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Generierung einer thermostabilen Reverse-Tran-
skriptase-Aktivit�t aus einer DNA-abh�ngigen
DNA-Polymerase**
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DNA-Polymerasen sind in der Natur an allen DNA-Synthe-
sen beteiligt[1] und bilden außerdem die Grundlage zahlrei-
cher biologischer Techniken wie der Polymerasekettenreak-
tion (PCR), der Klonierung von cDNA, der DNA-Sequen-
zierung und der auf Nucleins*uren basierenden diagnosti-
schen Verfahren.[2] Bei all diesen Methoden ben0tigt die
DNA-Polymerase einen DNA-Strang als Templat f2r die
DNA-Synthese. Mit RNA-Templaten dagegen zeigen DNA-
Polymerasen fast keine Aktivit*t.[1] Von einigen DNA-Poly-
merasen wie Thermus thermophilus (Tth) ist allerdings be-
kannt, dass sie eine erh0hte Reverse-Transkriptase(RT)-Ak-
tivit*t in Gegenwart von Mn2+-Ionen entwickeln.[3] Bei vielen
diagnostischen Verfahren f2r mRNA, z.B. beim Nachweis
von Krankheitserregern oder bei der Genexpressionsanalyse,
w*re aber ein Zusatz von Mn2+-Ionen ungeeignet.[4] Unser
Ziel war es daher, eine DNA-Polymerase zu entwickeln, die
auch ohne Mn2+ in der Lage ist, zun*chst RNA in DNA zu
transkribieren und anschließend die DNA in einer PCR zu
amplifizieren. Durch diesen Ansatz sollen neue Einblicke in
die Substraterkennung von DNA-Polymerasen gewonnen
sowie neue Anwendungen erschlossen werden.

Es wurde bereits gezeigt, dass die gerichtete Evolution ein
vielversprechendes Verfahren zur Entwicklung von Nuclein-
s*ure-Polymerasen mit ver*nderten Eigenschaften ist.[5] Die
haupts*chlich eingesetzten Methoden sind Gen-Komple-
mentation und/oder Screening,[6] Phagen-Display[7] und In-
vitro-Kompartimentierung.[8] Hier zeigen wir, dass es durch
iteratives Screening kleiner Bibliotheken m0glich ist, eine
DNA-Polymerase mit einer neuen Funktion zu erhalten,
n*mlich der F*higkeit zur RT-PCR. Dies ist eines der seltenen
Beispiele, in denen es gelungen ist, aus einer randomisierten
Bibliothek eine DNA-Polymerase mit neuer Eigenschaft zu
selektieren.

Um eine am N-Terminus verk2rzte DNA-Polymerase aus
Thermus aquaticus (Klentaq) mit der Funktion einer reversen
Transkriptase zu erzeugen,[9] randomisierten wir den offenen
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Leserahmen durch eine fehlerbehaftete PCR (epPCR).[10]

Die Enzyme wurden in 96-Loch-Platten exprimiert und un-
mittelbar nach Lyse und Hitzedenaturierung der 2brigen
Proteine ohne weitere Aufreinigung auf ihre PCR-Aktivit*t
mit einemDNA-Templat 2berpr2ft. Alle Schritte wurden von
einem Pipettierroboter ausgef2hrt, der einen hohen Durch-
satz erm0glicht. Die Aktivit*t der DNA-Polymerasen wurde
2ber das gebildete PCR-Produkt mithilfe von SYBRgreenI
durch parallele Fluoreszenzmessung in 384-Loch-Platten
quantifiziert. Die aktiven Mutanten wurden anschließend auf
ihre RT-PCR-Aktivit*t getestet. Hierzu wurde ein nat2rliches
RNA-Templat aus Bakteriophage MS2 verwendet. Die RT-
PCR-Aktivit*t wurde durch Schmelzkurvenanalyse des PCR-
Produkts mit SYBRgreenI quantifiziert, wobei 96-Loch-
Platten in einem herk0mmlichen Echtzeit-PCR-Ger*t ver-
wendet wurden.

Nach der Eberpr2fung von nur 768 PCR-aktiven Mu-
tanten aus urspr2nglich 2000 untersuchten Klonen fanden wir
eine Mutante (genannt M1), die vielversprechende Eigen-
schaften in der RT-PCR zeigte. Diese wurde zur weiteren
Charakterisierung aufgereinigt (siehe Abbildung S1, Hinter-
grundinformationen), und wir fanden heraus, dass M1 eine
h0here RT-PCR-Aktivit*t als der Wildtyp aufweist (Abbil-
dung 1a). W*hrend das urspr2ngliche Enzym nicht in der

Lage ist, ausgehend von RNA nach 40 PCR-Zyklen ein
Produkt zu bilden, gelingt dies M1 unter denselben Bedin-
gungen. Diese wurden einschließlich des verwendeten Puffers
so gew*hlt, wie sie f2r Klentaq und eine PCR, in der von
einem DNA-Templat amplifiziert wird, beschrieben wur-
den.[6c,9] Die Primer wurden so konzipiert, dass sie an das 3’-
Ende des RNA-Templats binden, und ihr Design wurde nicht
weiter optimiert. Allerdings stellt das Enzym zwei Produkte
her, die durch Analyse mit Gelelektrophorese (PAGE) von-
einander unterschieden werden k0nnen. Das Hauptprodukt
weist die erw2nschte L*nge und Sequenz auf. Diese Eigen-

schaft scheint jedoch sequenzspezifisch zu sein, denn mit
einem anderen RNA-Templat, z.B. S16-mRNA aus E. coli,
erh*lt man ausschließlich das gew2nschte Produkt (siehe
Abbildung S2, Hintergrundinformationen).

Als n*chstes f2hrten wir eine zweite Randomisierungs-
runde mit epPCR, paralleler Expression und anschließendem
Screening wie oben beschrieben durch. Nach Eberpr2fung
von etwa 2000 PCR-aktiven Mutanten fanden wir ein Enzym
(genannt M2), das weiter aufgereinigt und analysiert wurde.
M2 ist RT-PCR-aktiv und stellt das gew2nschte Produkt her
(Abbildung 1a).

Die Sequenzanalyse der Mutante M1 ergab sechs Substi-
tutionen, die 2ber das gesamte Enzym verteilt sind: L322M,
L459M, S515R, I638F, S739G und E773G (Abbildung 2a).
M2 weist lediglich eine zus*tzliche Mutation auf (L789F).

Zum weiteren Vergleich der Eigenschaften von M1 und
M2 mit dem Wildtyp-Enzym f2hrten wir Primerverl*nge-
rungsexperimente durch (Abbildung 1b). Ein DNA-Primer
bindet an ein komplement*res, 50 Nucleotide langes RNA-
Templat. Wird dieser Primer-Templat-Komplex zusammen
mit Wildtyp der Klentaq inkubiert, wird der DNA-Primer um
nur ein Nucleotid verl*ngert. Interessanterweise wird bei der
Tth-DNA-Polymerase in Abwesenheit von Mn2+ eine *hnlich
niedrige Aktivit*t beobachtet (Abbildung S4, Hintergrund-

Abbildung 1. Analyse der ausgew-hlten Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp. a) PCR-Aktivit-t des jeweiligen Enzyms mit einem DNA-
(Spuren 1) oder RNA-Templat (Spuren 2, 3). Alle Reaktionen wurden
unter identischen Bedingungen ausgef?hrt (Nt=Nucleotide). b) Re-
verse-Transkriptase-Aktivit-t des jeweiligen Enzyms in der angegebe-
nen Reaktionszeit [min] unter identischen Bedingungen. C=Kontroll-
reaktion mit dem entsprechenden DNA-Templat.

Abbildung 2. a) Mutationen der identifizierten RT-PCR-aktiven DNA-
Polymerasen M1 (gr?n) und M2 (gr?n und rot), dargestellt in einem
B-ndermodell der Klentaq (PDB-Code 1QSS).[11] Das DNA-Templat ist
in Magenta, der Primerstrang in Gelb dargestellt. b) Oben: Ergebnisse
eines RT-PCR-Experiments in Echtzeit mit M1 und M2 und den ange-
gebenen RNA-Konzentrationen. Unten: Schmelzpunktanalyse der Re-
aktionsprodukte. Diese Experimente wurden in einem konventionellen
Echtzeit-PCR-Ger-t ausgef?hrt.
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informationen). Im Unterschied dazu transkribieren die
beiden Mutanten M1 und M2 RNA mit deutlich h0herer
Effizienz. Die Quantifizierung der Aktivit*t auf einem RNA-
Templat unter station*ren Bedingungen ergab eine 40- bzw.
22fache Steigerung von M1 und M2 gegen2ber dem Wildtyp
(Tabelle S1, Hintergrundinformationen). M1 und M2 erzeu-
gen ein deutlich l*ngeres Produkt, das f2r eine RT-PCR
ausreicht. Die Quantifizierung einer Primerverl*ngerung auf
einem DNA-Templat zeigte, dass beide Mutanten eine etwa
doppelt so hohe Aktivit*t wie der Wildtyp haben (Tabelle S2,
Hintergrundinformationen). Somit wurde durch zwei auf-
einander folgende Randomisierungsrunden und anschlie-
ßendes Screening eine eindeutige Aktivit*tszunahme bei
einer RNA-abh*ngigen DNA-Synthese erreicht. Weitere
Vergleiche der Mutanten mit dem Wildtyp-Enzym zeigten,
dass diese Zunahme zwar nicht mit einer Abnahme der
Thermostabilit*t, jedoch aber mit einem R2ckgang an Se-
lektivit*t einhergingen (siehe Hintergrundinformationen).

Eine spezifische Detektion von RNA durch reverse
Transkription und die anschließende Amplifizierung der
DNA ist f2r viele diagnostische Anwendungen wesentlich,
z.B. f2r die Entdeckung von Pathogenen oder f2r die Gen-
expressionsanalyse.[4] Um RNA durch eine RT-PCR zu am-
plifizieren, werden 2blicherweise zwei Enzyme verwendet:
eine reverse Transkriptase, die den komplement*ren DNA-
Strang synthetisiert, und eine thermostabile DNA-Polyme-
rase f2r die Amplifizierung. Der erste Schritt ist jedoch feh-
leranf*llig, da die RNA stabile Sekund*rstrukturen bilden
kann und die verwendeten reversen Transkriptasen eine ge-
ringe Thermostabilit*t haben.[3] M1 und M2 sind insbeson-
dere f2r einen RT-PCR-Ansatz in einem Schritt von Interesse.
Wir untersuchten deshalb durch Echtzeit-RT-PCR, ob diese
Mutanten zum quantitativen RNA-Nachweis geeignet sind.[12]

Diese Methode wird umfassend bei der Diagnose von Pa-
thogenen und der Genexpression verwendet.[4] Wir verfolgten
die Reaktionen, die unterschiedliche Konzentrationen an
RNA enthielten, mit einem konventionellen Echtzeit-PCR-
Ger*t. Zur Detektion der doppelstr*ngigen DNA wurde
SYBRgreenI verwendet. In der Tat sind M1 und M2 unter
Standardbedingungen in der Lage, ausgehend von verschie-
denen RNA-Konzentrationen DNA zu amplifizieren (Ab-
bildung 2b). Die untere Grenze der RNA-Konzentration
liegt dabei im Bereich derer kommerziell erh*ltlicher Kits.
Mit dem Wildtyp-Enzym wurden keine vergleichbaren Am-
plifikationskurven erhalten.

Zusammenfassend ist es uns gelungen, durch Screening
von Bibliotheken aus DNA-Polymerasen, die durch epPCR
erhalten wurden und die zuf*llig randomisierte Mutanten
enthielten, DNA-Polymerasen mit RT-PCR-Aktivit*t zu
identifizieren – eine Eigenschaft, die dem Wildtyp-Enzym
fehlt. Wie gezeigt, finden diese Mutanten sofortige Anwen-
dung und k0nnten die Grundlage f2r die Entwicklung neuer
Enzyme f2r RT-PCR-Techniken wie pathogene RNA-De-
tektion oder Genexpressionsanalyse in Echtzeit bilden.
Funktionelle und strukturelle Untersuchungen 2ber den Ur-
sprung dieser neuen Eigenschaft sind in Vorbereitung.
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