfahren zur Detektion von Nukleins�uren mit dem bloßen Auge.
a) Schema des Nachweisverfahrens, das die enzymverknípften Nu-
kleotide einsetzt. Der Primer wird durch Biotin-Streptavidin-Interaktion
auf einer Festphase immobilisiert. Nach der Hybridisierung mit der
Zielsequenz werden DNA-Polymerase und Konjugat zugefígt. Im An-
schluss an die Inkubation wird der Konjugatíberschuss durch wieder-
holte Filtration entfernt, und eine Farbstofflçsung wird zugesetzt, was
zu einem Farbsignal fíhrt, das mit dem bloßen Auge wahrgenommen
werden kann. b) Ergebnisse des oben gezeigten Nachweisverfahrens
mit KTq- und KFexo¢-DNA-Polymerase auf korrekt gepaarten und fehl-
gepaarten ssDNA-Templaten sowie der RT-KTq-DNA-Polymerase auf
einem E.-Coli-rRNA-Gemisch in Ab- und Anwesenheit eines �berschus-
ses an menschlicher RNA. Fír das Experiment wurden 1 mm dT15HRPTP
in einem Primer-Verl�ngerungsreaktionsgemisch 5 min (KTq/RT-KTq)
oder 15 min (KFexo¢) inkubiert.
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