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Patentanspriiche:

1.

10,

11,

Methode zur Sequenzierung eines Strangs einer DNA, bestehend aus den Schritten der
Bereitstellung dieses DMA-Strr. 1ges, Hybridisierung dieses Stranges mit einem Starter, welcher
diesen Strang hybridisieren kann, um ein hybridisiertes Gemisch zu ergeben, und Inkubation
dieses hybridisierten Gemisches mit einem Dexoxyribonukleosidtriphosphat, einer DNA-
Polymerase und einem ersten Kettenabbruchglied, dadurch gekennzelchnet, daf diese Inkubation
unter Bedingungen ausgefihrtwird, in denen diese Polymerase die Verldngerung des Starters zur
Bildung einer ersten Reihe von ersten DNA-Produkten bewirkt, welche sich von der Lange des
erwaiterten Starters unterscheidet, wobei sich am verlingerten Ende jedes ersten DNA-Produktes
ein Kettenahbruchglied befindet und die Menge jedes der ersten DNA-Produkte fiir im
wasentlichan alle DNA-Produkte, die sich in der Linge von 1 bis 20 Basen unterscheiden,
anndhernd gleich ist,

Methode hach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die Schritte der Trennung dieser ersten DNA-
Produkte durch Cel-Permeation nach dem Molekulargewicht zur Bildung siner ersten Reihe von
Béindern, wobei jede der ersten Bandreihen ein erstes DNA-Produkt mit einem bestimmten
Molekulargewicht darstellt, worin die Intensitét jedes nahegelegenen Bandes der ersten Reihe fiir
im wesentlichen alle Bénder der ersten Reihe annahernd gleich ist, und Bestim mung der Position
jedes Bandes der ersten Reihe.

Methode nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch Bereitstellung von einem bis drei zusétzlichen,
verschiedenen Kettenabbruchgliedern in dem hybridisierten Gemisch, jedes mit einer
Konzentration, die sich von der jedes anderen Kettenabbruchgliedes unterscheidet, worin die
DNA-Polymerase die Produktion von einer bis drei zusétzlichen Reihen von zusitzlichen DNA-
Produkten bewirkt, wobei jedes DNA-Produkt jeder zusitzlichen Reihe am verldngerten Ende eines
der zusétzlichen Kettenabbruchglieder hat, die Menge jedes dieser zusétzlichen DNA-Produkte mit
demselben Kettenabbruchglied anndhernd dieselbe fiir alle Léngen innerhalb eines Bereichs von
20 Basen ist und distinktiv verschieden ist von der Menge aller DNA-Produkte mit einem anderen
Kettenabbruchglied, welches in einer anderen Reihe liegt, aber annihernd dasselbe
Molekulargewicht hat. :
Methode nach Anspruch 3, gekennzelchnet durch die Schritte der Trennung aller dieser DNA-
Produkte durch Gel-Permeation nach dem Molekulargewicht zur Bildung von insgesamt zwei bis
vier Reihen von Béindern, wobei das Band einer Reihe ein DNA-Produkt mit demselben
Kettenabbruchglied wie jedes andere Band in dieser Reihe darstellt und ein bestimmtes
Molekulargewicht hat, worin die Intensitét jedes nahegelegenen Bandes innerhalb derselben
Reihe anndhernd dieselbe und distinktiv verschieden ist von der Intensitét jedes nahegelegenen
Bandes einer anderen Reihe, und Bestimmung der Position und der Intensitét jedes Bandes jeder
Reihe.

. Methode nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR das

hybridisierte Gemisch miteinem Mangan- oder Eisenunion versetzt wird, wobei dieses lon bewirkt,
daf diese Polymerase nichtunterscheidend fiir die Kettenabbruchglieder ist.

Methode nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR die DNA-
Polymerase ausgewdhlt wird aus einer DNA-Polymerase Typ T7, dem grofBen Fragment von
E.coli-DNA-Polymerase | und Tag-Polymerase.

Methode nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR das
Kettenabbruchglied ein Dideoxynukleosidtriphosphat ist.

. Methode nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daR das

hybridisierte Gemisch mit einem Chelator versetzt wird.

Satz zur Verwendung bei der Sequenzierung von DNA, bestehend aus siner Quelle fiir die DNA-
Polymerase und einem Kettenabbruchglied, dadurch gekennzeichnet, daf er ein Mangan- oder
Eisenion enthiit.

Satznach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR die Polymerase eine DNA-Polymerase Typ 7,
eine Klenow- oder Tag-Polymerase ist und daR das Kettenabbruchglied ein
Dideoxynukieosidtriphosphat ist.

Satz nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Pyrophosphatase enthilt.

Hierzu 11 Seiten Zeichnungen



-2- 284052

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die DNA-Sequenzierung und insbesondere automatisierte Methoden zur DNA-Sequenzierung.

Charaktoristik des bekannten Standes der Technik

Die DNA-Sequenzierung wird in der Rege! nach der Methode von Sanger u.a. (Proc. Nat. Acad. Sci. USA 74: 5463, 1977)
durchgefiihrt und beinhaltet die enzymatische Synthese von einzelnen Stréingen der DNA aus einer einzelstriingigen DNA-
Matrize und einem Starter. Unter Bezugnahme auf die Abb, 1 werden vier getrennte Synthesen ausgefiihrt. Es wird eine
einzelstréingige Matrize zusammen mit einem Starter geschaffen, der an die Matrize hybridisiert wird. Der Starter wird unter
Verwendung von DNA-Polymerase verléingert, und jede Reaktion wird an einer bestimmiten Base (Guanin— G, Adenin - A,
Thymin - T oder Zytosin — C) durch die Einbeziehung eines geeigneten Kettenabbruchmittels, beispielsweise ein
Dideoxynukleotid, terminiort. Filr diese Methode der Sequenzierung werden gegenwiirtig u. a. folgende Enzyme eingesetzt: das
groBe Fragment der Escherichla coli DNA-Polymerase | {,Klenow*"-Fragment), reverse Transkriptase, Taq-Polymerase und eine
modifizierte Form der Bakteriophag T7-DNA-Polymerase.

Es wird weiter auf die Abb. 1 Bezug genommen. Die vier DNA-Synthesereaktionen filhren zur Bildung von vier Reihen von
DNA-Produkten, wobel jedes Produkt ein definiertes Ende und ein variables Ende hat, Das definierte Ende beginnt beim Starter-
Molekil, Das variable Ende terminiert in einem fiir die Nukleotidbase (entweder G, A, T oder C) spezifischen Kettenabbruchglied,
anwelchem die Synthesereaktion terminiertist. Die vier verschiedenen Reihen von Produkten werden jewails auf der Grundlage
Thras Molekulargewichts getrennt, in vier getrennten Bahnen in einem hochauflésenden Polyakrylamid-Gel, wobei jedes Band
auf dem Gel sequentiell 2inem bastimmten Nukleotid in der DNA-Folge entspricht. Auf diese Welse kennzeichnen dis relativen
Positionen der Binder die Positiinen der einzelnen gegebenen Nukleotidbasen ir der DNA-Folge. Im allgemeinen werden die
DNA-Produkte markiert, so daB ¢ ie erzeugten Biinder leicht festgestelit werden kénnen. Wie in der Abb. 1 gezeigt wird, ist die
Intensitéit der Bénder im allgemeinen nichteinhoitlich, auch nicht innerhalb einer einzelnen Bahn, da die Bandintensitit im
direkten Zusammenhang it der Gesamtzahl oder der Konzentration der DNA-Produkte mit demselben Molekulargewicht in
einar bestimmten Bahn steht, und diese Zahl ve*iiert von einem Produkt zum anderen, selbst wenn sie anndhernd das gleiche
Molekulargewicht haben und selbst wenn sie das gleiche Kettenabbruchglied enthalten.

Unter Anwendung der oben genannten Methodologie wurden automatisierte Systeme fiir die Analyse von DNA-Folgen
entwir' ait. Ein Instrument, das von EG & G entwickelt wurde, arbeitet mit einer *?P-Markierung und einer DNA-Polymerase, und
die resultierenden DNA-Produkte werden durch Gel-Elektrophorese getrennt. Toneguzzo u.a., 6 Biotechniques 460, 1988, Ein
3p.petektor am Boden des Gels tastet beim Durchgang durch den Boden des Gels auf Radioaktivitt ab. Fiir jede zu
sequenzierende Matrize sind vier Synthesereaktionen erforderlich, ebenso vier Bahnen in jedem Gel, wobeli eine gesonderte
Bahn fiir Produkte verwendet wird, die jewells durch ein spezielles Kettenabbru . inglied terminiert werden, wie das fiir das
Beisplel in der Abt. 1 gezsigt wird.

Kanbara u. a., 6 Biotechnology 816, 1988, haben den ¥*P-markierten Starter, der oben beschrieben wurde, durch einen
fluoreszent-markierten Starter ersetzt. Die resultierenden fluoreszent-markierten Produkte werden am Boden des Gels mit einem
Laser erregt, und die Fluoreszenz wird mit einem Leuchtschirmmonitor entdeckt. Auch dieses Verfahren verlangt vier
Synthesereaktionen und vier Bahnen auf dem Gel filr jede zu sequenzierende Matrize.

Applied Biosystems stelit ein Instrument her, in welchem vier verschiedene Starter verwendet werden, die jeweils mit einem
anderen Fluoreszent-Marker versehen sind. Smith u.a., 13 Nuc. Acid. Res. 2399, 1985, und 321 Nature 674, 1986.

Jeder Starter wird in einer gesondarten Reaktion eingesetzt, die eines von vier Dideoxynuklaotiden enthait. Nachdem die vier
Reaktionen ausgefithrt worden sind, werden sie miteinander kombiniert und in einer einzelnen Bahn auf einem Gel durchgefihrt.
Ein Laser am Boden des Gels dient dazu, fluoreszente Produkte zu entdecken, nachdem sie durch das Gel durchdrungen oder
elektrophoretisiert worden sind. Dieses System verlangt vier gesonderte Hybridisierungsreaktionen und vier gesonderte
Synthesereaktionen fiir jede Matrize, aber nur eine Bahn auf dem Gel. Die Computer-Analyse der Folge wird dadurch erleichtert,
daB alle vier Béinder in einer einzigen Ebene liegen.

DuPont stelit ein Instrument zur Verfiigung, bei dem an jedes von vier Dideoxynukleosidtriphosphaten eine andere fluoreszente
Markierung angefiigt wird. Prober u.a., 238 Science 336, 1987 . Erforderlich sind nur ein Hybridisierungsschritt, eine
Polymerasereaktion (die jede der vier markierten Dideoxynukleosidtriphosphate enthilt) und eine Bahnim Sequenzierungs-Gal.
Die vier verschiedenen Fluoreszenzmarkierungen in den DNA-Produkten werden bei der Elektrophorese durch das Gel getrennt
festgestelit.

Englert u.a., US-PS 4707237 (1987) beschreibt ein Elektrophorese-Mehrkanalgerit mit einem Detektor, der im wesentlichen
quer Gber die gesamte Breite des Gels angeordnet ist und die markierten DNA-Produkte abtasten kann, wenn sie in vier
getrennten Bahnen sich am Detektor vorbei bewegen, das Ger4t identifiziert dabei den Kanal oder die Bahn, in welcher sich cis
Probe befindet. Vorzugsweise wird mit radioisotopen Markierungen gearbeitet.

Den Verfahren, die gegenseitig fiir die Analyse von DNA-Folgen angewendet werden, ist die Notwendigkeit eigen, radioaktiv
oder fluoreszent markierte DNA-Produkte durch ein Gel-Permeationsverfahren, beispielsweise die Polyakrylamid- oder eine
andere Gel-Elektrophorese, zu trennen und dann deren Lage zueinander lings der Achse der Permeation oder Bewagung durch
das Gel z2u bestimmen. Die Genauigkeit dieses Verfahrens wird teilweise durch die Einheitlichkeit des Signals in Bandern
bestimmt, die etwa liber dieselbe Entfernung durch das Ge! durchdrungen wurden. Differenzen oder Schwankungen in den
Signalintensitdten zwischen dicht nebeneinanderliegenden Bandern verursachen verschiedene Probleme. Erstens verringern
sie die Sensitivitdt der Methode, welche durch die Fahigkeit begrenzt wird, die Bander festzustellen, die die schwichsten Signale
enthalten. Zweitens verursachen sie Schwierigkeiten bei der Feststellung, ob ein Band mit einem schwachen Signal ein echtes
Signal auf Grund der Einbeziehung eines Kettenabbruchgliedes oder ein Artefakt auf Grund einer Leerstelle in der DNA ist, wo
die Polymerase dissoziiert ist. Drittens verringern sie die Genauigkeit bei der Bestimmung der DNA-Folge von dicht
nebeneinanderliegenden Bindern, da das starke Signal des einen Bandes das schwache Signal des benachbarten maskieren
kann.
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2lel der Erfindung

Durch die vorliegende Erfindung wird eine gegeniiber dem Stand der Technik vereinfachte automatisierte Methode z2ur
Sequenzierung eines Stranges einer DNA zur Verfilgung gestelit.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine sensitivere und préizisere Methode zur DNA-Sequenzierung 2ur Verfligung zu
stellen,

ErfindungsgemiR wird eine Methode zur Sequenzierung eines Stranges einer DNA bereitgestelit,

Allevorstehend genannten Probleme werden durch die vorliegende Erfindung iberwunden, bei welcher annéhernd diegleichen
Mengen an DN.1-Produkten von &hnlichen Molekulargewichten in einer Sequenzierungsreaktion gebildet werden und damit
benachbarte Bénder im Sequenzierungs-Gel, in derselben Bahn, von annéhernd derselben Intensitét sind.

Die Fihigkeit, nahegelegene Binder von ann#hernd derselben Intensitét zu erzeugen, ist niitzlich, da sie es erméglicht, die
Ergebnisse jeder Bequenzierungsreaktion leichter und mit gréBerer Gewilheit 2u lesen. AuBerdem stelit die Bandintensitét
selbst eine spezielle Markierung fir die Relhe der so gabildeten Bénder dar, weil die DNA-Produkte von einer
Sequenzierungsreaktion mit einem bestimmten Kettenabbruchglied Bénder bilden, welche ann#ihernd dieselhe Intensitéit wie
die von nahegelegenen Biindern haben. Die Anzahl der DNA-Produkte mit annéhernd dem gleichen Molekulargewicht, die durch
ein gegebenes Kettenabbruchglied gebildet werden, varilert in Abhéingigkeit von der Konzentration des Kettenabbruchgliedes.
Verwendet man also sine unterschiedliche Konzentration fiir jedes der vier Kettenabbruchglieder fiir die Synthess,
unterschelden sich die DNA-Produkte, welche ein Kettenabbruchglied enthaiten, von DNA-Produkten mit annéhe:nd demselben
Molekulargewicht, die ein anderes Kettenabbruchglied enthalten, dahingehend, daB sie sich in der Anzahl oder Menge
unterscheiden; folglich kénnen die Binder von DNA-Produkten hinsichtlich ihres Kettenabbruchgliedes einfach anhand ihrer
Intensit&tim Vergleich zu den Intensitéten der nahegelegenen Biinder identifiziert werden. Im Ergebnis dessen kdnnen zwei oder
mehr Reihen von DNA-Produkten, bei denen jede Reihe ein anderes Kettenabbruchglied hat, der Gel-Permeation in einer
einzigen Bahn unterzogen und anhand der Intensitiit jedes Bandes identifiziert, d.h., voneinander unterschieden, werden,
verglichen mit der Intensitét der nahegelegenen Bander. AuBerdem braucht die Synthese von DNA-Produkten mit
unterschiedlichen Kettenabbruchgliedern nicht gesondert, in getrennten Behéltnissen, ausgefihrt zu werden, vielmehr kénnen
alle Reaktionen gleichzeitig in einem einzigen ReaktionsgefdR durchgefihrt werden, und fir alte Kettenabbruchglieder kann
dieselbe Markierung, z.B. radioisotop, fluoreszent usw., eingesetzt werden, wenn das gew{inscht wird, statt einer
unterschiedlichen Markierung fir jedes der Glieder, was das Verfahren vereinfacht.

Es sollte jedoch beachtet werden, daB eine allméhliche Abnahme der Intensitét aller Bénder des DNA-Produktes auftrid, wenn
diese das Gel durchdringen, wobei die mit der kiirzesten Entfernung eine geringere Intensitéit haben als die, welche die weiteste
Strecke durchlaufen haben. Trotzdem bleibt die relative Intensitét ;sdes Bandes im Vergleich zu den nahegelegenen Béindernan
jader Stelle langs der Permeationsachse insgesamt im wesentlichen die gleiche. Diese Beibehaltung der relativen Intensitét Gber
den Umfang der Permeation erméglicht die vorliegende Erfindung.

Unter ,nahegelegenen Bindern” versteht man die, welche sich in derselben Ebene etwa 20 mm bis 30 mm vor oder hinter dem
fraglichen Band befinden, gemessen lings der Permeationsachse. Im allgemeinen schlieBen die nahegelegenen Bénder DNA-
Produkte ein, die sich von dem fiaglichen in nicht mehr als 20 Basen (d. h. mit einer Masse, die sich um nicht mehr als etwa
6000 Dalton unterscheidet) unterscheiden.

Im allgemeinen sieht die Erfindung eine DNA-Polymerase fiir den Einsatzin DNA-Sequenzierungsreaktionen vor, welche ineiner
Sequenzierungsreaktion die Produktion von DNA-Produkten mit einer geringfiigig unterschiedlichen Molekulargewichtszahl in
annihernd gleichen Zahlen bewirkt. Wenn also solche DNA-Produkte in einer Gel-Matrix getrennt werden, bilden sie Bénder,
wobei nahegelegene Bander annéhernd dieselbe Intensitét haben. Ohne sich atf eine bestimmte Theorie festzulegen, betrachten
die Autoren diess Einheitlichkeit in der Intensitét als Folge davon, daB die Polymerase nicht zwischen normalen
Nukleosidtriphosphaten und Kettenabbruchgliedern unterscheidet, beispielsweise Dideoxynukleosidtriphosphaten.

Nach einem ersten Aspekt sisht die Erfindung eine Methode zur Sequenzierung eines Strangs einer DNA vor, einschliefSlich der
Schritte: Bereitstellen des DNA-Stranges; Hybridisieren des Stranges mit vinem Starter, der an den Strang hybridisieren kann,
um ein hybridisiertes Gemisch zu ergeben; Inkubieren des hybridisierten Gemisches miteinem Deoxyribonukleosidtriphosphat,
einer DNA-Polymerase und einem ersten Kettenabbruchglied unter Bedingungen, unter denen die Polymerase eine
Verldngerung des Starters bewirkt, um eine erste Reihe von ersten DNA-Produkien zu bilden, die sich in der Lénge des
verlingerten Starters unterscheiden, wobei jedes erste DNA-Produkt am varldngerten Ende ein Kettenabbruchglied hat; dabei
ist die Anzahl jedes ersten DNA-Produktes bei im wesentlichen allen DNA-Produkten, die sich in der Lénge um 1 bis 20 Basen
unterscheiden, annihernd gleich. Vorzugsweise schlieBt die Methode auBerdem die folgenden Schritte ein: Trennen der ersten
DNA-Produkte durch Gel-Permeation nach dem Molekutargewicht, um eine erste Reihe von Béindern zu bilden, wobei jedes Band
der ersten Reihe ein erstes DNA-Produkt mit einem gegebenen Molekulargewicht darstellt, worin die Intensitét jedes
nahegelegenen Bandes der ersten Reihe fiirim wesentlichen alle Binder der ersten Reihe annidhernd gleich ist; und Bestimmung
der Position jedes ersten Bandes.

Unter ,im wesentlichen alle* versteht man, daR wenigstens 9 von 10 (oder 19 von 20) nahegelegenen Béndern annéhernd
dieselbe intensitét haben. Das heit, nur gelegentliche Biinder haben eine andere Intensitét. Diese andere Intensitét resultiert aus
Artefakten. Ein Beispiel fiir einen solchen Artefakt ist die Kompression von zwei oder mehr DNA-Produkten von
unterschiedlichem Molekulargewicht innerhalb eines Bandes. Das Ergebnis zwei solcher Kompressionen wird in der Abb.2
gezeigt, inwelcher die Artefakt-Binder mit einem Sternchen gekennzeichnet sind. Unter ,etwa dasselbe” verstehiman, daR die
Bandintensitit hichstens um das Zweifache, vorzugsweise um das 1,2fache variiert. Unter ,Gel-Permeation” versteht man die
Einbeziehung vorhandener Polyakrylamid-Gele, wie sie fiir die DNA-Sequenzierung verwendet werden, und aller anderen
Mechanismen zur Trennung von DNA-Produkten nach ihrem Molekulargewicht.

Bei einem Ausfihrungsbeispiel wird die Produktion von nahegelegenen Béndern von anndhernd derselben Intensitét durch
Inkubation einer DNA-Polymerass in einer Ldsung, welche Mangan- oder Eisenionen enthiilt, erreicht.



-4~ 284 052

Bei alnem bevorzugten Ausfilhrungsbeisplel schlieBt die Methode auRerdem die Schritte ein, In dem hybridisierten Gemisch 3in
2weites Kettenabbruchgtied bereitzustellen mit einer Konzentration, die sich von der des ersten Kettenabbruchgliedes
unterscheldet, worin die DNA-Polymerase die Produktion einer zweiten Reihe von zweiten DNA-Produkten bewirkt, wobei jedes
zweite DNA-Produkt am verléngerten Ende das zweite Kettenabbruchglied, wobei die Anzahl jedes zweiten DNA-Produktes fiir
im wesentlichen alle DNA-Produkte, die sich in der Linge von 1 bis 20 Basen unterscheiden, annshernd gleich ist, worin die
Anzahl im wesentlichen aller ersten und aller zweiten DNA-Produkte, dle sich in der Linge um 1 bis 20 Basen unterscheiden,
distinktiv verschieden ist. Am glinstigsten ist es, wenn die zweite Reihe von zweiten DNA-Produkten eine zweite Reihe von
Bindern bildet, wenn durch Gel-Permeation die Trennung nach dem Molekulargewicht erfolgt, worin die Intensitét von im
wesentlichenallen nahegelegenen Béndern der zweiten Reihe annithernd gleich ist, wahrend dle Intensitét von im wesentlichen
allenBiindern der ersten Reihe distinktiv und unterscheldbar verschieden ist von der Intensitit jedes nahegelegenen Bandes dar
zweiten Reihe, und die Methode schlleBt auBerdem den Schritt der Bestimmung der Position und der Intensitiit jedes Bandesein,
wobei die Intensitét fir eine bestimmte Bandreihe repréisentativ Ist,

Unter , distinktiv verschieden” versteht man, daB ein Band einer Reihe von einem nahegelegenen Band (d. h., einem Band mit
siner Léinge, die um 1 bis 20 Basen verschieden ist) in einer anderen Reihe unterschieden werden kann. Das heiBt, eine Maschine,
welche die Anzahl der DNA-Produkte mit einem speziellen Molekulargewicht miRt, kann die beiden Reihen von DNA-Produkten
voneinander unterscheiden.

Bei einem anderen bevorzugten Ausfilhrungsbeisplel beinhaltet die Methode die Bereitstellung zwel anderer
Kettenabbruchglieder, wobel die Polymerase die Produktion elner zweiten und dritten Relhe von zwelten und dritten DNA-
Produkten bewirkt, wobei die Anzahl der jeweils zweiten und dritter DNA-Produkte fiir im wesentlichen alle DNA-Produkte, die
sichin der Lénge um 1 bis 20 Basen unterscheiden, anndhernd die gleiche ist, worin die Anzahl im wesentlichen aller ersten, aller
zweiten und aller dritten DNA-Produkte, die sich in der Linge um 1 bis 20 Basen unterscheiden, distinktiv verschieden ist. Am
vorteilhaftesten ist es, wenn jede zweite und jede dritte Relhe von zweiten und dritten DNA-Produkten e:ne unterschiediiche
Roihe von zweiten und dritten Béndern bildet, wenn durch Gel-Permeation die Trennung nach dem Molekuiargewicht erfolgt,
worin die Intenstét im wesentlichan aller nahegelegenen Bnder der zweiten Reihe anniihernd gleich ist, die Intensitét im
wesentlichen aller nahegelagenen Bénder der dritten Reihe annéhernd gleich ist und worin die Intensitat im wesantlizhen aller
nahegelegenen Bénder von unterschiadlichen Reihen distinktiv verschieden ist; und die Methode beinhaltst auRerdem die
Schritte der Bestimrung der Position und der Intensitét jer! 3s Bandes, wobsi die Intensitéit fir eine bestimmte Bandreihe
représentativ ist.

Nach einem weiteren bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel baeinhaltet die Methode die Bereitstellung von vier verschiedenen
Deoxyribonukleosidtriphosphaten und vier verschiedenen Kettenabbruchgliedern in dem hybridisierten Gemisch, worin die
DNA-Polymerase die Produktion von zweiten, dritten und vierten Reihen von zweiten, dritten und vierten DNA-Produkten
bewirkt, wobei die Anzahl der jeweils zweiten, dritten und vierten DNA-Produkte fiir im wesentlichen alle DNA-Produkte, die sich
in der Lénge zwischen 1 und 20 Basen unterschelden, anndhernd gleich ist, worin die Anzahl im wesentlichen aller ersten, aller
2weiten, aller dritten und aller vierten DNA-Produkte, die sich in der Lénge zwischen 1 und 20 Basen unterscheiden, distinktiv
verschieden ist. Am vorteilhaftesten ist es, wenn jede zweite, dritte und vierte Reihe Reihen von zweiten, dritten und vierten
Béndern bei der Trenr.ung durch Gel-Permeation nach dem Molskulargewicht bilden, worin die Intensitét im wasentlichen aller
nahegelegenen Bénder der zweiten Reihe oder im wesentlichen aller nahegelegenen Binder der dritten Reihe oder im
wesentlichen aller nahegelegenen Cénder der vierten Reihe annéhernd gleich ist und worin die Intensitat im wesentlichen aller
nahegelegenen Biinder in einer anderen Reihe distinktiv verschieden ist; vorteilhaft schlieBt die Methode auferdem die Schritte
der Bestimmung der Position und derIntensitét jedes Bandes ist, wobei die Intensitét reprasentativ fiir eine bes immte Bandreihe
ist.

Bei anderen bevorzugten Ausfiihrungsbeispielen wird das hybridisierte Gemisch mit einem Mangan- oder Eisenion versehen,
wobei das lon bewirkt, daB die Polymerase nichtunterscheidend fir ein Kettenabbruchglied ist; sind die DNA-Produkte nach dem
Molekulargewicht in weniger als vier Bahnen eines Gels getrennt; wird die Intensitét jedes Bandes durch ein Gel-Lesegerit
gemessen; wird die DNA-Polymerase aus einer DNA-Polymerase des Typs T7, dem groRen Fragment der E. coli-DNA-
Polymerase | und der Taq-Polymerase ausgewihlt und ist das Kettenabbruchglied ein Dideoxynukleosidtriphosphat,

Nach verwandten Gesichtspunkten sieht die Erfindung eine Methode zur Sequenzierung eines DNA-Stranges vor, welche die
Schritte einschlieBt von entweder (a) der Bereitstellung einer DNA-Polymerase und der Inkubation der Polymerase und des
DNA-Strangs in einer Losung mit einem Mangan- oder Eisenion und einem Kettenabbruchglied od~r (b) der Bereitstellung einer
DNA-Polymerase, die im wesentlichen nichtunterscheidend fiir ein Kettenabbruchglied ist.

Nach einem anderen verwandten Gesichtspunkt sieht die Erfindung eine Methode zur Produktion einer DNA-Polymerase zur
DNA-Sequenzierung vor, welche den Schritt des Mischens der DNA-Polymerase in einer Ldsung einschlieRt, in der sich ein
Mangan- oder Eisenion befindet.

Nach einem weiteren Aspekt sieht die Erfindung eine Lésung mit einer DNA-Polymerase des Typs T7 oder einer Taq-Polymerase
und einem Mangan- oder Eisenion vor. Vorzugsweise hat das lon eine Konzentration von 0,005 bis 100 Millimol.

Nach einem anderen Gesichtspunkt sieht die Erfindung einen Satz zur DNA-Sequenzierung mit einer DNA-Polymerase, einem
Kettenabbruch und einem Mangan- oder Eisenion vor,

Bei bevorzugten Ausfiihrungsbeispielen ist eine DNA-Polymerase des Typ T 7, das grofe Fragment von E. coli-DNA-
Polymerase | oder Tag-Polymerase; das Kettenabbruchglied ist ein Dideoxynukleotid, und zum Satz gehért auerdem ein
Deoxyribonukieosidtriphosphat.

Nach einem weiteren Gesichtspunkt sieht die Erfindung eine Methode zur automatisierten Sequenzierung von DNA vor,
einschlieBlich der Bereitstellung einer Polymerase, die im wesentlichen nichtunterscheidend fiir ein Kettenabbruchglied ist und
die Produktion einer Reihe von DNA-Produkten bewirkt, die sich im Molekulargewicht unterscheiden und mit dem gleichen
Kettenabbruchglied enden, worin die DNA-Proaukte im wesentlichen alle nahegelegenen Bénder von annéihernd derselben
Intensitit produzieren.

Unter im wesentlichen nichtunterscheidend versteht man, da die Kettenabbruchglieder auf der Lénge der DNA gleichmiRig
einbezogen werden, ungeachtet der DNA-Folge. Unter annihernd dieselbe versteht man, daB sich die Intensitit héchstens um
das Zwei- bis Dreifache unterscheidet.
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Nach einem anderen Gesichttpunkt sieht die Erfindung ein Gerét fiir dio automatisierte DNA-Sequenzierung vor, das einen
Reaktor fir die Bereitstellung von wonigstens zwei Relhen von DNA-Produkten hat, die aus einem elnzigen Starter und einem
DNA-Strang gebiidet werden, wobel sich die einzelnen DNA-Produkte einer Relhe im Molekulargewicht unterschelden und an
elnem Ende ein Kettenabbruchglied haben; eine Trannverrlchtung zur Trennung der DNA-Produkte, ym eine Reihe von Bandern
2u bilden, wobei die Intensitéit im wesentlichen aller nahegelegenen Binder in einer Reihe annéhernd dieselbe ist und die
Intensitét von im wesentlichen allen nahegelegenen Bindern in einer anderen Reihe verschieden Ist; ein Bandleseelement zur
Bestimmung der Position und Intensitiit jedes Bandes nach der Trennung und ein Rechenelement zur Bestimmung der DNA-
Folge des DNA-Strangs direkt aus der Position und Intensitét der Binder

Bei bevorzugtem Ausfilhrungsbeispiel enth4it der Reaktor ein Mangan- oder Eisenion und eine DNA-Polymerase Typ T7.
Nach einem weiteren Gesichtspunkt sieht die Erfindung eine L8sung oder einen Satz mit einer Pyrophosphatase, einer DNA-
Polymerase und einem Kettenabbruchglied oder dITP und eine Methode zur DNA-Sequenzierung, einschlielich der
Boreitstellung der Pyrophospatase in der Sequenzierungsreaktion, vor. Durch die Einbezishung der Pyrophosphatase in eine
Sequenzierungsreaktion werden der Pyrophosphatasepegel verringert und die Einheitlichkeit der Bandintensitét von
nahegelegenen Bindern verbessert.

Bei jedem der oben genannten Gesichtspunkte kann das Mangan- oder Eisenion bei Vorhandensain eines Chelats, wie Zitrat oder
Isozitrat, bereitgestellt warden. Es wird angenommen, daR diese Chelate einen besser regullerten Pegel des gewiinschten lons
in einer DNA-Sequenzierungsreaktion ergeben.

Nach einem abschlieBenden Gesichtspunkt sieht die Erfindung eine T7-DNA-Polymerase A Lys 118-Arg 145 und eine diese
Polymerase codierende DNA vor, Diese Polymerase hat keine nachweisbare Exonukleaseaktivitat.

Es wurden Bedingungen ermittelt, unter danen DNA-Polymerasen modifiziert werden kénnen, um ihre Fihigkeit, ein
Kettenabbruchglied am Erweiterungsende einer Starter-DNA bei Vorhandenssin einer DNA-Matrize einzubeziehen, zu éndern.
Diese Fihigkeitermdglicht es, DNA-Sequenzierung bel niedrigeren Konzentrationen von Kettenabbruchgliedern durchzufiihren,
wodurch die Kosten der DNA-Sequenzierungsreaktion erheblich gesenkt werden. AuBerdem wurde festgestellt, dat DNA-
Polymerasen mit dieser Fihigkaitin elnem Saquenzierungsgel nahegelegene Binder erzeugen, die von annéhernd einheitlicher
Intensitdt sind. Das heit, die F olymerase unterscheidet nicht mehr im gréBeren AusmaB zwischen der Einbeziehung von
Kettenabbruchgliedern und normalen Deoxynukleosidtriphosphaten. Es wurde nachgewiesen, daB auf diese Weise wenigstens
drei Polymerasen maodifiziert werden kénnen, so eine modifizierte T7-DNA-Polymerase, das groRe Fragment von E. coli-DNA-
Polymerase | und Tag-Polymerase. Andere Polymerasen mit Homologie zu diesen Polymerasen sind in der Erfindung auch
einsatzféhig.

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, daB die Konzentration jedes gegebenen Kettenabbruchgliedes, die in einer
Sequenzierungsreaktion eingesetzt warden muB, leicht berachnet werden kann, da die Bandintensitat im direkten
Zusammenhang mit der Konzentration jedes Kettenabbruchgliedes steht und fiir jedes dieser Glieder gleich ist.

Die modifizierten Polymerasen dieser Erfindung sind besonders geeignet fiir DNA-Sequenzierungsreaktionen, da nur eine
einzige Sequenzierungsreaktion, welche alle vier Kettenabbruchglieder In vier verschiedenen Konzentrationen enthlt,
notwendig ict. Folglich kann mit weniger als vier verschiedenen Sequenzierungsreaktionen fiir jede spezielle DNA-Matrize
gearbeitet werden.

Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung werden aus der folgenden Beschreibung von hevorzugten Ausfii hrungsbeispielen
ersichtlich.

Ausfahrungsbeisplele

Die Erfindung wird anschlieBend durch die Zeichningen, in denen

Abb.1 eina schematische Darstellung der DNA-Sequenzierung nach der Methode von Sanger u.a., siehe oben, ist;

Abb.2 bis Abb.7 grafische Darstellungen der relativen Randintensitéten von sechs verschiedenen Sequenzierungs-Gels sind,
die durch ein DNA-Sequenzierungssystem von Apglied Biosystems, Madell 370A, abgetastet wurden, jede von einer einzelnen
Gel-Bahn, die ein Sequenzierungsreaktionsgemisch enthalt, das aus der Anwendung einer genetisch modifizierten T7-DNA-
Polymerase bei Vorhandensein von verschiedenen Gemischen von Magnesium oder Mangan und verschiedenen
Dideoxynuklesiden resultiert.

Iri jeder dieser Abbildungen war die sequenzierte DNA m GP 1-2 (die RNA-Polymerase T7 codiert, Tabor u.a.,

Proz.Nat. Acad. Sci. USA, 84:4767, 1987), und der Starter war der fam-Starter von Applied Biosystems. In jadem Fall wird der
unbuarbeitete (Roh-) Ausgang fir den fam-Starter gezeigt. Anfang und Ende des Ausgangs werden jeweils angegeben.

Aufd srdem werden die Positionen der Folgen im Verhiltnis zur entsprechenden Positlon bei der T7-DNA des Wildtyps gezeigt.
(Dunnu.a., J.Mol. Biol. 8:452, 1983.) Die in den einzelnen Graphen mit einem Sternchen gekennzeichneten Punkte stellen
Kompressionsbereiche dar, an denen wenigstens zwei DNA-Produkte mit unterschiedlichem Molekulargewicht in derselben
Position im Gel vorhanden sind. Kompressionen werden allgemein von Tabor u.a., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 84:4767, 1987,
beschrieben.

Abb.8 istein Graph, der die optimale Konzentration von Magnesium und Mangan fiir die DNA-Polymeraseaktivitit bei einer
genetisch modifizierten T7-DNA-Polymerase bei Vorhandensein und Fehlen von 0,4 mM lsozitrat zeigt.

Abb.9 ist ein Graph, der die Wirkung von unterschiedlichen Konzentrationen von Isozitrat bei Vorhandensein von 10 mM
Magnesium oder Mangan auf die DNA-Polymeraseaktivitat bei einer genetisch modifizierten T7-DNA-Polymaerass zeigt.
Abb.10 ist eine schematische Karte von pGP5-8, einem Plasmid, welches fiir eine genetisch modifizierte T7-DNA-Polymerase
codiert, der die Aminosduren Lys 118 bis einschlieBlich Arg 145 fehlen, der die Exonukleaseaktivitét fehlt.

Abb. 11 ist eine schematische Darstellung eines automatischen Sequenzierungsgeréts nach der Erfindung.

DNA-Polymerase

Zu den DNA-Polymerasen, die fir die vorliegende Erfindung geeignet sind, gehoren die, welche zu einer Klasse von homologen
Polymerasen, einschlieRlich DNA-Polymerasen des Typs T7 (wie T7, T3, &, ®ll, H, W31, gh-1, Y, A1122 oder SP6), des grofien
Fragments von E. coli-DNA-Polymerase | und Taq-Polymerase, gehdren, Unter homologen Polymerasen versteht man ein
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Enzym, das anhand von Dideoxynukleosidtriphosphaten im Vergleich zu Deoxynukleosidtriphosphatan bei Vorhandensein von
Magnesium unterscheidet; wird jadoch Magnesium durch Mangan ersetzt, wird die Unterscheidung anhand von
Dideoxynukleosidtriphosphaten vermindert. Diese Polymerasen werden in einer DNA-Sequenzierungsreaktion unter
Bedingungen eingesetzt, in denen sle nahegelegens Binder von annithernd einheitlicher Intensitét (mit einer etwa 1,5- bis
2,0fachen Schwankung in der Intensitét) produzieren, wenn die DNA-Produkte der Sequenzierungsreaktion in einem Gel laufen.
Unter nahegelegenen Bindern versteht man die Einbezishung von Béndern, die DNA-Produkte mit einem Molekulargewicht
darstellen, das sich bis 2u 6000, d. h., 20 Basen, unterscheidet. Der tats#ichliche Wert dieser Intensitét verringert sich iiber die
Lénge des Gels, wie unten beschrisben und in den Abbildungen gezeigt wird. Die Bandintensitéit widerspiegelt die Anzahi der
DNA-Produkte’n einem bestimmten Band. Markierungen, wie Fluorophore oder Radioisotope, werden verwendet, um ein leicht
feststellbares Band von Intensitit, das die Anzahl dieser DNA-Produkte widersplisgelt, zu erzeugen. So haben bei dieser
Erfindung naheg slegene Béinder, die von einer Sequenzierungsreaktion mit einem Kettenabbruchglied abgeleitet wurden,
a:andhernd dieselbe Zahl von DNA-Produkten und damit ein einheitliches Intensitétshand. Dia Sequenzierungsbedingungen
beinhalten die Inkubation der Polymerase bei Vorhandensein von speziellen zwei- oder dreiwertigen Kationen wie Mangan- (Il
und Hi), Eisen(il)- und Eisen(lil)-lonen; zu den sinwertigen und zweiwertigen Kationen, die keine feststellbare Wirkung haben
oder schidlich fir die DNA-Synthese sind, gehdren K, Na, Ba, Be, Ca, Ce, Cr, Co, Cu, Ni, Si und Zn. Das Anion ist unwichtig,
beispielsweise sind Chlorid, Azetat und Sulfat geeigrist. Unter diesen Bedingungen wird der Bedarf an Kettenabbruchgliedern,
wie Dideoxynukleosiden, fiir Enzyme wie das groRe Fragment von E.coll-DNA-Polymerase | und Taqg-Polymerase um fast das
1000fache und filr eine modifizierte T7-DNA-Polymerase um etwa das 10fache verringert. In dieser Lésung kann auch ein
Chelator vorhanden sein, um die Regulierung der Konzentration der verfiigbaren zweiwertigen Metallionen zu unterstiitzen.
Baisplelsweise kdnnen Zitrat oder Isozitrat eingesetzt werden, Es wird angenommen, daf diese Chelate den Pegel von
beispielsweise freian Manganionen bei einer Konzentration zwischen 10 und 100 uM Giber einem breiten Bersich von
Mangankonzentrationen halten, Das heiRt, der Chelator wirkt als Puffer. .

Die DNA-Folymerasen nach der Erfindung unterscheiden nicht signifikant zwischen Dideoxynukleosidanalogen und
Deoxynukleosiden auf der Lanye der DNA-Matrizo. Das heiBt, bei Vorhandensein von Mangan oder Eisen sind diese
Polymerasen nichtin der Lage, zwischen einem Nukleotid, das eine 3'-Hydroxylgruppe hat, und einem ohne eine solche Gru ppe
(d.h., mit 2wel Wasserstoffatomen an der 3'-Position der Ribose) zu unters-heiden. Diese Polymerasen unterscheiden jedoch
Modifikationen an anderen Positionen an den Nukleosiden, auch wenn Mangan oder Eisen vorhanden sind. Beispielsweise
unterscheiden die Polymerasen einige Dideoxynukleosidanaloge, an die fluoreszents Gruppen gebunden sind, von
Deoxynukleosiden, Die Polymerase unterscheidet jedoch nicht im erheblichen Ausmag bei benachbarten oder nahegelegenen
Nukleotiden auf der Grundlage des Vorhandenseins oder Fehlens der Modifikation zum Dideoxynukleosid. Wihrend sie also
stark gegeniiber diesen Analogen unterscheiden, die héhere Konzentrationen bei einer DNA-Sequenzierungsreaktion im
Vergleich 2u den unmodifizierten Dideoxynukleosiden brauchen, bleibt die Intensitét der nahegelegenen Bander sinheitlich.
Beisplelsweise besteht eine 10fache Unterscheidung von Dideoxy-ITP (ddITP) gegentiber Dideoxy-GTP (ddGTP) bei
Vorhandensein von Mn. Alle in der Sequenzierungsreaktion gebiideten Biinder sind jedoch bei ddITP von gleicher Intensitét, da
iiber dic L&nge der DNA-Matrize keine Differentialunterscheidung erfolgt.

Folglich gewéhrleisten die Polymerasen nach der Erfindung einen einheitlichen Wirkungsgrad bei der Einbeziehung von
Kettenabbruchgliedern, selbst wenn sie im Verhiltnis zur Gesamteinbeziehung unterscheiden.

Zu den Kettenabbruchgliedern, die bei der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden kénnen, gehéren Dideoxynukleoside mit
einer 2',3'-Dideoxystruktur, Andere fiir die Erfindung geeignete Glieder sind die, welche speziell eine DNA-
Sequenzierungsreaktion an einer bestimmten Base beenden und durch die Polymerase nach den oben ganannten Bedingungen
nicht unterschieden werden.

Um festzustellen, ob eine bestimmte DNA-Polymerase in Kombination mit einem bestimmten Kettenabbruchglied oder einer
anderen Komponente des Sequenzierungsreaktionsgemischs fiir diese Erfindung geeignet ist, wird eine
Sequenzierungsstandardreaktion durchgefiihrt, wie sie unten beschrieben undin den Zeichnungen gezeigt wird, und es werden
das AusmaR der Bandbildung und die Einheitlichkeit von nahegelegenen Béndern in einem Sequenzierungs-Gel iiberpriift.
Wenn die Polymerasereaktion den Starter nicht um wenigstens 20 Basen verléngert, ist sie unter den angewendeten
Bedingungen nicht geeignet. Die Einheitlichkeit von “enachbarten Bandern innerhalb des zweifachen oder eines kleineren
Bereichs ist bei dieser Erfindung geeignet, vorzugsweise die Einheitlichkeit innerhalb eines 1,0- bis 1,5fachen Bereichs. Ebenso
wird dis Bestimmung der optimalen Kationenkonzentration oder anderer, potentiell fiir die Erfindung geeigneter Kationen durch
die Anwendung dieser Sequenzierungsreaktion unter verschiedenen Bedingungen bestimmt. Beispielsweise warden Kationen
in den Bereichen von 0,005 bis 100 uM getestet. Nachstehend wird ein Beispisl fir ein solches Experiment gegebsn:

Dio DNA-Synthese wird gemessen unter Verwendung eines 17mer Starters der Folge 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' (New
England Biolabs, Katalog-Nr.1211), der am 5'-Ende mit 2P markiert wurde und an eine einstriingige mGP 1-2-DNA hybridisiert
wurde. Taboru. a,, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84: 4767 (1987) und Tabor u. a.,J. Biol. Chem. 262: 16212 (1987). Jede ancere Matrize
istin dieser Reaktion gleichermaBen geeignet. Diese Starter-Matrize wird in einer Reaktion verwendet, die eine DNA-Polymerase
bei Vorhandensein eines Bereichs von Konzentrationen eines Metallions anthilt. Reaktionen werden bei Vorhandensein einer
gegsbenen Konzentration mit allen 4 Deoxynukleotiden (dNTPS, 20-200um) und iiher einen Bereich von Konzentrationen von
einem Dideoxynukleotid {ddNTP in diesem Beispisl, ddGTP von 10-500uM) durchgefiihrt. Dis DNA-Produkte werden dann
durch Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese analysiert, wobei die DNA-Synthese als Erweiterung der starterproduzierenden
Bénder festgestellt wird, die Erweiterung mit unterschiedlichem Molekulargewicht im Gel darstellen.

Bei sinem speziellen Beispiel enthielt jedes Reaktionsgemisch (10pl) 0,1 g **P-Starter-Matrize, 40 mM Tris-HC), pH-Wert 7,5,
5uM Dithiothreitol {DTT), 5 uM bis 20uM Metallion, 10 bis 500uM 4dNTP, 1 bis 500:M ddNTP und 2 Einheiten einer DNA-
Polymerase. Die Inkubation wurde 10 Minuten lang bei 37°C ausgefiihrt. Die Reaktion wurde durch den Zusatz von 10l 80%igem
Formamid, 50 uM EDTA und 0,1% Bromophenol-Blau gestoppt.

Die resultierenden Proben wurden bei 75°C zwei Minuten lang unmittelbar vor der Aufbringung auf das Polyakrylamid-Gel (8%
Akrylamid, 0,3% Bisakrylamid) in 7M Harnstoff, 100uM Tris-Borat, pH-Wert 8,9, erhitzt. Die Elektrophorese wurde 2 Stunden
lang bei 2000V durchgefiihrt. Das Gel wurde in 50% Methanol, 10% Essigsaure 30 min fixiert, getrocknet und zur Autoradiografie
exponiert. Die Bandintensitat in jeder Bahn des resultierenden Films wurde durch Abtasten jeder Bahn mit einem Densitometer
bestimmt. Verwendet wurde ein Doppelstrahlaufzeichnungsinstrument, Modell MKIIIC (Joyce, Loebl & Co., Gateshead on Tyne,
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Il, England). Geelgnetist auch jedes andere fiir die Abtastung von Gelen gesignete Densitometerinstrument. Als Alternative dazu
kann dle Einheitlichkeit der resultierenden Bénder durch Abtasten der DNA-Produkte, wenn sie innerhalb des Gels
elektrophoretisiert werden, bestimmt werden.

Die Féhigkeit, 6in gegebenes dNTP im Verglelch zum entsprechendon dNTP fir jedes Enzym einzubeziehen, wird als Verhéitnis
von ddNTP 2u dNTP gemessen, das notwendig ist, um die DNA-Synthese, die in einem festgelegten Bersich endet, als B&nder
von nicht mehr als einem festgelegten Molekulargewicht erzeugend festzustellen, Das heiBt, es geht um die Bénder, die im
Reaktionsende innerhalb eines festgelegten Berelchs im Sequenzierungs-Gel produziert werden. Wenn also ein Enzym 1000fach
mehr anhand uines gegeberien ddNTP als ein anderes Ezym unterscheldet, ist eln 1000fach héheres Verhéitnis von ddNTP zu
dNTP notwendig, um Bénder zu erhalten, die an den entsprechenden Stellen 'm selben Bereich des Gels enden.

Mangan (Mn)

Es folgt eine Reihe von Beispielen filr die Anwendung einer modifizierten T7-DNA-Polymerase oder des groBen Fragments von
E.coll-DNA-Polymerase | in DNA-Sequenzierungsreaktionen, wenn Mnim Sequenzierungspuffer vorhanden ist. Diese Beispiele
schréinken die Erfindung nicht ein und werden nur gegeben, um den Fachleuten auf dissem Gebiet Richtlinien fiir die Anwendung
der DNA-Polymerasen dieser Erfindung zu geben. Wie oben beschrieben wurde, kdnnen Fachleute leicht andere Bedingungen
bestimmen, unter denen DNA-Polymerasen nach der Erfindung produziert werden kénnen, welche die hier hinsichtlich der
Einheitlichkeit der Einbeziehung des Kettenabbruchgliedes und des Einsatzes in einer Sequenzierungsreaktion beschriebenen
Eigenschaften erreichen.

Die spezielle, in den folgenden Beispielen verwendete modifizierte T7-DNA-Polymerase war genetisch modifiziert, so daf sie
keine nachweisbare Exonukleaseaktivitit hatte, Diese genetisch modifizierte DNA-Polymerase wird als ALys 1 18-Arg 145 (A28)
bezeichnet, da der Aminos#urebereich von Lys 118 bis einschlieBlich Arg 145in der T7-DNA-Polymerase geléscht wird. Das Gen,
welchas diese Polymerase codlert, wurde in einem Plasmid pGP6&-8 als eine Variante des Plasmids pGP5-5 konstruiert, das von
Tabor u.a., US-PS 4795699, beschrisben wird.

Es wird auf die Abb. 10 Bezug genommen. Das Plasmid pGP&-8 beinhalter pACYC 177, &n den Stellen BamH 1 und Hin|l
herausgeschnitten, T7-DNA von den Basen 5667 bis 8177, welche @1.1A und @1.1B enthélt, und T7-DNA-Basen 14308 bis
16869, welche Gen5 enthalten mit den in der Abb.5 gezeigten Modifikationen, pGP6-8 wurde durch Synthetisierung von zue'st
dem 34mer konstruiert, 5'CCGGCAAGTTGCCCGGGATGCTCGAGGAGCAGGG 3. Dieses Olignukleotid wurde als Starter fiir die
DNA-Synthese an der einzelstringigen DNA von M13 mGP5-2 verwendet, die ein Insert enthilt, welches T7-Gen5 kodiert, und
wird von Tabor, u.a., ebenda, beschrieben. Die DNA-Synthese und die Mutantselnktion wurden so durchgefiihrt, wie das von
Tabor u.a., ebenda, beschrieben worden ist. Nach der Konstruktion der gewiinschten Mutation'in mGP5-2 wurde der
entsprechende Bereich von T7-Gen 5, welcher die 84 bp-Deletion enthilt, in pGP5-5 eingefiigt durch Isolierung eines Fragmentes
EcoRlund HPAI, der T7-DNA von den Positionen 14306 bis 15610 enthilt, einschlieBlich des Bereichs mit der 84-bp-Deletion,
und in den vergleichbaren Bereich von pGP5-5 ligiert. Anhand des Vorhandenselins der Stellen Smal und Xho I, die durch die
Mutagenese geschaffen werden, und der DNA-Sequenzanalyse des Bereichs, der die 84 bp-Deletion enthilt, wurde bestitigt,
daB das Derivat pGP5-8 die Deletion aufweist. Plasmid pGP5-8 wurde in den Stamm K 38/pTrx-3 transformiert, um den Stamm
K38/pTrx-3/pGP5-8 2u schaffen. Die Induktion von K38/pTrx-3/pGP5-8 und die Reinigung der genetisch geéinderten T7-DNA-
Polymerasn wurden unter Anwendung des Verfahrens ausgefiihrt, das fiir den analogen Stamm K38/pTrx-3/pGP5-5 bei Tabor
u.a., ebenda, beschrieben wird. Da diese Polymerase keine nachweisbare Exonukleaseaktivitéit hat, ist eine chemische
Modifikation, wie sie von Tabor u. a., ebenda, beschrieben wird, vor der Verwendung in einer DNA-Sequenzierungsaktion nicht
notwendig. Die genetisch modifizierte T7-DNA-Polymerass, die in den untenstehenden Beisplelen verwendet wurde, war ein
Préparat mit einer Aktivitit von 1000 Einheiten/ml.

Belsplel 1:

DNA-Sequenzierungsreaktion unter ‘Yerwendung von Mangan

Fiir die Sequenzierung von DNA bei Vorhandensein von Mn wird die Standardmethodologie fiir DNA-Sequenzierungsreaktionen
angewendet. Fiir T7-DNA-Polymerase werden die allgemeinen Sequenzierungsschritte ausfiihrlich von Tabor u, a.,, ebenda,
beschrieben. Kurz formuliert, werden folgende Schritte und Bedingungen ausgeflihrt und angewendet:

A. Hybridisierungsreaktion
Bei der Hybridisierungsreaktion wird folgende Lésung hergestelit:

Zu sequenzierende DNA (2.B. mGP 1-2-DNA) in 10mM Tris-HCI, pH-Wert 7,6, 0,1mM EDTA, 2 ug/7 i 7ul

5X SeqBuf (200mM Yris-HCI, pH-Wert 7,5, 5mM MnCl,, 250mM NaCl) - 2ul
Starter (New England Biolabs — 17mer, Kat.-Nr. 1210 0,5pm/ul) 1l
10ul

Diese Lésung wurde 2min bei 65°C erhitzt und langsam auf Zimmertemperatur abgekdhlt,

B. Markierungsreaktion
Bei der Markierungsreaktion wurde folgende Lésung hergestellt:

Hybridisierungsgemisch 10ul
Dithiothreito! 0,1m 1pl
[*SIdATP, New England Nuclear NEG-034H 1l
dTTP, dCTP, dGTP, je 1,5uM 2ul
Genetisch modifizierte T7-DNA-Polymersse, 1 Einheit/pl {ALys 118-Arg 145, wie oben beschrieben) 2l

16ul

Diese wurde bei Zirnmertemperatur 5 min inkubiert.
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C. Terminationsreaktion
In Terminationsreaktionen wurden folgendermaBen vier Reaktioncgamische hergestalit:

G A T c
6X SeqBuf 0.6pl 0,6pt 0,6ul 0,6ul
4dNTP (3mM) 0,3ul 0,3pl ¢, 3ut 0,3yl
H,0 1,9ul 1,9ul 1,9u 1,94l
ddGTP (0,2mM) (dd = Dideoxy) 0,2pl
ddATP (0,2mM) 0,2ul
ddTTP(0,2mM) 0,2ul
ddCTP(0,2mM) 0,2pl
3ul 3ul 3ul 3ul

Die Terminationsgemische wurden bei 37°C 2min inkublert, dann wurden jedem Terminationsgemisch 3pl-Aliquote des
fertigen Markierungsreaktionsgemischs zugesetzt. Die resultiesende Lsung wurde bei 37°C §min inkubiert,

Die Terminationsreaktionen wurden mit 5l 90% Formamid, 20mM EDTA, 0,2% Bromphenol-Blau, Xylen-Zyanol- pH-Wert 8,0
gestoppt. Die resultierenden Praben wurden fir die Dauer von 2min au” 75°C erhitzt, auf ein Polyakrylamid-Gel (8% Akrylamid,
0,3% Bisakrylamid) in 7 M Harnstoff, 100mM Tris-Eorat, pH-Wert 8,9, gebracht und bei 2000V 2 Stunden lang elektrophoretisiert.
Das Gel wurde in 50% Methanol, 10% Essigsiure 30min lang fixiert, getrocknet und zur Exponierung des Films durch
Autoradiografie genutzt.

Das exponierte Gel wurde entwickelt, und die Intensitét der radioaktiven Bénder in jeder Bahn wurde durch Abtasten jeder Bahn
mit einem Densitometer (Joyce, Loebl &Co., Ltd., Madell Nr. MkIIIC} bestimmt.

Wenn dieselbe Probe bei Vorhandensein von Magnesium anstelle von Mangan durchlduft, sind die unterstrichenen Basenin den
folgenden Tripletten um das Zwel- bis Fiinffache intensiver als angrenzende Basen, wenn diese Tripletten erscheinen: TCT, AAG,
GCA, CCT. Bei dem eben beschriebenen Beispiel aber haben Binder, die jeder Base in allen den gezeigten Tripletten entsprechen,
dieselbe Intensitét, sie unterscheidet sich héchstens um 20% von der der anderen,

Belsplel 2 .

Sequenzierungsreaktion unter Verwendung von Mangan, 2X ddGTP und 1 X ddCTP zur Unterscheldung zwischen G und C
anhand der relativen Bandintensititen

Bei diesem Beispiel wurde nur ein Behéltnis zur Ausfiihrung einer Sequenzierungsreaktion verwendet, um die Folge von zwei
Typen von Basen {C und G) in einer DA-Matrize zu bestimmen. Es wurden folg nde Schritte ausgefiihrt:

In der Hybridisierungsreaktion wurde folgende Ldsung hergestelit:

mGP 1-2-DNA (2,7mM in 10mM Tris-HCl, pH-Wert 7,5, 0,1 mM EDTA)} 8,6l
5X SeqBuf 4 ul
Starter (ABI-fam-Starter, 0,4pm/pl) 2
H,0 54l

20 ul

Diese Lbsung wurde 2min lang bei 65°C erhitzt und langsam auf Zimmertemperatur abgekiihit. Der fam-Starter wurde mit einer
fluoreszenten Markierung markiert, die beim Durchgang durch ein Sequenzierungsgel entdsckt werden kann, dazu wird das
DNA-Sequenzierungssystem Modell 370A von ABI verwendet.

In der Erweiterungsreaktion wurde folgende Lésung hergestelit: -

Hybridisierungsreaktionsgemisch 20 pl
Dithiothreitol 0,1M 1 ul
4dNTP3mM 3 u
ddGTP 30uM 3 ul
ddCTP 30 uM _15u

28,5l

Diese Lésung wurde 2min lang bei 37°C inkubiert, es wurden 1,5l genetisch modifizierte T7-DNA-Polymerase (428},

1 Einheit/ pl, zugesetzt, und die Lésung wurde 10min lang bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch den Zusatz von 5yl von
100mM EDTA, pH-Wert 8,0, gestoppt.

Die resultierenden Fragmente wurden folgendermaRen ausgefilit: es wur~nn 3,5l 3M Natriumazetat und 100l 100%iges
Ethanol zugesetzt. Nach einer zehnminiitigen Inkubation auf Eis wurde das Gemisch 30min lang bei 4°Ciin einer Mikrozentrifuge
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 ul 70%igem Ethanol gewaschen und erneut min zentrifugiert. Die obenaufschwimmende
Schiciht wurde dekantiert, und das Pellet wurde durch mehrminiitiges Zentrifugieren unter Vakuum getrocknet, Dann wurde die
Probe wieder in 5l 90%igem Formamid, 50mM EDTA, pH-Wert 8,0, suspergiert, zwei Minuten lang bei 75°C erhitzt und in ein
ABI-DNA-Sequenzierungssystem, Modell 370A, eingefithrt. Man lieB das Instrument arbeiten, und die unbearbeiteten (Rok-)
Daten wurden aufgenommen, wie das in der Benutzungsanleitung fir das Instrument Modell 370A (vorléufige Version, Mérz
1987, Abschnitte 3, 4 und 5) beschrieben wird. Es wird nur fiir den fam-Starter der unbearbeitete (Roh-) Ausgang gezeigt.

Der Ausgang von dieser Reaktion wird in der Abb.4 gezeigt. Jedes G wird durch eine schlanke Spitze und jedes C durch eine kurze
veranschaulicht. Folglich ist die Folge der G's und C's in der DNA anhand der Spitzenhéhe bestimmbar. Es kann also aus einer
Sequenzierungsreaktion mit nur einer Markierung fiir alle DNA-Produkte eine DNA-Folge von G's und C's bestimmt werden. Die
Spitzenhdhe verringert sich iiber die Lénge eines Gels, da Produkte mit héherem Molekulargewicht in geringeren Mengen
vorhanden sind. Die Differenz zwischen nahegelegenen G und C bleibt jedoch lings des Gels etwa das Zweifache, wihrend die
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eines Paares von nahegelegenen G's oder eines Paares von nahegelegenen C's anndhernd einheitlich ist (sie schwankt um das
1,1- bis 1,4fache), wodurch die Verringsrung in der Intensitét bel jeder zuskitzlichen Position léings der Folge korrigiert wird,
Beispielsweise verringert sich in der Abb. 4 das Signal fiir eine gegebene Reihe von Bindern tiber eine Spannevon etwa 60 Basen
um das Zwaeifache. Folglich gilt filr jede zustitzliche Position l8ngs der Matrize in diesem Beisplel eine 1,16%Ige Verringerung {da
Chi gleich 1,0116 fir Chi® = 2st).

Es Ist wichtig, zwischen Blindern von unterschiedlicher Intensitiit auf Grund eines unterschledlichen Wirkungsgrades des
Kettenabbruchgliedes innerhalb nahegelagener Binder und auf Grund von zwel oder mehreren Béndern, die wihrend der
Elektrophorese zusammenwandern, zu unterschelden. Das letztgenannte Erelgnis, als Kompression bezeichnet, ist ein Artefakt
der Gel-Elektrophorese und nicht die eigentliche DNA-Sequenzierungsreaktion, und sie wird auch durch dia Verwendung von
Mangan nicht ausgeschlossen. Ein Belsplel filr eine solche Kompression ist in der Abb.4 mit elnem Sternchen (*) bezeichnet
worden. Wenn man wei8, daB eine solche Kompression die Komigration von zwel DNA-Produkten darstellt, wie das in der Abb.4
in einem Fall angegeben wird, dann ist dieses Band eine genaue Markierung eines Bandes von zweifacher Intensitit.

Die genaue Folge im Bereich zu einer Kompression kann nicht bestimmt werden. Um diese Folge zu bestimmen, ist es notwendig,
entweder 1) die Folge in umgekehrter Orientierung zu bestimmen, 2) das Sequenzierungs-Gel unter stirker denaturierenden
Bedingungen laufen zu lassen, d.h, bel héherer Temperatur oder durch den Zusatz von 50% Formamid, oder 3) ein
Nukleotidanalog, 2.B. diTP oder deazaGTP, anstells von dGTP zu verwenden, Kompressionen sind auf die Bildung von stabilen
Haarnadeln in der DNA unter den Bedingungen der Gel-Elektrophorese zuriickzufiihren; die Einbezishungen diaser
Nukleotidanaloge destabilisiert die meisten dieser Haarnadeln,

Kompressionen auf Grund von Hazrnadelstrukturen kénnen faktisch jede Léinge haben, sie ist abhéngig vom Umfang und der
Stéirke der Haarnadel. So haben bei Mn alle nahegelegenen B&nder annéhernd gleiche Zahlen von DNA-Produkten mit
demselben Molekulargewicht, haben aber auf Grund von Kompressionen nicht notwendigerweise dieselbe Bandintensitét.
Eswird aufdie Abb, 2 Bezug genommen. Die ohen beschriebene Methode wurde mit ddGTP bei Vorhandenseinvon Mangan mit
einer Endkonzentration von 1 mM durchgeftihrt. Jedes Band im resultierenden Gel wird in der Abb, 2 als eine Spitze dargestelit.
Die Intensit4t jedes Bandes widerspieyeltsich in der Hshe der einzelnen Spitzen. Mit Mangan ist die nahegelegene Bandintensitit
und damit die Spitzenhdhe lings des Gels annithernd einheitlich, sle unterscheidet sich zwischen nahegelegenen Béndern um
weniger als 5% oder 10%.

Dagegen stellt der in der Abb.3 gezeigte Ausgang das gleiche Experiment dar, wenn es bei Vorhandenssin von Magnesium
anstelle von Mangan durchgefiihrt wurde. In diesem Fall variiert die Intensitéit und damit die Spitzenh6he nahegelegener Biander
bis um das Zehnfache. .

Eswird aufdie Abb.5 Bezug genommen. Mitallen vier Dideoxynukleotiden bei gleicher Konzentration (0,75 uM Endkonzentration
fir jedes ddNTP, wie im Beispiel 2) sind in einer Sequenzierungsreakticn bei Vorhandensein von Mangan die nahegelegenen
Bénder und die entsprechenden Spitzen annihernd einheitlich, sie unterscheiden sich um nicht mehr als etwa das 1,5fache und
nehmen wiederum bei DNA-Produkten mit hsherem Molekulargewicht in der absoluten Intensifiit ab. Dagegen variiert bei
Vorhandensein von Magensium und allen vier Dideoxynukleotiden mit gleicher Konzentration die Intensitit nahegelagener .
Béinder stark, wie aus der Abb. 6 deutlich wird.

Durch Variieren der Konzentration jedes ddNTP in einer Sequenzierung=reaktion kann die vollsténdige Nukleotidfolge eines
Stranges der DNA bestimmt werden. Ein Beispiel fiir ein solches Verfahren wird in der Abb,7 gezeigt, in welcher sich die
Konzentration jedes ddNTP in 30-%-Intervallen unterscheidet: ddGTP (4,5uM, 2,2X), ddATP (3,0uM, 1,7X), ddTTP (2uM, 1,3X)
undddCTP (1,4uM, 1,0X). Die aus diesem Graphen bestimmte DNA-Folge wird unter der zweiten Linie in der Abbildung gezeigt.
Eswurden nur 6 Fehler (gekennzeichnet durch ein ,v'}im Vergleich zur tatséichlichen DNA-Folge festgestellt, Diese Fehler kdnnen
ausgeschlossen werden, wenn man mit gréBeren Verhéltnissen fiir jedes ddNTP (z.B. 1X ddCTP, 2X ddTTP, 4X ddATP und

8X ddGTF) arbeitet. Ebenso werden die Ergebnisse genauer, wenn man die Spitzenfldche, nicht die Spitzenhthe mift,
Computerprogramme zur Messung dieser Spitzenfliichen kénnen leicht fiir vorhandene DNA-Sequenzierungsmaschinen
geschrieben werden. .

Es wird auf die Abb.8 Bezug genommen. Die optimale Konzentration fiir Mangan in einer Sequenzierungsreaktion beim Fehlen
eines Chelators, wie Zitrat oder Isozitrat, betréigt 1mM, verglichen mit 20mM fiir Magnesium. Wenn bei der Reaktion 40mM
Isozitrat vorhanden sind, wird die Polymeraseaktivitét bei Vorhandensein von Mangan um das Vierfache stimuliert, so betrégt
die optimale Mangankonzentration 5 bis 20mM.

Es wird auf die Abb.9 Bezug genommen. Bei einer Mangankonzentration von 10mM betriigt die optimale Isozitratkonzentration
40mM, was eine vierfache Stimulierung der Polymeraseuktivitét ergibt. Bei einer Magnesiumkonzentration von 10mM hat jede
Isozitratmenge eine hemmende Wirkung auf die Polymerase. Diese Ergebnisse wurden bei der Durchfithrung von
Polymerasereaktionen, wie das unten beschrieben wird, bei Vorhandensein von verschiedenen Chelator- und
lonenkonzentrationen ermittelt. Insbesondere enthielten die Reaktionsgemische (200 pl) 40mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 5mM
Dithiothreitol, 0,5 mM denaturierte Kalbsthymus-DNA, 0,3mM dGTP, dATP, dCTP und [PHIdTTP (20cprn/pm), 50 ug/mi BSA und
die angegebenen Konzentrationen von MgCl,, MnCl; oder Natriumisozitrat. Die Reaktionen wurden eingeleitet durch den Zusatz
von 0,1 Einheit genetisch modifizierter T7-DNA-Polymerase (ALys 11 8-Arg 145). Die Inkubation bei 37°C dauerte 30 min. Die
Reaktionen wurden durch den Zusatz von 3ml 1N HCl und 0,1 M Natriumpyrophosphat gestoppt, und es wurde die
sdureunldsliche Radioaktivitét bestimmt. Eine Einheit der DNA-Polymerase katalysiert die Einbeziehung von 10mMol des
Gesamtnukleotids in eine séureunlésliche Form innerhalb von 30min unter den Bedingungen der Untersuchung (Tabor u.a., J.
Biol. Chem. 262, 16212 {1987]).

Pyrophosphatase

Wenn fiir die DNA-Sequenzierung chemisch modifizierte T7-DNA-Polymerase verwendet wird, verschwinden bei langerer
Inkubation bestimmte Fragmente {Tabor und Richardson, Proc. Nat. Acad. Sci, USA 84: 4757, 1987). Die Stellen, an denen das
geschieht, werden als , Lécher” bezeichnet, da dieser Vorgang einsn Leerraum oder eine Liicke im Sequenzierungs-Gel erzeugt.
Diese Lacher tretan hiufiger auf, wenn anstelle von dGTP dITP verwendet wird.

Der Abbau von speziellen Fragmenten ist ein offensichtliches Problem beim Lesen von DNA-Sequenzierungs-Gels. Das Fehlen
eines Fragmentes geht entweder vollkommen verloren, wenn die Folge gelesen wird, was zu einer Deletion in der bestimmten
.Folge fiihrt, oder aber es wird ein Loch beobachtet, das nur als eine unbekannte Base in dieser Position interpretiert werden kann.
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Gegenwiirtig besteht die Ldsung fir dieses Problem darin, die Reaktionszeiten kurz 2u halten. Das Ist aus zwel Griinden
unbefriedigend. Erstens wird dadurch der Durchlauf der Reaktionen technisch erschwert, da sehr schnell gearbeitet werden
muB, um die Reaktionen schnell nach dem Beginn au beenden. Wichtiger aber noch ist, daB einige B&nder sehr sensitiv
gegenlber diesem Abbau sind und schon nach sehr kuzen Reaktionszeiten verschwinden,

Es wurde eine genetisch gelinderte Form von T7-DNA-Polymerase (A28, die oben beschrieben wurde) entwickelt, die keinen
nachweisbaren Pegel an Exonukleaseaktivitét hat (<107 des Pegels des Wildtypenzyms oder >10000fach weniger als die
chemisch modifizierte T7-Polymerase). Es wurde erwartet, daB, da die Lécher bel lingerer Inkubation auftreten, diese vermutlich
auf die Exonukleaseaktivitit zuriickzufihren selen und folglich nicht auftreten wiirc en, wenn mit dieser genetisch modifizierten
Form der T7-DNA-Polymerase gearbeitet wurde. Die oben fienannten radioaktiven Fragmente verschwinden jedoch immer noch
mit derselban Rate, auch wenn mit einer chemisch oder genetisch modifizierten T7-DNA-Polymerase durchgearbeitet wird.

Es wurde festgestelit, daf dieser Verlust bestimmter Binder auf die Pyrophosphorolyseaktivitiit der Polymerase zurlickzufiihren
ist, Diese Aktivitat ist nicht auf die Exor.ukleaseaktivitét von DNA-Polymerase, sondern vielmehr auf die Umkehrung von
Polymeraseaktivitéit zuriickzufiihren: bei Vorhandensein von Pyrophosphat (PPi) filgt die Polvmerase PPi dem
Terminalnukleotiden hinzu, der sich am 3-Ende der Kette befindet, wodurchin diecem Fall eii, Videoxynukleosid-6'-triphosphat
freigesetzt wird. Sshe dazu allgemein Deutscher u.a.. J. Biol. Chem. 244: 3018, 1969; und Kornberg, DNA Replication {DNA-
Replikation), S.125-126, versffentlicht von Fresmann & Co., SF. Diese Reaktion bewirkt die Entfernung des Blocks am 3'-Fnde,
wodurch die Synthese léings der Matrize weitergehen kann. PPi sammelt sich normalerweise in einem DNA-
Synthesereaktionsgemisch an, da es ein Produkt der Polymaerisationsreaktion ist. Die Pyrophosphorolysestelle ist von der
DNA-Folge abh#ngig, und folglich werden die oben beschrisbenen Ldche nur an bestimmten Stellen produziert.

Um diases Problem zu iberwindei, muB die Pyrophosphorolysereaktion unterbunden werden, Eine Maglichkeit zur
Unterbindung der der Pyrophosphorolyse besteht darin, das Pyrophosphat bel der Erzeugung in der Polymerasereaktion durch
den Zusatz von Enzympyrophosphatase aufzubrechen. Andere Ldsungen beinhalten die gnderung des Pyrophosphates durch
andere enzymatische Reaktionen oder die Verhinderung der Pyrophosphorolysereaktion durch den Zusatz eines Analogs,
waelches diese Aktivitiit der DNA-Polymerase unterbindet. Es wurde festgestellt, daB der Zusa'z selbst von Spurenmengen dieses
Enzyms (eln Tausendstel des Molverhiltnisses der DNA-Polymerasemolekiile) zu den Sequenzierungsreaktionsgemischen die
bestimmte Klasse von Fragmenten, die oben genannt wurden, vollkommen stabilisiert und damit die Produktion von Léchern
aussehlieBt. Bei Vorhandensein von genetisch geéinderter Form von T7-DNA-Polymerase (A28) und Pyrophosphatase sind alle
Bander selbst bei lingarer Inkubation (bis zu 2 Stuniden) stabii.

Bei der automatischen Sequenzierung unter Nutzung der Differentialbandintensitat ist es kritisch, daf die Intensitét jedes
Bandes gdnzlich durch das Verhiitnis von ddNTP zu dNTP bestimmt wird, Die Pyrophosphorolyse fiihrt durch starke
Verringerung der Intensitét einiger Biinder 2u Zweldeutigkeiten, Daher ist bei diesem Sequenzierungsverfahren der Zusatz von
Pyrophasphatase besonders vorteilhaft.

Pyrophosphatase sollte immer dann zugesetzt werden, wenn chemisch oder genstisch modifizierte T7-DNA-Polymarase oder
andere Polymerasen fiir die Sequenzierung eingesetzt werden, zumindest in einer ausreichendon Menge, um die Hydrolyse der
gebildeten PPi mit einer Rate zu katalysieren, welche die Ansammlung von PPi bis zu einem Pegel verhindert, der zur .
Pyrophosphorolyse fiihit, Das giit besonders bei der Verwendung von dITP anstel'e von dGTP, da in diesem Fall das Auftreten
von Lchern durch Pyrophosphorolysereaktion im stérkeren Umfang erfolgt.

Beisplel 3;

Protokoll unter Verwendung von Pyrophosphatase in Sequenzierungsreaktionen

Bei diesem Beisplel wurde ein normales Sequenzisrungsprotokoll durchgefiihrt, Die einzige Modifik.tion bestand darin,
daBhefeanorganische Pyrophosphatase verwendet wurde. Die Quelle filr die Pyrophosphatase ist nicht wichtig, im vorliegenden
Beispiel aber wurde hefeanorganische Pyrophosphatase, Sigma-Katalog Nr. 1-4503, ohne weitere Reinigung oder weiter
gereinigt auf einer FPLC-Mono-C-Kolonne, und Worthington-Pyrophosphatase, hefeanorganisch, ohne weitere Reinigung
verwendet. Die Pyrophosphatase wurde der modifzierten T7-DNA-Polymerase yor dem Zusatz der Polymerase zur
Markierungsreaktion zugesetzt. Im typischen Fall wurden 2 Einheiten {0,25pg) Polynic - se je Sequenzierungsteaktionssatz und
0,001 Einheiten hefeanorganischer Pyrophosphatase {4ng) eingesetzt. Ein breiter Bersich von Pyrophosphataseaktivitat ist
erfolgreich: 0,1ng bis 1 ug Hefepyrophosphatase je Sequenzierungsreaktion wurden mit Erfolg gestestat.

Beispielswaise wurde in der Hybridisierungsreaktion folgende Lésung hergestelit;

mGP1-2-DNA (in 10mM Tris-HC!, pH-Wert 7,5,0,1mM EDTA) 7u
5X SeqBuf 2ul
Starter (New England Biolabs ~ 17mer, 0,5 pra/pl, Kat.-Nr. 1211) | Apl

10ul

Diese Lésung wurde 2min lang bei 65°C erhitzt und langsam auf Zimmertemperatur abgekiihlt,
In der Markierungsreaktion wurde folgende Lésung hergestelit:

Hybridisierungsreaktionsgemisch 10pl
Dithiothreitol 0,1M 1l
%S dATP, New Zngland Nuclear NEG-034H Tl
dNTP, 3, (jeweils 1,5uM dTTP, dCTP, 3uM dITP) 2yl
Enzymgemisch (siehe unten) 2ul

16pl
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Enzymgemisch:

Genetisch modifizierte T7-DNA-Polymerasa, Alysi18-Arp146 1 Einheit/pl
anorganische Hofepyrophosphatase in 20mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5,
10mM B-Merkaptosthanol, 50ug/ml Rinderserumalbumin 0,01 Einhsiten/pl

Diece Ldsung wurde bei Zimmertemperatur §min inkubiert,
Be! Terminierungsreaktionen wurden die folgenden vier Reaktionsgemische hergestellt:

G A T c
6S SeqBuf (sishs oben) 0,61l 0,6ul 0,6 0,6yl
4 dNTPs {jeweils 3mM dATP, dTTP, dCTP
und 8 mM diTP 0,3ul 03u 0,3l e3ul
H,0 1,94 1,9ul 1.9u 1,94l
ddGTP0,03mM 0,2l
ddATP0,2mM 0,2l
ddATR0,2mM 0,2ul
ddCTP0,2mM 0,2ml
3ul 3ul 3ul 3ul

Diese Terminationsgemische wurden bei 37°C 2min lang inkublert, und jedem Terminationsgemisch wirden 3 ul-Aligiote der
Markierungsreaktionsldsung zugesetzt. Die resultierenden Lésungen wurden bei 37°C 60 min lang inkubiert,

Jede Terminationsreaktion wurde mit 5l 90%Iiges Formamid, 20mM EDTA, 0,2% Bromophenol-Blau, Xylen-Zyz nol, pH-

Wert 8,0, gestoppt.

Die rosultierenden Proben wurden 2min lang auf 75°C erhitzt, auf ein Polyakrylamid-Gel (8% Polyakrylamid, 0,3% Bis-akrylamid)
in 7M Harnstoff, 100mM Tris-Borat, pH-Wert 8,9, gebracht und bei 2000V 2 Stunden lang elektrophoretisiert. Das Gel wurde in
50% Methanol und 10% Essigséure 30min fixiert, getracknet und zur Filmbslichtung durch Autoradiografie verwendet.

Apparat

Es wurde auf die Abb, 11 Bezug genommen. Der Apparat 100, der fiir die automatisierte DMA-Sequenzisrung gesignet ist,
besteht aus einem Reaktor 102 mit den oben beschriebenen Reagenzien 104, beispielsweise DNA-Polymerase, Mangan- odsr
Eisenionen, Chalatoren und Pyrophosphatase. Der Apparat ist auch mit einer Gel-Box 106 2ur Trennung von DNA-Produkten
nach ihrem Molekulargewicht und einem Gel-Anzelgeelement 108 zum Feststellen der DNA-Produkte wiéhrand ihres
Durchganges durch das Gel 107 ausgestattet. AuBerdem Ist sin Rechenelement 110vorhanden, um die Intensitat der Béndervon
DNA-Produkten und die Position der Bénder zueinander zu berschnen. Wenn die DNA-Produkte in einer Bahn durchgefihrt -
"verden, kann das Rechenelement 110 die DNA-Folge aus den Bandintensitit und -position berechnen, Fiir diese Funktion
werden Standardrechnerprogramme verwendet,
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