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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft thermostabile DNA-Polymerasen, die eine erhdhte Wirksamkeit fur
den Einbau von Ribonucleosidtriphosphaten aufweisen. Die Erfindung stellt Verfahren und Mittel zur Isolierung
solcher Polymerasen bereit. Die erfindungsgemafien Enzyme sind fur viele Anwendungen und insbesondere
fur Anwendungen der Nucleinsduresequenzierung nitzlich. Folglich stellt die Erfindung auch verbesserte Ver-
fahren fiir die Nucleinsaure-Sequenzanalyse bereit.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die DNA-Sequenzierung erfordert im Allgemeinen die Erzeugung von vier Populationen aus einzel-
strangigen DNA-Fragmenten mit einem definierten Terminus und einem variablen Terminus. Der variable Ter-
minus endet im Allgemeinen an spezifischen Nucleotidbasen (entweder Guanin (G), Adenin (A), Thymidin (T)
oder Cytosin (C)). Die vier unterschiedlichen Satze von Fragmenten werden jeweils auf der Basis ihrer Lange
getrennt. Bei einem solchen Verfahren wird ein hochauflésendes Polyacrylamidgel verwendet. Jede Bande auf
einem solchen Gel entspricht einem spezifischen Nucleotid in der DNA-Sequenz, wodurch die Positionen in
der Sequenz identifiziert werden.

[0003] Ein haufig angewendetes DNA-Sequenzierungsverfahren ist das Didesoxy- oder Kettenterminati-
ons-Sequenzierungsverfahren, das die enzymatische Synthese eines DNA-Stranges beinhaltet (Sanger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74 (1977), 5463). Im Allgemeinen werden vier verschiedene Synthesen durchge-
fuhrt, wobei bewirkt wird, dal} jede Reaktion durch den Einbau eines geeigneten Kettenterminationsnucleotids
wie eines Didesoxynucleotids an einer spezifischen Base (G, A, T oder C) abbricht. Die Reaktionsprodukte
sind einfach zu interpretieren, da jede Bahn nur entweder G, A, T oder C entspricht.

[0004] Bei dem Didesoxy-Kettenterminationsverfahren wird ein kurzer einzelstrangiger Primer an eine einzel-
strangige Matrize angelagert. Der Primer wird an seinem 3'-Ende durch den Einbau von Desoxynucleotiden
(dNTPs) verlangert, bis ein Didesoxynucleotid (ddNTP) eingebaut wird. Wenn ein ddNTP eingebaut wird, endet
die Verlangerung an dieser Base. Um die Genauigkeit der DNA-Replikation sicherzustellen, weisen DNA-Po-
lymerasen jedoch eine sehr starke Vorliebe fiir den Einbau ihrer normalen Substrate, d. h. dNTPs, und wider
dem Einbau von Nucleotidanaloga, bezeichnet als unkonventionelle Nucleotide, auf. Im Falle der DNA-Syn-
these werden Ribonucleotide (rNTPs) als unkonventionelle Nucleotide angesehen, da rNTPs ahnlich wie
ddNTPs nicht das normale in vivo-Substrat einer DNA-Polymerase sind. In der Zelle verringert diese Eigen-
schaft den Einbau von abnormalen Basen wie Desoxyinosintriphosphat (dITP) oder rNTPs in einen wachsen-
den DNA-Strang.

[0005] Zwei haufig angewendete automatisierte Sequenzierungsmethodiken sind die Farbstoff-Primer- und
Farbstoff-Terminator-Sequenzierung. Diese Verfahren sind zur Verwendung mit fluoreszenzmarkierten Einhei-
ten geeignet. Obwohl die Sequenzierung auch unter Verwendung von radioaktiv markierten Einheiten durch-
gefuhrt werden kann, wird die auf Fluoreszenz basierende Sequenzierung immer mehr bevorzugt. Kurz zu-
sammengefalt wird bei der Farbstoff-Primer-Sequenzierung ein fluoreszenzmarkierter Primer in Kombination
mit unmarkierten ddNTPs verwendet. Das Verfahren macht vier Synthesereaktionen und bis zu vier Bahnen
auf einem Gel fur jede Matrize, die sequenziert werden soll, erforderlich (eine entsprechend jedem der basen-
spezifischen Terminationsprodukte). Nach der Primerverlangerung werden die Sequenzierungsreaktionsgemi-
sche, enthaltend Terminationsprodukte mit einem eingebauten Didesoxynucleotid, routinemafig mittels Elek-
trophorese auf einem DNA-Sequenzierungsgel analysiert. Nach der Trennung mittels Elektrophorese werden
die fluoreszenzmarkierten Produkte mit einem Laser auf der Unterseite des Gels angeregt, und die Fluores-
zenz wird mit einem geeigneten Monitor nachgewiesen. Bei automatisierten Systemen tastet ein Detektor die
Unterseite des Gels wahrend der Elektrophorese ab, um nachzuweisen, welche Markierungseinheit verwendet
worden ist, wenn die Reaktionsgemische durch die Gelmatrix hindurch laufen (Smith et al., Nature 321 (1986),
674-679). Bei einer Modifikation dieses Verfahrens werden vier Primer jeweils mit einem anderen Fluores-
zenzmarker markiert. Nachdem die vier getrennten Sequenzierungsreaktionen beendet sind, werden die Re-
aktionsgemische kombiniert, und die kombinierten Reaktionsgemische werden einer Gelanalyse in einer ein-
zigen Bahn unterzogen, wodurch die unterschiedlichen Fluoreszenzmarker (einer entsprechend jedem der vier
verschiedenen basenspezifischen Terminationsprodukte) einzeln nachgewiesen werden.

[0006] Alternativ werden Farbstoff-Terminator-Sequenzierungsverfahren angewendet. Bei diesem Verfahren
wird eine DNA-Polymerase verwendet, um dNTPs und fluoreszenzmarkierte ddNTPs an dem wachsenden

2/34



DE 697 30 926 T2 2006.02.23

Ende eines DNA-Primers einzubauen (Lee et al., Nucleic Acids Research 20 (1992), 2471). Dieses Verfahren
bietet den Vorteil, dal keine farbstoffmarkierten Primer synthetisiert werden missen. AuRerdem sind Farb-
stoff-Terminator-Reaktionen insofern gunstiger, als alle vier Reaktionen in dem gleichen Réhrchen durchge-
fuhrt werden kénnen. Modifizierte thermostabile DNA-Polymerasen mit einer reduzierten Diskrimination gegen
ddNTPs sind beschrieben worden (vgl. Europaische Patentanmeldung mit der Verdéffentlichungsnummer
EP-A-655,506). Eine beispielhafte modifizierte thermostabile DNA-Polymerase ist die mutierte Form der
DNA-Polymerase aus T. aquaticus mit einem Tyrosinrest an Position 667 (anstelle eines Phenylalaninrestes),
d. h. eine sogenannte F667Y-mutierte Form der Tag-DNA-Polymerase. AmpliTag® FS, hergestellt durch Hoff-
mann-La Roche und vertrieben durch Perkin Elmer, reduziert die Menge an dem ddNTP, die fir eine wirksame
Nucleinsauresequenzierung eines Zielmolekiils erforderlich ist, um das Hundert- bis Tausendfache. AmpliTag®
FS ist eine mutierte Form der DNA-Polymerase aus T. aquaticus, welche die F667Y-Mutation und zusatzlich
einen Asparaginsaurerest an Position 46 (anstelle eines Glycinrestes; G46D-Mutation) aufweist.

[0007] Es besteht ein Bedarf an thermostabilen DNA-Polymerasen, die alternative Nucleinsaure-Synthese-
verfahren flr eine genaue und kosteneffektive Nucleinsdure-DNA-Sequenzanalyse ermdglichen. Auf Fluores-
zenz basierende Verfahren, die nicht die Verwendung von Didesoxynucleotiden erforderlich machen, waren
wulnschenswert. Die vorliegende Erfindung zielt auf diese Bedurfnisse ab.

Zusammenfassung der Erfindung

[0008] Die vorliegende Erfindung stellt matrizenabhangige thermostabile DNA-Polymeraseenzyme bereit, die
das Aminosauresequenzmotiv SerGlInlleXaalLeuArgXaa (SEQ ID NR: 1) umfassen, wobei "Xaa" an Position 4
dieser Sequenz ein beliebiger Aminosaurerest, aber kein Glutaminsaurerest (Glu) ist, und wobei "Xaa" an Po-
sition 7 dieser Sequenz ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest (lle) ist. Dargestellt im Ein-Buchstaben-Code
fur Aminosauren kann dieses Sequenzmotiv widergegeben werden als S Q | X L R V/I, wobei "X" an Position
4 dieser Sequenz ein beliebiger Aminosaurerest, aber kein Glutaminsaurerest ist. Thermostabile DNA-Poly-
meraseenzyme mit einer Aminosauresequenz, umfassend dieses Sequenzmotiv, wobei "X" an Position 4 die-
ses Sequenzmotivs kein Glutaminsaurerest ist, weisen eine reduzierte Diskrimination gegen den Einbau von
Ribonucleotiden im Vergleich zu bereits bekannten thermostabilen Polymerasen auf. In einem wachsenden
DNA-Strang sind Ribonucleotide unkonventionelle Nucleotide. Folglich, gemaf einem ersten Aspekt, bauen
die neuen erfindungsgemafien Enzyme unkonventionelle Basenanaloga wie Ribonucleotide in einen wach-
senden DNA-Strang mit einer um mehrere GréRenordnungen héheren Wirksamkeit als bereits identifizierte
thermostabile DNA-Syntheseenzyme ein. Gene, die diese Enzyme codieren, werden auch durch die vorliegen-
de Erfindung bereitgestellt, sowie rekombinante Expressionsvektoren und solche Vektoren umfassende Wirts-
zellen. Mit solchen transformierten Wirtszellen kénnen grol’e Mengen an gereinigten thermostabilen Polyme-
raseenzymen bereitgestellt werden.

[0009] Durch die vorliegende Erfindung wird eine Region oder ein Sequenzmotiv innerhalb der Aminosaure-
sequenz von thermostabilen DNA-Polymerasen identifiziert, die/das die Wirksamkeit der Fahigkeit der Poly-
merase zum Einbau von Ribonucleotiden erhéht, wahrend die Fahigkeit zum genauen Einbau von Desoxyri-
bonucleotiden beibehalten wird. Verdnderungen in dieser Region, z. B. ein oder mehrere Aminosaureaustau-
sche (z. B. eingeflihrt durch ortsspezifische Mutagenese), stellen ein thermostabiles Polymeraseenzym bereit,
das in der Lage ist, einen RNA- oder RNA-/DNA-Chiméren- oder Hybrid-Strang an einer DNA-Matrize zu syn-
thetisieren.

[0010] Gemal einem anderen Aspekt stellt die Erfindung verbesserte Verfahren und Zusammensetzungen
zur Bestimmung der Sequenz einer Zielnucleinsaure bereit, wodurch die Notwendigkeit fir Kettenterminati-
ons-ddNTPs beseitigt wird. Durch die hierin bereitgestellten verbesserten Verfahren werden Ribonucleotide
(rNTPs) in Primerverlangerungsprodukte eingebaut. Da die erfindungsgemafien Enzyme fehlerlos und effizient
entweder INTPs oder dNTPs einbauen, kbnnen Sequenzierungsreaktionen Gemische aus beiden Nucleotiden
verwenden. Nach der Primerverlangerung kénnen die neu synthetisierten Oligonucleotidprodukte an den ein-
gebauten rNTPs durch auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren, z. B. durch Hydrolyse, gespalten werden, wo-
durch eine Population von Fragmenten bereitgestellt wird, die zur Fraktionierung und Sequenzanalyse durch
herkdmmliche Mittel wie eine Gelelektrophorese geeignet ist. Diese Verfahren verwenden die hierin bereitge-
stellten neuen thermostabilen Polymeraseenzyme. Folglich stellt die Erfindung gemaf diesem Aspekt thermo-
stabile DNA-Polymeraseenzyme bereit, die dadurch gekennzeichnet sind, dal} die Polymerase das entschei-
dende Motiv SerGlnlleXaalLeuArgXaa (SEQ ID NR: 1) umfalRt, wobei "Xaa" an Position 4 ein beliebiger Ami-
nosaurerest sein kann, aber kein Glutaminsaurerest (Glu) ist, und wobei "Xaa" an Position 7 ein Valinrest (Val)
oder ein Isoleucinrest (lle) ist.
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[0011] Gemal einem anderen Aspekt der Erfindung stellen die hierin beschriebenen modifizierten Polymera-
sen ein Mittel zum Einbau von Ribonucleotiden oder Analoga bereit, die eine Hydroxylgruppe oder eine andere
Substitution an der 2'-Position enthalten, die im Vergleich dazu nicht in konventionellen Desoxyribonucleotiden
vorkommt. Diese Nucleotide kénnen unterschiedlich markiert sein, wodurch Alternativen zur herkémmlichen
Verwendung von Didesoxyribonucleotiden fir Anwendungen der DNA-Sequenzierung bereitgestellt werden.

[0012] Die mutierten thermostabilen Polymeraseenzyme der Erfindung sind durch die Fahigkeit gekennzeich-
net, daf’ sie unkonventionelle Nucleotide, besonders Ribonucleotide, wirksamer einbauen als die entsprechen-
den Wildtyp-Enzyme. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung kann das einzubauende unkonven-
tionelle Nucleotid ein Kettenterminations-Basenanalogon wie 2'-Hydroxy-3'-desoxy-ATP (Cordycepintriphos-
phat), ein "Riboterminator"-Analogon von ATP, oder ein Nicht-Kettenterminationsnucleotid wie ein rNTP sein.

[0013] Gemal einem anderen Aspekt der Erfindung werden mutierte thermostabile Polymeraseenzyme be-
reitgestellt, die durch die Fahigkeit gekennzeichnet sind, dal® sie unkonventionelle Nucleotide, besonders Ri-
bonucleotide, wirksamer einbauen als die entsprechenden Wildtyp-Enzyme. Folglich stellt die Erfindung ge-
mal diesem Aspekt rekombinante thermostabile DNA-Polymeraseenzyme bereit, die jeweils dadurch gekenn-
zeichnet sind, daf3 (a) die Polymerase in ihrer nativen Form die Aminosauresequenz SerGlinlleGluLeuArgXaa
(SEQ ID NR: 2) umfal3t, wobei "Xaa" an Position 7 dieser Sequenz ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest
(lle) ist; (b) die Aminosauresequenz in dem rekombinanten Enzym mutiert ist, vorzugsweise an Position 4 die-
ser Sequenz, so dal® der Glutaminsaurerest an Position 4 ein anderer Aminosdurerest ist, vorzugsweise ein
Glycinrest; und (c) das rekombinante Enzym eine reduzierte Diskrimination gegen den Einbau von Ribonucle-
otiden und Ribonucleotidanaloga im Vergleich zu der nativen Form des Enzyms aufweist.

[0014] Gemal einem anderen Aspekt der Erfindung stellen die erfindungsgemafen Polymerasen ein geeig-
netes Mittel zur Fragmentierung von Amplifikationsprodukten und Primerverlangerungsprodukten bereit, wobei
solche fragmentierten Produkte bei auf Hybridisierung basierenden Methodiken und einer Vielzahl von Strate-
gien zum Sequenznachweis nutzlich sein kénnen.

[0015] Die erfindungsgemalfien Enzyme und die sie codierenden Gene kdénnen verwendet werden, um Zu-
sammensetzungen zur Verwendung in DNA-Sequenzierungsreaktionen bereitzustellen, die ein Gemisch aus
konventionellen Nucleotiden und mindestens einem Ribonucleotid oder Ribonucleotidanalogon umfassen. In
einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist das unkonventionelle Nucleotid ein Ribonucleotid und ist
die Ribonucleotidkonzentration geringer als die Konzentration des entsprechenden Desoxyribonucleotids, d.
h. das rNTP : dNTP-Verhaltnis betragt 1 : 1 oder weniger. Die erfindungsgemafien Enzyme sind auch zur Kom-
merzialisierung in Kitanordnungen geeignet, wobei die Kits auch beliebige der folgenden zusatzlichen Elemen-
te enthalten kénnen, die fir eine Nucleinsaure-Sequenzierungsreaktion notwendig sind, wie z. B. dNTPs, rNT-
Ps, Puffer und/oder Primer.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0016] Die vorliegende Erfindung stellt neue und verbesserte modifizierte thermostabile DNA-Polymeraseen-
zyme, Zusammensetzungen und Kits, wie in dem beigefiligten Satz von Patentanspriichen definiert, bereit. Die
erfindungsgemafen Enzyme bauen unkonventionelle Nucleosidtriphosphate wirksamer ein als die bereits be-
kannten Polymerasen oder die entsprechenden Wildtyp-Polymeraseenzyme, aus welchen diese neuen Poly-
merasen abgeleitet sind. DNA-Sequenzen, die diese modifizierten Enzyme codieren, Vektoren zur Expression
der modifizierten Enzyme und mit solchen Vektoren transformierten Zellen werden ebenfalls bereitgestellt. Die
erfindungsgemafien Enzyme ermdglichen die Anwendung von neuen DNA-Sequenzierungsverfahren, die ge-
genuber den gemal dem Stand der Technik bekannten DNA-Sequenzierungsverfahren vorteilhaft sind.

[0017] Um die Erfindung verstandlicher zu machen, wird nachstehend eine Reihe von Begriffen definiert.

[0018] Der Begriff "konventionell" bei der Bezugnahme auf Nucleinsdurebasen, Nucleosidtriphosphate oder
Nucleotide verweist auf solche, die natirlicherweise in dem beschriebenen Polynucleotid vorkommen (d. h. fur
DNA sind diese dATP, dGTP, dCTP und dTTP). Zusatzlich werden c7dGTP und dITP haufig anstelle von dGTP
(obwohl mit einer geringeren Wirksamkeit eingebaut) in in vitro-DNA-Synthesereaktionen wie der Sequenzie-
rung verwendet. Zusammengenommen kénnen diese als Desoxyribonucleosidtriphosphate (ANTPs) bezeich-
net werden.

[0019] Der Begriff "Expressionssystem" verweist auf DNA-Sequenzen, enthaltend eine gewlinschte codieren-
de Sequenz und Kontrollsequenzen in funktioneller Verbindung, so daf} die mit diesen Sequenzen transfor-
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mierten Wirte in der Lage sind, die codierten Proteine herzustellen. Zum Bewirken der Transformation kann
das Expressionssystem in einem Vektor eingeschlossen sein; jedoch kann die relevante DNA auch in das
Wirtschromosom integriert werden.

[0020] Der Begriff "Gen" verweist auf eine DNA-Sequenz, die Kontroll- und codierende Sequenzen umfafdt,
welche zur Herstellung eines gewinnbaren bioaktiven Polypeptids oder eines Vorlaufers notwendig sind. Das
Polypeptid kann durch eine Gensequenz vollstandiger Lange oder durch einen beliebigen Teil der codierenden
Sequenz codiert werden, so lange die enzymatische Aktivitat beibehalten wird.

[0021] Der Begriff "Wirtszelle(n)" verweist auf sowohl einzellige Prokaryonten- als auch Eukaryonten-Orga-
nismen wie Bakterien, Hefe und Actinomyceten sowie einzelne Zellen aus héheren Pflanzen oder Tieren, wenn
in einer Zellkultur geziichtet.

[0022] So wie hierin verwendet, verweist der Begriff "DNA-Sequenzierungsreaktionsgemisch" auf ein Reak-
tionsgemisch, das Elemente umfal¥t, die fir eine DNA-Sequenzierungsreaktion notwendig sind. Folglich ist ein
DNA-Sequenzierungsreaktionsgemisch zur Verwendung in einem DNA-Sequenzierungsverfahren zur Bestim-
mung der Nucleinsduresequenz eines Zielmolekiils geeignet, obwohl das Reaktionsgemisch anfangs unvoll-
standig sein kann, so daB die Initiation der Sequenzierungsreaktion durch den Anwender kontrolliert wird. Auf
diese Weise kann die Reaktion initiiert werden, sobald ein letztes Element wie das Enzym zugegeben wird, um
ein vollstdndiges DNA-Sequenzierungsreaktionsgemisch bereitzustellen. Typischerweise enthdlt eine
DNA-Sequenzierungsreaktion einen Puffer, der fiir eine Polymerisierungsaktivitat geeignet ist, Nucleosidtri-
phosphate und mindestens ein unkonventionelles Nucleotid. Das Reaktionsgemisch kann auch einen Primer,
der zur Verlangerung an einem Zielmolekil durch ein Polymeraseenzym geeignet ist, eine Polymerase und
eine Zielnucleinsaure enthalten. Im Allgemeinen ist entweder der Primer oder eines der Nucleotide mit einer
nachweisbaren Einheit wie einem Fluoreszenzmarker markiert. Allgemein ist der Reaktionsansatz ein Ge-
misch, das vier konventionelle Nucleotide und mindestens ein unkonventionelles Nucleotid umfalt. In einer be-
vorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Polymerase eine thermostabile DNA-Polymerase und ist das
unkonventionelle Nucleotid ein Ribonucleotid.

[0023] Der Begriff "Oligonucleotid”, so wie hierin verwendet, ist definiert als ein Molekil, das aus zwei oder
mehreren Desoxyribonucleotiden oder Ribonucleotiden, vorzugsweise mehr als drei und tblicherweise mehr
als zehn, besteht. Die genaue Gréle eines Oligonucleotids hangt von vielen Faktoren einschlief3lich der end-
gulltigen Funktion oder der Verwendung des Oligonucleotids ab.

[0024] Oligonucleotide kénnen durch irgendein geeignetes Verfahren hergestellt werden, einschlief3lich zum
Beispiel der Clonierung und Restriktion geeigneter Sequenzen und der direkten chemischen Synthese durch
ein Verfahren wie das Phosphotriesterverfahren von Narang et al., Meth. Enzymol. 68 (1979), 90-99; das
Phosphodiesterverfahren von Brown et al., Meth. Enzymol. 68 (1979), 109-151; das Diethylphosphoramidit-
verfahren von Beaucage et al., Tetrahedron Lett. 22 (1981), 1859-1862; das Triesterverfahren von Matteucci
etal., J. Am. Chem. Soc. 103 (1981), 3185-3191; automatisierte Syntheseverfahren; oder das Festphasenver-
fahren von US-Patent Nr. 4,458,066.

[0025] Der Begriff "Primer", so wie hierin verwendet, verweist auf ein Oligonucleotid, ob natirlich oder syn-
thetisch, das in der Lage ist, als eine Initiationsstelle der Synthese wirksam zu sein, wenn es unter Bedingun-
gen gebracht wird, bei denen eine Primerverlangerung initiiert wird. Ein Primer ist vorzugsweise ein einzel-
strangiges Oligodesoxyribonucleotid. Die geeignete Lange eines Primers hangt von der beabsichtigten Ver-
wendung des Primers ab, aber liegt typischerweise im Bereich von 15 bis 35 Nucleotiden. Kurze Primermole-
kile machen im Allgemeinen kihlere Temperaturen erforderlich, um ausreichend stabile Hybridkomplexe mit
der Matrize zu bilden. Ein Primer muf} nicht die genaue Sequenz der Matrize widergeben, aber muf} ausrei-
chend komplementar sein, um mit einer Matrize zu hybridisieren, damit die Primerverlangerung erfolgt.

[0026] Ein Primer kann, falls gewlinscht, durch den Einbau eines Markers, der durch spektroskopische, pho-
tochemische, biochemische, immunchemische oder chemische Mittel nachweisbar ist, markiert sein. Zum Bei-
spiel schlieRen niitzliche Marker *P, Fluoreszenzfarbstoffe, elektronendichte Reagenzien, Enzyme (wie sie ge-
wohnlich in ELISAs verwendet werden), Biotin oder Haptene und Proteine, flr welche Antiseren oder mono-
clonale Antikérper erhaltlich sind, ein.

[0027] Der Begriff "thermostabile Polymerase" verweist auf ein Enzym, das gegen Hitze stabil ist, hitzeresis-

tent ist und eine ausreichende Aktivitat beibehalt, um aufeinanderfolgende Primerverlangerungsreaktionen
hervorzurufen, wenn es den erhdhten Temperaturen flir den Zeitraum ausgesetzt wird, der notwendig ist, um
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die Denaturierung von doppelstrangigen Nucleinsauren zu bewirken. So wie hierin verwendet, ist eine thermo-
stabile Polymerase zur Verwendung in einer Temperaturwechselreaktion wie der Polymerasekettenreaktion
(PCR) geeignet. Fir eine thermostabile Polymerase verweist die enzymatische Aktivitat auf die Katalyse der
Kombination der Nucleotide in der geeigneten Weise, um Primerverlangerungsprodukte zu bilden, die zu ei-
nem Matrizen-Nucleinsdurestrang komplementar sind.

[0028] Die zur Nucleinsaure-Denaturierung notwendigen Erwarmungsbedingungen hangen z. B. von der Puf-
fersalzkonzentration und der Zusammensetzung und Lange der denaturierten Nucleinsauren ab, aber liegen
typischerweise im Bereich von etwa 90°C bis etwa 105°C, vorzugsweise 90°C bis 100°C, fur einen Zeitraum,
vorwiegend abhangig von der Temperatur und der Lange der Nucleinsaure, von typischerweise wenigen Se-
kunden bis zu vier Minuten.

[0029] Der Begriff "unkonventionell" oder "modifiziert" bei der Bezugnahme auf eine Nucleinsdurebase, ein
Nucleosidtriphosphat oder ein Nucleotid schliel3t Modifikationen, Derivate oder Analoga von konventionellen
Basen oder Nucleotiden, die naturlicherweise in der DNA vorkommen, ein. Genauer, so wie hierin verwendet,
sind unkonventionelle Nucleotide an der 2'-Position des Ribosezuckers im Vergleich zu konventionellen dNTPs
modifiziert. Folglich, obwohl fir RNA die in der Natur vorkommenden Nucleotide Ribonucleotide sind (d. h.
ATP, GTP, CTP und UTP, zusammengenommen rNTPs), sind Ribonucleotide unkonventionelle Nucleotide, da
diese Nucleotide eine Hydroxylgruppe an der 2'-Position des Zuckers aufweisen, die im Vergleich dazu in dNT-
Ps, so wie hierin verwendet, nicht vorkommt. Ribonucleotidanaloga, die Substitutionen an der 2'-Position ent-
halten, wie 2'-Fluor- oder 2'-Amino-substituierte Analoga, sind im Schutzumfang der Erfindung eingeschlos-
sen. Zusatzlich kénnen Ribonucleotidanaloga an der 3'-Position modifiziert sein, zum Beispiel durch Austausch
der normalen Hydroxylgruppe durch ein Wasserstoffatom (3'-Desoxy), wodurch ein Ribonucleotidanalo-
gon-Terminator bereitgestellt wird. Solche Nucleotide sind auch im Schutzumfang des Begriffes "unkonventio-
nelle Nucleotide" eingeschlossen.

[0030] Da DNA herkémmlicherweise aus dNTPs besteht, ware der Einbau eines rNTP unkonventionell und
somit ware ein rNTP eine unkonventionelle Base. Folglich enthalten in einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung fir DNA-Primerverlangerungsverfahren einschliellich DNA-Sequenzierungsverfahren die Nuclein-
saureprodukte sowohl konventionelle als auch unkonventionelle Nucleotide und umfassen vorwiegend kon-
ventionelle Nucleotide, die dNTPs sind.

[0031] Unkonventionelle Basen kénnen fluoreszenzmarkiert, zum Beispiel mit Fluorescein oder Rhodamin;
nicht-fluoreszenzmarkiert, zum Beispiel mit Biotin; isotopmarkiert, zum Beispiel mit *P, 3P oder **S; oder un-
markiert sein.

[0032] Um die Erfindung noch verstandlicher zu machen, wird in der Beschreibung auf spezifische thermo-
stabile DNA-Polymeraseenzyme verwiesen, um die Erfindung zu veranschaulichen; jedoch sollen diese Refe-
renzen den Schutzumfang der Erfindung nicht begrenzen. In einer bevorzugten Ausfiuhrungsform werden die
erfindungsgemafien thermostabilen Enzyme in einer Vielzahl von Nucleinsdure-Sequenzierungsverfahren ver-
wendet, obwohl die hierin beschriebenen neuen thermostabilen Polymerasen fiir beliebige Zwecke, wobei eine
solche Enzymaktivitat notwendig oder erwlinscht ist, verwendet werden kénnen. Das Enzym kann auch in Am-
plifikationsreaktionen wie der PCR verwendet werden.

[0033] Die erfindungsgemalfien thermostabilen Polymerasen sind dadurch gekennzeichnet, daf sie jeweils
das entscheidende Motiv SerGlInlleXaalLeuArgXaa (SEQ ID NR: 1) enthalten, wobei "Xaa" an Position 4 dieser
Sequenz ein beliebiger Aminosaurerest, aber kein Glutaminsaurerest (Glu) ist, und wobei "Xaa" an Position 7
dieser Sequenz ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest (lle) ist. Gene, die thermostabile Polymerasen codie-
ren, welche einen Glutaminsaurerest an der Position 4 dieses Motivs aufweisen, kbnnen modifiziert werden,
wie hierin beschrieben, um geeignet modifizierte Polymeraseenzyme bereitzustellen. Diese modifizierten ther-
mostabilen Polymeraseenzyme sind dadurch gekennzeichnet, dal} sie im Vergleich zu den entsprechenden
nativen oder Wildtyp-Enzymen eine Modifikation in dem Aminosauresequenzmotiv SerGinlleGluLeuArgXaa
(SEQ ID NR: 2) aufweisen, wobei "Xaa" an Position 7 dieser Sequenz ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest
(lle) ist, d. h. das Motiv ist durch einen Austausch des Glutaminsaurerestes an der Position 4 durch einen an-
deren Aminosaurerest modifiziert worden. Das entscheidende Motiv einer erfindungsgemaf bereitgestellten
thermostabilen DNA-Polymerase ist nachstehend unter Verwendung des herkdmmlichen Drei-Buchsta-
ben-Aminosaurecodes (Lehninger, Biochemistry, New York, New York, Worth Publishers Inc., 1970, Seite 67)
angegeben.

SEQ ID NR: 1 SerGInlleXaalLeuArgXaa,

wobei "Xaa" an Position 4 ein beliebiger Aminosaurerest, aber kein Glutaminsaurerest (Glu) ist, und wobei
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"Xaa" an Position 7 ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest (lle) ist.

[0034] Sowohl codierende Gensequenzen als auch Proteine, enthaltend diese entscheidende Aminosaure-
sequenz, wobei "Xaa" an Position 4 kein Glutaminsaurerest (Glu) ist, stellen eine Polymerase mit einer vermin-
derten Diskrimination gegen rNTPs bereit und sind im Schutzumfang der Erfindung eingeschlossen. Innerhalb
des entscheidenden Motivs kénnen weitere Modifikationen im Hinblick auf andere Aminosaurereste in diesem
entscheidenden Motiv, vorzugsweise im Hinblick auf einen Aminosaurerest, gewahlt aus der Gruppe aus Glu-
tamin (GIn oder Q), Leucin (Leu oder L) oder Arginin (Arg oder R), durchgefiihrt werden.

[0035] Die vorliegende Erfindung ist zur Herstellung von thermostabilen DNA-Polymeraseenzymen mit vor-
teilhaften Eigenschaften durch eine besondere Modifikation der eine thermostabile DNA-Polymerase codieren-
den Gensequenz geeignet. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung sind die Gensequenz und das
codierte Enzym aus einer Spezies der Gattung Thermus abgeleitet, obwohl nicht-Thermus-Eubakterien im
Schutzumfang der Erfindung eingeschlossen sind, wie nachstehend ausfihrlich beschrieben wird. Analog kén-
nen neue thermostabile DNA-Polymerasen im Hinblick auf die stark konservierte Natur des nun identifizierten
entscheidenden Motivs beispielsweise basierend auf ihrer Homologie zu Tag-Polymerase identifiziert werden.
Solche thermostabilen Polymerasen sind im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung eingeschlossen, so
lange ihre Aminosauresequenz das S Q | X L R V/I-Motiv umfal’t, worin X ein beliebiger Aminosaurerest, aber
kein Glutaminsaurerest ist, und wobei die Aminosauresequenz mindestens etwa 39%, vorzugsweise mindes-
tens etwa 60%, mehr bevorzugt mindestens etwa 80%, Gesamthomologie (Sequenzidentitat) im Vergleich zu
der Aminosauresequenz der nativen Tag-Polymerase zeigt. Die vollstandige Sequenz der Tag-Polymerase ist
in WO 89/06691 bereitgestellt und unter der Hinterlegungsnummer P90556 in der GENESEQ-Patent-Se-
quenzdatenbank oder unter der Hinterlegungsnummer M26480 in der EMBL-Sequenzdatenbank und unter der
Hinterlegungsnummer A33530 in der PIR-Sequenzdatenbank zuganglich.

[0036] Beispielhafte erfindungsgemafe thermostabile DNA-Polymerasen sind rekombinante Derivate der na-
tiven Polymerasen aus den nachstehend in Tabelle 1 aufgefiihrten Organismen. Tabelle 1 gibt die besondere
Sequenz des entscheidenden Motivs und die Position des "X"-Restes fir jede dieser nativen Polymerasen an.
Da jede thermostabile DNA-Polymerase einzigartig ist, ist die Aminosaureposition des entscheidenden Motivs
fur jedes Enzym verschieden. Fur die nachstehend aufgefihrten Polymerasen ist der Aminosaurerest in der
"X"-Position des entscheidenden S Q | X L R V/I-Motivs ein Glutaminsaurerest. Die bevorzugten erfindungs-
gemalen Polymerasen weisen ein Molekulargewicht im Bereich von 85.000 bis 105.000, mehr bevorzugt zwi-
schen 90.000 und 95.000, auf. Die Aminosauresequenz dieser Polymerasen besteht aus etwa 750 bis 950
Aminosaureresten, vorzugsweise zwischen 800 und 850 Aminosaureresten. Die erfindungsgemaflen Polyme-
rasen kdénnen auch aus etwa 540 oder mehr Aminosauren bestehen und umfassen mindestens die Polymera-
sedomane und einen Teil, welcher der 3'-5'-Exonucleasedoméane entspricht (die erhaltene Polymerase kann
eine 3'-5'-Exonucleaseaktivitat aufweisen oder nicht) und moglicherweise Teile der 5'-3'-Exonucleasedomane,
die im ersten Drittel der Aminosauresequenz von vielen thermostabilen Polymeraseenzymen vollstandiger
Lange enthalten ist.

[0037] Fur thermostabile DNA-Polymerasen, die nicht in Tabelle 1 aufgefihrt sind, ist die Identifizierung des
geeigneten Glutaminsaurerestes fir die Modifikation einfach, sobald das entscheidende Motiv oder Konsen-
susmotiv in der Aminosauresequenz identifiziert ist.

[0038] Unabhangig von der genauen Position innerhalb einer thermostabilen DNA-Polymerase dient der Aus-
tausch des Glutaminsaurerestes (Glu) durch einen anderen Aminosaurerest innerhalb des Sequenzmotivs
SerGinlleGluLeuArgXaa (SEQ ID NR: 2), wobei "Xaa" an Position 7 dieser Sequenz ein Valinrest (Val) oder
ein Isoleucinrest (lle) der Polymerasedomane ist, dazu, thermostabile Polymerasen bereitzustellen, welche die
Fahigkeit besitzen, unkonventionelle Nucleotide effizient einzubauen. In einer bevorzugten Ausfihrungsform
ist der Glutaminsaurerest durch eine Aminoséaure mit einem ungeladenen polaren R-Rest wie Glycin, Serin,
Cystein oder Threonin oder durch eine Aminosaure mit einem kleinen unpolaren R-Rest wie z. B. Alanin er-
setzt. In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform ist der Glutaminsaurerest durch einen Glycinrest (G)
ersetzt. Aminosaure- und Nucleinsduresequenz-Abgleichungsprogramme sind ohne weiteres von der Gene-
tics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, erhaltlich. Unter Angabe des hierin identifizier-
ten besonderen Motivs dienen diese Programme einschlieRlich zum Beispiel "GAP", "BESTFIT" und "PILEUP"
dazu, die Identifizierung der genauen Sequenzregion, die modifiziert werden soll, zu unterstitzen.

[0039] Wie aus der nachstehenden Tabelle 1 erkennbar ist, gibt es im Wesentlichen zwei Formen des kon-

servierten Sequenzmotivs SerGlinlleGluLeuArgXaa (SEQ ID NR: 2) innerhalb der Polymerasedomane der
thermostabilen DNA-Polymeraseenzyme aus thermophilen Organismen. Das Sequenzmotiv SerGinlleGluLeu-
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ArgVal (SEQ ID NR: 3) ist in den nativen thermostabilen Polymerasen aus Thermus-Spezies, wie z. B. aus
Thermus aquaticus, Thermus caldophilus, Thermus thermophilus, Thermus flavus und aus Thermus filiformis
sowie aus den Thermus-Spezies sps17 und Z05 vorhanden. Das Sequenzmotiv SerGInlleGluLeuArgVal (SEQ
ID NR: 3) ist auch in der Polymerasedomane anderer thermostabiler DNA-Polymeraseenzyme, z. B. aus Ther-
mosipho africanus und aus verschiedenen Bacillus-Stammen wie Bacillus caldotenax und Bacillus stearother-
mophilus, vorhanden. Das Sequenzmotiv SerGInlleGluLeuArglle (SEQ ID NR: 4) kommt z. B. in den nativen
thermostabilen Polymerasen aus Thermotoga maritima, Thermotoga neapolitana und Anaerocellum thermo-
philum vor.

Tabelle 1
Aminoséure- Position des
Organismus Konsensusmotiv Glutaminsiurerestes
SQIXLRVA
Thermus aquaticus (Taq) SQIELRYV 615
Thermus caldophilus (Tca) SQIELRY 617
Thermus thermophilus (Tth) SQIELRYV 617
Thermus flavus (Tf1) SQIELRYV 616
Thermus filiformis (Tfi) SQIELRY 613
Thermus -Spezies spsl7 SQIELRYV 613
Thermus -Spezies Z05 SQIELRY 617
Thermotoga maritima (Tma) SQIELRI 678
Thermotoga neapolitana (Tne) SQIELRI 678
Thermosipho africanus (Taf) SQIELRYV 677
Anaerocellum thermophilum (Ath) SQIELRI 632
Bacillus caldotenax (Bca) SQIELRYV 659
Bacillus stearothermophilus (Bst) SQIELRY 658, 661 oder 736*

"Abhéangig von der gewéahlten Aminosauresequenz (vgl. nachstehend).

[0040] Die vollstandigen Nucleinsdure- und Aminosauresequenzen fir jede der Tag-, Tth-, Z05-, sps17-,
Tma- und Taf-Polymerasen sind in US-Patent Nr. 5,466,591 veroffentlicht worden und sind unter Bezugnahme
hierin eingeschlossen. Die Sequenzen fur die DNA-Polymerase aus Tca, Tfl, Tne, Ath, Bca und Bst sind wie
folgt verdffentlicht worden: Tca in der EMBL-Sequenzdatenbank unter der Hinterlegungsnummer U62584 (vgl.
auch Kwon, Mol. Cells 7 (2) (1997), 264-271); Tfl bei Akhmetzjanov und Vakhitov, Nucleic Acids Research 20
(21) (1992), 5839; Tne in WO 97/09451 und WO 96/41014; Ath in der EMBL-Sequenzdatenbank unter der Hin-
terlegungsnummer X98575 (fir Einzelheiten Gber den Ath-Stamm vgl. Rainey et al., J. Bacteriol. 175 (15)
(1993), 4772-2779; Bst bei Uemori et al., J. Biochem. 113 (1993), 401-410, und unter der EMBL-Sequenzda-
tenbank-Hinterlegungsnummer U23149 (vgl. auch Phang et al., Gene 163 (1995), 65-68). Bst-Polymera-
se-Aminosauresequenzen, umfassend ein E in dem entscheidenden Motiv an Position 658 werden auch durch
die Japanische Patentverdffentlichung JP 05/304 964 A, die Europaische Patentverdffentlichung Nr.
EP-A-699,760 und Aliotta et al., Genet. Anal. 12 (1996), 185-195, bereitgestellt; die Sequenz ist auch aus der
EMBL-Sequenzdatenbank unter der Hinterlegungsnummer U33536 erhaltlich. Die Sequenz, so wie in Gene
163 (1995), 65-68, verodffentlicht, enthalt das "E" des entscheidenden Motivs an dem Rest Nummer 661. Bca
bei Uemori et al., J. Biochem. 113 (1993), 401-410, und unter der EMBL-Sequenzdatenbank-Hinterlegungs-
nummer D12982. Die thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus filiformis (vgl. FEMS Microbiol. Lett. 22
(1994), 149-153; auch erhaltlich unter der ATCC-Hinterlegungsnummer 43280) kann unter Anwendung der in
US-Patent Nr. 4,889,818 bereitgestellten Verfahren sowie basierend auf der in Tabelle 1 bereitgestellten Se-
quenzinformation gewonnen werden. Jede der vorstehenden Sequenzen und Veroéffentlichungen ist unter Be-
zugnahme hierin eingeschlossen. Die Sequenzhomologie (Sequenzidentitat) zwischen der Aminosaurese-
quenz der nativen Form der Tag-Polymerase, so wie in WO 89/06691 bereitgestellt, und der vorstehend er-
wahnten Tfl-Polymerase betragt 87,4%. Die entsprechenden Homologien betragen im Hinblick auf die Tth-Po-
lymerase 87,4%, im Hinblick auf die Tca-Polymerase 86,6%, im Hinblick auf die Tca-Polymerase 86,6%, im
Hinblick auf die Bst-Polymerase (Hinterlegungsnummer U23149) 42,0%, im Hinblick auf die Bca-Polymerase

8/34



DE 697 30926 T2 2006.02.23
42,6% und im Hinblick auf die Ath-Polymerase 39,7%.

[0041] Wie in Tabelle 1 gezeigt, ist das entscheidende Motiv bei den thermostabilen DNA-Polymerasen au-
Rerordentlich konserviert. Wenn "X" ein Glutaminsaurerest ist, stellt die Veranderung des Gens, das die Poly-
merase codiert, das erfindungsgemafe Enzym bereit, das ohne weiteres rNTPs einbaut, verglichen zum Bei-
spiel mit der Tag-Polymerase, worin das entscheidende Motiv nicht modifiziert ist. Folglich betrifft die Erfindung
eine Klasse von Enzymen, die auch zum Beispiel die thermostabile DNA-Polymerase und das entsprechende
Gen sowie Expressionsvektoren aus Thermus oshimai (Williams et al., Int. J. Syst. Bacteriol. 46 (2) (1996),
403-408); Thermus silvanus und Thermus chliarophilus (Tenreiro et al., Int. J. Syst. Bacteriol. 45 (4) (1995),
633-639); Thermus scotoductus (Tenreiro et al., Res. Microbiol. 146 (4) (1995), 315-324); Thermus brockianus
(Munster, Gen. Microbiol. 132 (1986), 1677) und Thermus ruber (Loginov et al., Int. J. Syst. Bacteriol. 34
(1984), 498-499; auch erhaltlich unter der ATCC-Hinterlegungsnummer 35948) einschlieRt. Zusatzlich schlief3t
die Erfindung zum Beispiel die modifizierten Formen der thermostabilen DNA-Polymerasen und das entspre-
chende Gen sowie Expressionsvektoren aus Thermotoga elfii (Ravot et al., Int. J. Syst. Bacteriol. 45 (1995),
312; auch erhaltlich unter der DSM-Hinterlegungsnummer 9442) und Thermotoga thermarum (Windberger et
al., Int. J. Syst. Bacteriol. 42 (1992), 327; auch erhaltlich unter der DSM-Hinterlegungsnummer 5069) ein. Jede
der vorstehenden Sequenzen und Veréffentlichungen sind unter Bezugnahme hierin eingeschlossen.

[0042] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung kommt das zu modifizierende entscheidende Mo-
tivinnerhalb der Aminosauresequenz LeuAspTyrSerGinlleGluLeuArgValLeuAlaHisLeuSer (SEQ ID NR: 5) vor.
Folglich beinhaltet ein Aspekt der Erfindung die Erzeugung von thermostabilen DNA-Polymerase-Mutanten,
die eine stark erh6hte Wirksamkeit fur den Einbau von unkonventionellen Nucleotiden in einer matrizenabhan-
gigen Weise zeigen. In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform umfalt die Polymerasesequenz
LeuAspTyrSerGInlleGlyLeuArgValLeuAlaHisLeuSer (SEQ ID NR: 6). Solche thermostabilen DNA-Polymera-
sen sind fur Verfahren wie die DNA-Sequenzierung, die DNA-gerichtete RNA-Synthese und die in vitro-Syn-
these einer INTP substituierten DNA besonders geeignet.

[0043] Die Herstellung von thermostabilen DNA-Polymerasen mit einer erhéhten Effizienz des Einbaus von
unkonventionellen Basen kann durch Verfahren wie die ortsspezifische Mutagenese erreicht werden. Vgl. zum
Beispiel Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 1989, zweite Auflage,
Kapitel 15.51, "Oligonucleotide-Mediated Mutagenesis", welches unter Bezugnahme hierin eingeschlossen ist.
Zum Beispiel hat eine Mutation von "A" zu einem "G" in der zweiten Position des Codons, das den Glutamin-
saurerest bei Rest 615 in der Thermus aquaticus (Taq)-DNA-Polymerase-Gensequenz codiert (vgl. SEQ ID
NR: 7), eine mehr als das 500-fache Steigerung der Effizienz des Einbaus von unkonventionellen Nucleotiden,
wie hierin definiert, zur Folge, wahrend die Fahigkeit des Enzyms beibehalten wird, eine PCR in Anwesenheit
von konventionellen Nucleotiden, d. h. NTPs, zu vermitteln. Bei der Tag-DNA-Polymerase resultiert diese be-
sondere Mutation in einem Aminosdureaustausch von E (Glutaminsaure) zu G (Glycin). Obwohl dieser beson-
dere Aminosaureaustausch die Fahigkeit des Enzyms zum Einbau von unkonventionellen Nucleotiden wesent-
lich verandert, wird erwartet, dal® der Austausch des Glutaminsaurerestes durch irgendwelche anderen Ami-
nosaurereste wie z. B. durch einen Serin-, Cystein-, Threonin-, Alanin-, Valin- oder Leucinrest die gleiche Wir-
kung hat. Andere Aminosauresubstitutionen, die E615 ersetzen, sind daher im Schutzumfang der Erfindung
eingeschlossen, obgleich E615G eine bevorzugte Ausfiihrungsform darstellt. Folglich ist ein wichtiger Aspekt
der Erfindung, daf’ der vierte Aminosaurerest in dem Motiv von SEQ ID NR: 1 kein Glutaminsaurerest ist.

[0044] Die ortsspezifische Mutagenese kann auch durch eine ortsspezifische Primergerichtete Mutagenese
erreicht werden. Diese Technik ist nun Standard auf dem Fachgebiet und wird unter Verwendung eines syn-
thetischen Oligonucleotidprimers durchgeflihrt, der zu einer einzelstrangigen Phagen-DNA, die durch Mutage-
nese verandert werden soll, bis auf eine begrenzte Zahl von Fehlpaarungen, welche die gewiinschte Mutation
darstellen, komplementar ist. Kurz zusammengefal’t wird das synthetische Oligonucleotid als ein Primer ver-
wendet, um die Synthese eines Stranges zu steuern, der zu dem Plasmid oder Phagen komplementar ist, und
die erhaltene doppelstrangige DNA wird in ein Phagen unterstiitzendes Wirtsbakterium transformiert. Die er-
haltenen Bakterien kénnen zum Beispiel durch eine DNA-Sequenzanalyse oder Sondenhybridisierung unter-
sucht werden, um solche Plaques zu identifizieren, die die gewlinschte mutierte Gensequenz tragen. Alternativ
kdnnen "rekombinante PCR"-Verfahren angewendet werden, die in PCR Protocols, San Diego, Academic
Press, Innis et al., Hrsg., 1990, Kapitel 22 mit dem Titel "Recombinant PCR", von Higuchi, Seiten 177-183,
beschrieben sind.

[0045] Wie in Tabelle 1 gezeigt, ist der Glutaminsaurerest innerhalb des entscheidenden Motivs der Tag-Po-

lymerase in anderen thermostabilen DNA-Polymerasen konserviert, aber kann an einer anderen, aber nahen
Position, in der Aminosauresequenz angeordnet sein. Eine Mutation des konservierten Glutaminsaurerestes
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innerhalb von SEQ ID NR: 2 der thermostabilen DNA-Polymerasen aus Thermus-Spezies und der verwandten
DNA-Polymerasen aus Thermotoga-, Thermosipho- und Anaerocellum-Spezies zeigt eine ahnliche erhéhende
Wirkung auf die Fahigkeit der Polymerase zum effizienten Einbau von unkonventionellen Nucleotiden im Ver-
gleich zu der Tag-Polymerase, welche die SEQ ID NR: 2 umfaf3t. Mutationen des Glutaminsdurerestes inner-
halb des entscheidenden Motivs in anderen thermostabilen DNA-Polymerasen kénnen unter Verwendung der
zur ortsspezifischen Mutagenese angewendeten Prinzipien und Techniken erreicht werden. Es existieren meh-
rere Sequenzeingaben fur die DNA-Polymerase aus Bacillus stearothermophilus in den GeneBank- oder Swis-
sProt/PIR-Datenbanken. Diese Sequenzen sind eng miteinander verwandt, aber unterscheiden sich etwas
voneinander, wobei aber jede die identische entscheidende Motivsequenz SerGlnlleGluLeuArgXaa (SEQ ID
NR: 2) enthalt, wobei "Xaa" an Position 7 dieser Sequenz ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest (lle) ist, ob-
gleich an verschiedenen Positionen in der Sequenz.

[0046] Basierend auf der 6ffentlich zuganglichen Aminosaure- und Nucleinsduresequenzinformation fur ther-
mostabile DNA-Polymerasen, wie hierin beschrieben, ist es auch mdglich, durch herkdbmmliche Rekombinati-
onsmethodiken chimare Polymerasen zu konstruieren, die aus Domanen bestehen, welche aus verschiedenen
thermostabilen DNA-Polymerasen stammen. Die US-Patente Nrn. 5,466,591 und 5,374,553 beschreiben Ver-
fahren zum Austausch der verschiedenen funktionellen Segmente von thermostabilen Polymerasen wie der
5'-3'-Exonucleasedomane, der 3'-5'-Exonucleasedoméane und der Polymerasedomane, um neue Enzyme be-
reitzustellen. Die bevorzugten chimaren thermostabilen Polymeraseenzyme umfassen eine 5'-3'-Exonuclease-
domane, eine 3'-5'-Exonucleasedomane und eine Polymerasedomane, wobei eine Domane aus einer anderen
Polymerase abgeleitet ist und wobei die Polymerasedomane die entscheidende Motivsequenz SerGinlleXaa-
LeuArgXaa (SEQ ID NR: 1) umfal3t, wobei "Xaa" an Position 4 dieser Sequenz ein beliebiger Aminoséurerest,
aber kein Glutaminsaurerest (Glu) ist, und wobei "Xaa" an Position 7 dieser Sequenz ein Valinrest (Val) oder
ein Isoleucinrest (lle) ist. Beispiele fiir solche chimaren Molekile sind chimare Tag/Tma-Enzyme, die zusam-
mengesetzt sind, wie in Tabelle 2 angegeben ist. Wie in dieser Tabelle gezeigt, enthalt die Polymerasedomane
dieser chimaren Tag/Tma-Enzyme die Mutation in dem vorstehend spezifizierten entscheidenden Motiv.

Tabelle 2
5'- 3'- Exonuclease - 3' - 5'. Exonuclease - Polymerasedoméne
doméne domine
Tagq AA 1-289 AA 290-422 AA 423-832
Tma AA 1-291 AA 292-484 AA 485-893
Tag/Tma |AA 1-289 (Taq) AA 292-484 (Tma) AA 423-832 (Taq) mit
E615G - Mutation
Tag/Tma |AA1-289 (Taq) AA 292-484 (Tma) AA 485-893 (Tma) mit
E678G - Mutation

[0047] Plasmid pC1 ist gemal dem Budapester Vertrag bei der ATCC am 17. Juli 1996 unter der Hinterle-
gungsnummer 98107 hinterlegt worden. Das Plasmid pC1 enthalt ein Gen, das eine thermostabile DNA-Poly-
merase codiert, die in dem Codon mutiert ist, welches den Glutaminsdurerest an Position 615 der Aminosau-
resequenz der nativen Tag-Polymerase codiert, wodurch eine mutierte Form der Tag-Polymerase mit einem
Glycinrest an Position 615 erhalten wird (die E615G mutierte Tag-Polymerase weist die Sequenz von SEQ ID
NR: 8 auf). Diese Hinterlegung stellt ein anderes Mittel fur die Bereitstellung von thermostabilen DNA-Polyme-
rasen mit einer erhdhten Wirksamkeit fir den Einbau von unkonventionellen Nucleotidanaloga bereit. Beispiel
| veranschaulicht die Verwendung umgebender Restriktionsstellen, die zur Subclonierung der E615G-Mutation
geeignet sind, um andere thermostabile DNA-Polymeraseenzyme zu erzeugen. Da die vollstandige Gense-
quenz fir zahlreiche thermostabile DNA-Polymerasen bekannt ist, sind andere Mittel zur Einfihrung einer Mu-
tation in das E615 codierende Codon, wie durch Restriktionsspaltung und Fragmentaustausch oder durch orts-
spezifische in vitro-Mutagenese, basierend auf der Sequenzinformation Uber das hierin bereitgestellte ent-
scheidende Motiv fur Fachleute ohne weiteres zuganglich.

[0048] Das durch ortsspezifische Mutagenese hergestellte modifizierte Gen oder Genfragment kann aus dem
Plasmid oder Phagen durch herkémmliche Mittel gewonnen und in einen Expressionsvektor fur die spatere
Zuchtung und Reinigung des erhaltenen Enzyms ligiert werden. Zahlreiche Clonierungs- und Expressionsvek-
toren einschlieRlich Sduger- und Bakteriensysteme sind zur Durchflihrung der Erfindung geeignet und sind
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zum Beispiel bei Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, zweite Auflage, Cold Spring Har-
bor, 1989, beschrieben. Der Einfachheit halber wird die vorliegende Erfindung unter Verwendung des aus
Lambda abgeleiteten PL-Promotors (Shimatake et al., Nature 292 (1981), 128) veranschaulicht. Die Verwen-
dung dieses Promotors ist in den US-Patenten Nrn. 4,711,845 und 5,079,352 genauer beschrieben.

[0049] Die erfindungsgemalfien thermostabilen DNA-Polymerasen werden im Allgemeinen aus Mikroorganis-
men wie z. B. E. coli gereinigt, die mit einem Expressionsvektor transformiert worden sind, der mit einem Gen
funktionell verbunden ist, das eine Wildtyp- oder eine modifizierte thermostabile DNA-Polymerase codiert. Ein
Beispiel fur einen geeigneten Wirtsmikroorganismus ist der E. coli-Stamm DG116, beschrieben durch Lawyer
et al., PCR Methods and Applications 2 (1993), 275-287, wobei der Stamm auch von der American Type Cul-
ture Collection unter der Hinterlegungsnummer ATCC 53601 erhaltlich ist. Verfahren zur Reinigung der ther-
mostabilen Polymerase sind auch zum Beispiel bei Lawyer et al., PCR Methods and Applications 2 (1993),
275-287, beschrieben.

[0050] Den Fachleuten ist bekannt, dal® die vorstehenden thermostabilen DNA-Polymerasen mit einer erhoh-
ten Effizienz fiir den Einbau von unkonventionellen Nucleotiden am einfachsten unter Anwendung von Verfah-
ren der DNA-Rekombinationstechnik hergestellt werden. Falls der Wunsch besteht, eines der erfindungsge-
mafen Enzyme oder ein Derivat oder Homolog solcher Enzyme herzustellen, erfordert die Herstellung einer
rekombinanten Form des Enzyms typischerweise die Konstruktion eines Expressionsvektors, die Transforma-
tion einer Wirtszelle mit dem Vektor und die Zichtung der transformierten Wirtszelle unter Bedingungen, so
daR eine Expression erfolgt. Mittel zur Herstellung von Expressionsvektoren, zur Transformation und zur Ziich-
tung von transformierten Wirtszellen sind auf dem Fachgebiet gut bekannt und sind zum Beispiel bei Sambrook
etal., 1989, a. a. O., ausfihrlich beschrieben.

[0051] Die vorliegende Erfindung stellt thermostabile DNA-Polymerasen bereit, die zur Verwendung in Ver-
bindung mit Ribonucleosidtriphosphaten fiir zahlreiche Anwendungen einschliel3lich Nucleinsaureamplifikati-
ons-, Nachweis- und DNA-Sequenzierungsverfahren geeignet sind. Die Verwendung von Ribonucleotiden bei
der Sequenzierung vermeidet die hohen Kosten von Kettenterminationsanaloga wie ddNTPs und erleichtert,
was wichtig ist, die Herstellung von neuen Amplifikationsprodukten, die nicht nur fir die DNA-Sequenzanalyse,
sondern auch fiir andere Analyseformen wie die Elektrophorese oder Hybridisierung geeignet sind, ohne daf}
nachtragliche DNA-Sequenzierungsreaktionen durchgefihrt werden mussen.

[0052] Es ist gezeigt worden, dal’ Pyrophosphatase die Sequenzierungsergebnisse unter Verwendung von
sowohl mesophilen Polymerasen als auch thermostabilen DNA-Polymerasen verbessert, indem sie das Aus-
malf einer Pyrophosphorolyse verringert, wenn sich die Verlangerungsprodukte anreichern. In der Tat erfor-
dern Verfahren, die vor einer Zyklus-Sequenzierung durchgefiihrt werden, dall das zusatzliche Enzym in der
Sequenzierungsreaktion eingeschlossen ist. Ein sehr nitzlicher und vorteilhafter Aspekt der vorliegenden Er-
findung ist jedoch, dal} die Pyrophosphatase nicht zur DNA-Sequenzierung erforderlich ist. Folglich vermeidet
die Verwendung der hierin bereitgestellten neuen Enzyme die Notwendigkeit fir die zusatzlichen Kosten der
Zugabe eines zweiten Enzyms zu dem Sequenzierungsreaktionsgemisch.

[0053] Unter Verwendung der erfindungsgemafien Enzyme werden die Amplifikations- und Sequenzierungs-
reaktionen kombiniert, was Zeit und Material spart, sowie die gesamte Analyse vereinfacht. Diese und andere
Vorteile sind hauptsachlich dadurch erhaltlich, dal® der Einbau von sowohl konventionellen Nucleotiden als
auch Ribonucleotiden und Ribonucleotidanaloga in ein Primerverlangerungsprodukt einen chimaren
RNA/DNA-Strang bereitstellt, wobei die RNA fir eine Hydrolyse empfindlich ist. Die Behandlung beeinfluf3t
nicht das DNA-Gertst und stellt eine Population von Nucleinsdurefragmenten bereit, die jeweils an der Position
enden, wo ein Ribonucleotid anstelle des entsprechenden dNTP eingebaut wurde. Die Hydrolyse wird ohne
weiteres durch verschiedene Mittel einschlieRlich, aber nicht begrenzt auf, Alkali (z. B. durch Behandlung mit
NaOH, z. B. in einer Endkonzentration von 0,2 M, wie nachstehend in Beispiel VI gezeigt), Hitze oder eine en-
zymatische Behandlung mit einer RNase (Vogel et al., Hrsg., Informational Macromolecular, New York, Acade-
mic Press, 1963, Kapitel von Berg et al., mit dem Titel "The Synthesis of Mixed Polynucleotides Containing
Ribo- and Deoxyribonucleotide by Purified Preparation of DNA Polymerase from E. coli", Seiten 467-483) er-
reicht.

[0054] In einer bevorzugten Ausflihrungsform stellt die vorliegende Erfindung neue und verbesserte Zusam-
mensetzungen bereit, die fur DNA-Sequenzierungsverfahren besonders nitzlich sind. Die hierin beschriebe-
nen neuen Enzyme sind bei Nucleinsaure-Sequenzierungsverfahren unter Verwendung von entweder Farb-
stoff-Terminatoren oder Farbstoff-Primern sowie bei anderen Sequenzierungsverfahren vorteilhaft. Wie bereits
beschrieben, erfordern Kettenterminationsverfahren im Allgemeinen eine matrizenabhangige Primerverlange-
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rung in Anwesenheit von Kettenterminationsnucleotiden, woraus eine Verteilung von Teilfragmenten resultiert,
die nachfolgend nach GréR3e getrennt werden. Eine Standard-Didesoxysequenzierung verwendet Didesoxynu-
cleosidtriphosphate zur Kettentermination und eine DNA-Polymerase wie das Klenow-Fragment von E. coli
Poll (vgl. Sanger et al., a. a. O.).

[0055] Folglich erfordert das basische Didesoxy-Sequenzierungverfahren (i) das Anlagern eines Oligonucle-
otidprimers an eine Matrize; (ii) das Verlangern des Primers mit einer DNA-Polymerase in vier getrennten Re-
aktionen, wobei jede ein markiertes Nucleotid oder einen markierten Primer, ein Gemisch aus unmarkierten
dNTPs und ein Kettenterminations-ddNTP enthalt; (iii) das Auftrennen der vier Satze von Reaktionsprodukten
zum Beispiel mit Hilfe einer hochauflosenden denaturierenden Polyacrylamid/Harnstoff-Gelelektrophorese,
Kapillartrennung oder durch ein anderes Mittel zur Auftrennung; und (iv) das Erzeugen einer autoradiographi-
schen Abbildung des Gels, das untersucht werden kann, um die Sequenz abzuleiten. Alternativ kbnnen Mas-
senspektroskopieverfahren oder auf Hybridisierung basierende Verfahren unter Verwendung von fluoreszenz-
markierten Primern oder Nucleotiden angewendet werden, um eine DNA-Sequenzinformation abzuleiten.

[0056] Die Verfiigbarkeit von thermoresistenten Polymerasen wie der Tag-Polymerase hat zu verbesserten
Sequenzierungsverfahren (vgl. US-Patent Nr. 5,075,216) und Modifikationen hiervon, bezeichnet als "Zy-
klus-Sequenzierung”, gefiihrt. Bei der Zyklus-Sequenzierung werden Zyklen der Erhitzung und Kihlung wie-
derholt, um zu ermdglichen, dall zahlreiche Verlangerungsprodukte von jedem Zielmolekil erzeugt werden
(Murray, Nucleic Acids Research 17 (1989), 8889). Diese asymmetrische Amplifikation von Zielsequenzen, die
zu der Matrizensequenz komplementar sind, in Anwesenheit von Didesoxy-Kettenterminatoren ergibt eine Fa-
milie von Verlangerungsprodukten aller méglichen Langen.

[0057] Nach der Denaturierung des Verlangerungsreaktionsprodukts der DNA-Matrize finden mehrere Zyklen
einer Primeranlagerung und Primerverlangerung in Anwesenheit von Didesoxy-Terminatoren statt. Thermosta-
bile DNA-Polymerasen weisen bei der Zyklus-Sequenzierung mehrere Vorteile auf; sie tolerieren die stringen-
ten Anlagerungstemperaturen, die firr eine spezifische Hybridisierung des Primers mit den Nucleinsaure-Ziel-
molekdlen erforderlich sind, und sie tolerieren auch die vielfachen Zyklen einer Denaturierung bei einer hohen
Temperatur, die in jedem Zyklus erfolgt, d. h. 90-95°C. Aus diesem Grund sind verschiedene Formen der Am-
pliTag®-DNA-Polymerase in Kits fiir eine Tag-Zyklus-Sequenzierung, vertrieben durch Perkin Elmer, Norwalk,
CT, eingeschlossen worden.

[0058] Trotzdem stellt die Eigenschaft der Tag-DNA-Polymerase, eine Diskrimination gegen den Einbau von
unkonventionellen Nucleotiden wie ddNTPs zu zeigen, ein Problem dar, wenn sie zur Zyklus-Sequenzierung
verwendet wird, bei der ddNTPs oder fluoreszenzmarkierte ddNTPs als Kettenterminatoren eingebaut werden
mussen. Vor der vorliegenden Erfindung machte die DNA-Sequenzierung mit thermostabilen DNA-Polymera-
sen allgemein ein Gemisch aus Kettenterminationsnucleotiden, im allgemeinen Didesoxynucleotiden, in hohen
Konzentrationen erforderlich, um sicherzustellen, dal® eine Population von Verlangerungsprodukten erzeugt
werden wurde, die alle méglichen Fragmentlangen Uber eine Strecke von mehreren hundert Basen reprasen-
tiert. Um diese Kostenfrage zu I6sen, verwendeten die Protokolle haufig sehr geringe Konzentrationen der kon-
ventionellen dNTPs, was die Reaktionen ineffizient machte. Diese Reaktionsgemische mit einer geringen
dNTP-Konzentration und einer hohen ddNTP-Konzentration erzeugen eine Umgebung, in der die thermosta-
bile Polymerase durch die Nucleotidsubstrate im Wesentlichen verbraucht wird.

[0059] Trotz des Aufkommens von modifizierten Enzymen wie der AmpliTag®-DNA-Polymerase FS, die er-
moglichen, dal} die Konzentration der dNTPs Uber die optimaleren Konzentrationen hinaus erhdht werden
kann, sind die friheren Enzyme immer noch auf die Anwesenheit der kostspieligen ddNTPs zur DNA-Sequen-
zierung angewiesen. Im Gegensatz dazu, stellt die vorliegende Erfindung Enzyme bereit, die nicht nur ermég-
lichen, daf’ die Konzentration der dNTPs erhéht werden kann, sondern auch die Verwendung der kostspieligen
ddNTPs vermeiden, indem statt dessen rNTPs fiir den Einbau in den wachsenden Strang verwendet werden.
Die Fahigkeit der neuen Enzyme, effizient eine teilweise Ribonucleotidsubstitution zu bewirken, erleichtert die
Erzeugung von leiterférmigen DNA-Sequenzierungsmustern in Abwesenheit einer separaten Reaktion fur den
Einbau eines Terminationsnucleotids.

[0060] Die Wahl von unkonventionellen Nucleotidanaloga, die zur Verwendung in DNA-Sequenzierungsver-
fahren geeignet sind, wurde durch die Fahigkeit der thermostabilen DNA-Polymerase bestimmt, diese Analoga
einzubauen. Unglicklicherweise sind diese Nucleotidanaloga sehr teuer. Zum Beispiel sind die Kosten fir
ddNTPs etwa 25-mal héher als die Kosten fur entweder rNTPs oder dNTPs. Da die vorherigen thermostabilen
DNA-Polymerasen nicht in der Lage waren, effizient NTPs in einer Matrizen gerichteten Weise in einen wach-
senden DNA-Strang einzubauen, waren solche Ribonucleotide, die ohne weiteres erhaltlich und preisguinstig
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sind, keine Alternative zur Verwendung bei der DNA-Sequenzierung in Verbindung mit einer thermostabilen
DNA-Polymerase. Die vorliegende Erfindung beseitigt die Notwendigkeit fir ddNTPs in DNA-Sequenzierungs-
reaktionen. Folglich stellt die Erfindung gemaf einem Aspekt Verfahren zur DNA-Sequenzierungsanalyse be-
reit, die wesentlich preisglinstiger als friihere Kettenterminationsverfahren sind.

[0061] Die Anwesenheit von Mangan in einer Primerverlangerungsreaktion kann die Fahigkeit einer Polyme-
rase beeinflussen, das richtig basengepaarte Nucleotid genau einzubauen. Mangan kann verwendet werden,
um eine falsche Basenpaarung zu erzwingen oder um die Diskrimination gegen die Insertion eines Nucleotida-
nalogons zu vermindern. Mangan ist durch Forscher verwendet worden, um eine Mutagenese in DNA-Repli-
kations- oder Amplifikationsverfahren zu induzieren. Folglich kann Mangan die Genauigkeit einer Polymerisie-
rungsreaktion sowie die Ausbeute einer Reaktion beeinflussen. Die erhaltene Sequenz kann Fehler enthalten,
oder die aus einem DNA-Sequenzierungsverfahren erhaltene Information kann unklar sein. Die vorliegenden
Verfahren machen es nicht erforderlich, dafs Mangan als ein zweiwertiges Kation in dem Sequenzierungsreak-
tionsgemisch eingeschlossen ist, um die Polymerase zum Einbau eines unkonventionellen Nucleotids zu zwin-
gen. Im Gegensatz zu den vorherigen DNA-Polymerasen identifiziert die vorliegende Erfindung das entschei-
dende Motiv innerhalb der Polymerasedomane zur Kontrolle der Fahigkeit des Enzyms, zwischen 2'-substitu-
ierten und unsubstituierten Nucleotiden zu unterscheiden, ohne dafl Mangan erforderlich ist.

[0062] Die erfindungsgemalen Enzyme benétigen keine hohen Konzentrationen der unkonventionellen Ba-
senanaloga zur Sequenzierung. Vor der vorliegenden Erfindung lagen die unkonventionellen Basenanaloga
und die entsprechenden konventionellen Basen im Allgemeinen in einem Verhaltnis (z. B. ddATP : ATP) im Be-
reich von etwa 1,3 : 1 bis 24 : 1 fur Kettenterminations-DNA-Sequenzierungsverfahren vor (vgl. auch US-Pa-
tent Nr. 5,075,216 von Innis et al.). Im Vergleich dazu ermdglichen die erfindungsgemal bereitgestellten ther-
mostabilen Polymerasen, daf} das Verhaltnis der unkonventionellen Basenanaloga zu den konventionellen Ba-
sen um ein Hundertfaches bis mehrere tausendmal verringert werden kann. Ein rNTP : dNTP-Verhaltnis von 1
: 1 oder weniger in Verbindung mit den hierin bereitgestellten neuen Enzymen ist fir eine DNA-Sequenzana-
lyse ausreichend. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird das rNTP : dNTP-Verhaltnis auf
weniger als 1 : 8 verringert. Das Verhaltnis des 2'-substituierten Nucleotids zu dem entsprechenden natirlichen
dNTP kann abhangig von der besonderen Versuchsanordnung und der gewlinschten Lange der Fragmente so
wenig wie 1 : 80 oder 1 : 200 betragen.

[0063] Folglich, da die vorliegenden Enzyme ohne weiteres unkonventionelle Nucleotide wie 2'-substituierte
Nucleotide einbauen, ist es nicht erforderlich, den Einbau des rNTP durch die Verwendung einer hohen Kon-
zentration des rNTP und einer begrenzenden Konzentration des entsprechenden dNTP zu erzwingen. Dem-
gemal’ ermdglichen die vorliegenden Verfahren die Verwendung von optimalen Konzentrationen der dNTPs in
Kombination mit geringen Mengen an rNTPs.

[0064] Wenn erfindungsgemale modifizierte Polymeraseenzyme in einem geeigneten Sequenzierungsver-
fahren wie z. B. einer Farbstoff-Primer-Sequenzierung verwendet werden, werden gute DNA-Sequenzierungs-
ergebnisse mit einer dANTP-Konzentration im Bereich von 50-500 uM jedes dNTP erhalten. Vorzugsweise liegt
die dNTP-Konzentration zwischen 100-300 uM. In diesen Bereichen kann das entsprechende rNTP in etwa
der gleichen Konzentration wie das dNTP oder in einer geringeren Konzentration anwesend sein. Vorzugswei-
se ist das rNTP in etwa 0,1 yM-100 pM anwesend, am meisten bevorzugt liegt das rNTP in etwa 2,5 yM bis
25 uM vor.

[0065] Die zur Verwendung in Verbindung mit den vorliegenden modifizierten Enzymen geeignete Konzent-
ration der rNTPs kann ohne weiteres durch Fachleute mittels Titrations- und Optimierungsexperimenten be-
stimmt werden. Die erforderliche Menge eines rNTP oder Analogons wird durch die Art des Experiments be-
einflult und kann durch die GréRRe und Reinheit des Zielmolekils sowie die Wahl des Puffers und der beson-
deren Art des Enzyms bestimmt werden.

[0066] Das Verhaltnis von rNTP : dNTP bestimmt die Haufigkeit, mit der rNTPs in das wachsende Oligonuc-
leotid eingebaut werden. Da die Hydrolyse an jedem eingebauten rNTP ablauft, kann das Verhaltnis von rNTP
: dNTP angepal’t werden, um dem Anwender die Moglichkeit zu geben, die GroRRe der erhaltenen Fragmente
flexibel zu erhdhen oder zu verringern.

[0067] Es ist hinreichend bekannt, dal’ die DNA ein aus dNTPs synthetisiertes Polymer ist. Jedes Desoxynu-
cleosidtriphosphat umfal}t einen Ribosezucker, der eine Hydroxylgruppe an der 3'-Position und ein Wasser-
stoffatom an der 2'-Position enthalt. Ribonucleotide enthalten auch eine Hydroxylgruppe in dem 3'-Teil des Zu-
ckers. Jedoch unterscheiden sich NTPs von dNTPs an der 2'-Position des Zuckers, wobei eine zweite Hydro-
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xylgruppe das Wasserstoffatom ersetzt. Im vorliegenden Zusammenhang veranschaulichen rNTPs die Fahig-
keit der erfindungsgemafen Enzyme zum genauen Einbau von 2'-substituierten Nucleotiden. Jedoch sind die
erfindungsgemafen Verbindungen nicht auf die Verwendung von unkonventionellen Nucleotiden begrenzt,
welche Ribonucleotide sind. Eine Modifikation der Sequenz der thermostabilen Polymerase in der hierin iden-
tifizierten entscheidenden Doméane ermdglicht den Matrizen gerichteten Einbau von anderen 2'-substituierten
Nucleotiden wie 2'-Hydroxyl-3'-desoxy-Nucleotiden und substituierten 2'-Fluor- oder -Aminonucleotiden.

[0068] Wie in den Beispielen hierin beschrieben, wird der Einbau von 3'-Desoxy-2'-Hydroxy-ATP, hierin als
Cordycepintriphosphat bezeichnet, durch die Anwesenheit einer zweiten Mutation in der thermostabilen Poly-
merase, welche die Diskrimination gegen den Einbau eines Nucleotids reduziert, das eine Desoxygruppe an
der 3'-Position der Ribose enthalt, erleichtert. Solche Enzyme sind zum Beispiel bereits in EP-A-65506 be-
schrieben worden. ATCC-Hinterlegungsnummer 69820, hinterlegt gemaf dem Budapester Vertrag am 10. Mai
1995, stellt das Gen bereit, das eine modifizierte thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus co-
diert, die eine reduzierte Diskrimination gegen den Einbau von Analoga wie ddNTPs aufweist. Didesoxynucle-
otide weisen im Vergleich zu konventionellen dNTPs eine substituierte 3'-Position auf. Folglich stellt die Dop-
pelmutation, veranschaulicht hierin durch eine E615G, F667Y-Taqg-Polymerase-Mutante, in Verbindung mit der
vorliegenden Erfindung ein Mittel zur Verwendung von Nucleotidanaloga bereit, die an den 3'- und 2'-Positio-
nen der Ribose im Vergleich zu dNTPs substituiert sind (vgl. Beispiele Il und V).

[0069] Eine besondere Anwendung der Erfindung ist ein INTP-Sequenzierungsverfahren, wobei der Sequen-
zierungsprimer mit einem unterscheidbaren fluoreszierenden oder radioaktiven Marker nachweisbar markiert
ist. Anders als bei ddNTPs hat der Einbau eines unmaodifizierten rNTP kein Kettenterminationsereignis zur Fol-
ge. Die DNA-Sequenzierungsreaktion, umfassend sowohl rNTPs als auch dNTPs in Kombination mit einem
erfindungsgemafen Enzym, ergibt ein Gemisch aus statistisch substituierten Primerverlangerungsprodukten,
die fur eine Spaltung an der 3'-5'-Phosphodiesterbindung zwischen einem Ribo- und einem benachbarten Des-
oxyribonucleotid empfindlich sind. Nach der Primerverldngerung, zum Beispiel bei einer PCR-Amplifikation
oder einer Zyklus-Sequenzierung, und vor der Auftrennung der Primerverlangerungsprodukte, zum Beispiel
mittels Gelelektrophorese, wird das Reaktionsgemisch mit entweder Alkali, Hitze, einer Ribonuclease oder ei-
nem anderen Mittel zur Hydrolyse der Verlangerungsprodukte bei jedem Ribonucleotid behandelt. Fir jedes
markierte Primerverlangerungsprodukt ist nur das am meisten 5'-endende Fragment, welches das unmittelba-
re Verlangerungsprodukt des markierten Primers ist, auf einem Sequenzierungsgel nachweisbar. Fir ein be-
stimmtes Zielmolekiil ergibt die Analyse des erhaltenen Sequenzierungsgels ein leiterformiges Sequenzie-
rungsmuster, d. h. eine Reihe von identifizierbaren Signalen in den G-, A-, T- und C-Bahnen, die der Nuclein-
sauresequenz des Zielmolekuls entsprechen. Das erhaltene leiterférmige Sequenzierungsmuster stellt die
gleiche Information bereit, ob das Verfahren ddNTPs durch herkémmliche Mittel oder rNTPs und die hierin be-
schriebenen neuen thermostabilen Polymerasen verwendet. Folglich sind durch die Anwendung der vorliegen-
den Erfindung nicht mehr langer teuere ddNTPs flur die DNA-Sequenzierung erforderlich (vgl. Beispiel VI).

[0070] In einem anderen Sequenzierungsverfahren werden Kettenterminations-Ribonucleotide verwendet. In
dieser Ausfuihrungsform der Erfindung werden 2'-Hydroxy-3'-desoxy-Nucleotide wie Cordycepintriphosphat als
Terminatoren verwendet. Diese rNTP-Analoga kénnen fluoreszenzmarkiert sein und zur DNA-Sequenzierung
verwendet werden. Lee et al. (a. a. O.) haben die Verwendung von Farbstoff-Terminator-ddNTPs beschrieben.
EP-A-655,506 und US-Serien 08/448,223, eingereicht am 23. Mai 1995, beschreiben modifizierte Enzyme zur
Verwendung in Verbindung mit ddNTPs. Eine thermostabile DNA-Polymerase, umfassend sowohl die in der
AmpliTaq®-DNA-Polymerase FS vorhandene Modifikation (vgl. vorstehend) als auch die in SEQ ID NR: 1 spe-
zifizierten, wobei X kein Glutaminsaurerest (E) ist, wie hierin beschrieben, kann zum effizienten Einbau der
markierten rNTP-Analoga in einer Kettenterminations-Sequenzierungsreaktion verwendet werden. Dieses
Verfahren kann automatisiert werden und macht nicht die Synthese von farbstoffmarkierten Primern erforder-
lich. AulRerdem, da Farbstoff-Terminator-Reaktionen ermdglichen, dal® alle vier Reaktionen in dem gleichen
Roéhrchen durchgefiihrt werden kénnen, sind sie praktischer als Farbstoff-Primer-Verfahren. Die 2'-Hydro-
xy-3'-desoxy-Nucleotide kdnnen aus im Handel erhaltlichen 3'-Nucleotiden (3'-dA, 3'-dC, 3'-dG und 3'-dT, z. B.
erhaltlich von Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO) und unter Addition eines 5'-Triphosphats, wie bei
Ludwig, Biophosphates and Their Synthesis Structure, Metabolism and Activity, Hrsg., Bruzik und Stec, Ams-
terdam, Elsevier Science Publishers, 1987, Seiten 201-204, hergestellt werden.

[0071] Zusatzlich zur Verwendung der erfindungsgemalfen Enzyme in neuen Sequenzierungsverfahren sind
die hierin beschriebenen modifizierten Enzyme in einer Reihe von molekularbiologischen Anwendungen nutz-
lich. In einer Ausfihrungsform wird das modifizierte Enzym in einem Amplifikationsreaktionsgemisch verwen-
det, das sowohl konventionelle als auch unkonventionelle Nucleotide, zum Beispiel dNTPs, und mindestens
ein nachweisbar markiertes rNTP, wobei die Markierungen zum Beispiel Fluoreszenzmarker oder Radioisoto-
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pe einschlieBen, umfaldt. Die Matrizen gerichtete Synthese eines komplementaren Strangs ergibt ein
DNA-Produkt, das an verschiedenen Positionen Uber seine gesamte Lange Ribonucleosidmonophosphate
enthalt. Hitze und/oder eine Alkalibehandlung hydrolysieren das Nucleinsaureverlangerungsprodukt an jedem
Ribonucleotid. Auf diese Weise wird eine Familie von DNA-Fragmenten bereitgestellt, wobei jedes Fragment
eine markierte Einheit an seinem 3'-Ende enthalt. Die Grof3e der erhaltenen Nucleinsaurefragmente kann
durch das Anpassen des Verhaltnisses und der Menge des in der Reaktion eingeschlossenen rNTP modifiziert
werden.

[0072] Die Amplifikation eines Zielmolekils unter Verwendung von rNTPs und der vorliegenden Enzyme stellt
zahlreiche Vorteile abhangig von der besonderen Anwendung bereit. Bei dem vorstehend beschriebenen Ver-
fahren unter Verwendung eines markierten rNTP sind in der erhaltenen Familie die Fragmente alle mit der glei-
chen Intensitat markiert: einem Marker pro Oligonucleotidfragment. Verfahren wie der Nucleinsdurenachweis
unter Verwendung eines Oligonucleotidsonden-Arrays, das auf einem Silicon-Chip fixiert ist, erfordert optima-
lerweise, dal das amplifizierte Zielmolekdl statistisch innerhalb eines festgelegten reproduzierbaren GréRRen-
bereiches fragmentiert wird, um die Bildung von Sekundarstrukturen zur Kontrolle der Hybridisierungskinetik
zu begrenzen. AuRerdem kann zum Nachweis der Hybridisierung an ein Array aus Tausenden von Sonden auf
einem Chip bevorzugt werden, da die Nucleinsdurefragmente mit der gleichen Intensitat markiert sind. Die
vorliegende Erfindung stellt ein Mittel zur Herstellung von Familien von Fragmenten bereit, welche diesen Stan-
dard erfillen, und erleichtert auf diese Weise die Verwendung von anderen Nachweisanordnungen wie der auf
einem Chip basierenden Verfahren, die zum Beispiel bei Cronin et al., Human Mutation 7 (1996), 244-255, be-
schrieben sind.

[0073] In einer anderen Ausfuhrungsform stellt die Verwendung eines markierten Primers und eines unmar-
kierten Primers in einer Amplifikationsreaktion, die eine erfindungsgemale thermostabile Polymerase und so-
wohl rNTPs als auch dNTPs umfaldt, ein Mittel fiir die gleichzeitige Durchfliihrung von Amplifikations- und Se-
quenzierungsreaktionen bereit. Dieses Verfahren macht erforderlich, daf} vier getrennte Amplifikationsreaktio-
nen, eine fir jedes rNTP, durchgefiihrt werden. Folglich, da das erfindungsgemafe Enzym zum Beispiel zur
Amplifikation eines Zielmolekuls geeignet ist, zum Beispiel durch eine PCR oder ein anderes Mittel zur Ampli-
fikation, kann das erhaltene Produkt, falls es vorhanden ist, zum Beispiel durch herkémmliche Verfahren wie
eine Gelelektrophorese oder Sondenhybridisierung unter Verwendung eines Teils des Reaktionsprodukts
nachgewiesen werden. Diese Nachweisverfahren haben nicht die Hydrolyse der eingebauten Ribonucleotide
zur Folge, und die chimaren RNA/DNA-Strange verhalten sich, wie fir ein herkdmmliches Nucleinsaure-Amp-
lifikationsprodukt erwartet wird. Falls ein gewlinschtes Produkt nachgewiesen wird, kann ein verbleibender Teil
des gleichen Reaktionsgemisches mit Alkali behandelt und mittels Gelelektrophorese zur Bestimmung der Nu-
cleinsduresequenz analysiert werden. Auf diese Weise ist nach dem Nachweis des Produkts keine nachfol-
gende Sequenzierungsreaktion notwendig. Dieses vereinfachte Verfahren spart Zeit und Material und ergibt
eine erhohte Genauigkeit durch das Weglassen von Schritten: das nachgewiesene Produkt ist das sequenzier-
te Produkt.

[0074] Ein ahnliches Verfahren mit vier markierten rNTPs und einem biotinylierten Primer kdnnte auch ange-
wendet werden. Nach der Amplifikation wird das Produkt mit einem Alkali gespalten, und die Primer assoziier-
ten Produkte werden durch eine Reaktion mit Streptavidin beschichteten Kigelchen entfernt. Die abgefange-
nen Produkte werden anschlielRend auf einem Sequenzierungsgel analysiert. Diese Modifikation ermdglicht,
daR die Sequenzierungsreaktion in einem Réhrchen durchgefiihrt werden kann, wodurch die Notwendigkeit fur
vier getrennte Amplifikationen vermieden wird.

[0075] Gemal einem anderen Aspekt der Erfindung sind die hierin beschriebenen Enzyme zur Herstellung
von RNA aus einer DNA-Matrize oder zur Erzeugung einer substituierten DNA fir eine Alkali vermittelte Steri-
lisation ohne die Verwendung von herkdmmlichen Sterilisierungsmitteln wie Uracil-N-Glycosylase (UNG), wie
in der Internationalen Patentverdffentlichung Nr. WO 92/01814 beschrieben, nitzlich.

[0076] In einer beispielhaften Ausfiihrungsform enthalt die thermostabile Polymerase auch eine Mutation in
der 5'-3'-Exonucleasedomane, welche dazu dient, diese Exonucleaseaktivitat stark zu verringern. Modifizierte
Formen der Tag-Polymerase sind in US-Patent Nr. 5,466,591 beschrieben. In einer Ausfiihrungsform dieser
Erfindung ist das Codon, welches den Glycinrest (G) an der Aminosaureposition 46 codiert, durch ein Codon
ersetzt worden, das einen Asparaginsaurerest (D) codiert. Das erhaltene Enzym weist infolge der verringerten
5'-3'-Exonucleaseaktivitat eine grofere Nutzlichkeit in Zyklus-Sequenzierungsreaktionen auf und ist eine be-
vorzugte Grundlage zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung. Die Aminosauresequenz der Polymerase-
domane und die Aktivitat der Polymerase werden durch die Anwesenheit der (G46D)-Mutante im Vergleich zu
dem Wildtyp-Enzym nicht beeinfluf3t.
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[0077] In einer kommerziellen Ausfihrungsform der Erfindung stellen Kits fur die Nucleinsauresequenzie-
rung, umfassend eine erfindungsgemale thermostabile Polymerase, eine kommerzielle Ausfiihrungsform der
Erfindung dar. Solche Kits schlieen typischerweise zusatzliche Reagenzien fir die DNA-Sequenzierung ein,
wie z. B. INTPs, dNTPs und geeignete Puffer. Wenn die rNTPs unmarkiert sind, kann auch ein markierter Pri-
mer eingeschlossen sein.

[0078] Die folgenden Beispiele werden nur zur Veranschaulichung angegeben und sollen den Schutzumfang
der beanspruchten Erfindung in keiner Weise begrenzen.

Beispiel |

Expression eines modifizierten Gens der Taq-Polymerase mit einer reduzierten Diskrimination gegen unkon-
ventionelle Nucleotide

[0079] Der C-terminale Aminosaureanteil der Tag-DNA-Polymerase codiert das aktive Zentrum der Polyme-
rase (Lawyer et al., PCR Methods and Applications 2 (1993), 275-287, hierin unter Bezugnahme eingeschlos-
sen). Ein DNA-Fragment, das diese Region enthalt, wurde aus dem vollstandigen Tag-Gen isoliert und mittels
PCR-Amplifikation in Gegenwart von Mangan durch Mutagenese verandert (Leung et al., Technique 1 (1)
(1989), 11-15). Fur dieses Beispiel wurden alle Restriktionsenzyme von New England Biolabs, Beverly, MA,
bezogen. Die durch Mutagenese veranderten Fragmente wurden mit Pstl und Bglll gespalten und in ein
Tag-Expressionsplasmid, hierin das Plasmid pLK102, cloniert, das mit Pstl und Bglll gespalten worden war.
Das Plasmid pLK102 ist eine modifizierte Form des Tag-Expressionsplasmids pSYC1578 (Lawyer et al., a. a.
0.). Das Hincll/EcoRV-Fragment, angeordnet 3' zu der Region, die die Polymerase codiert, wurde deletiert, um
das Plasmid pLK101 zu erzeugen. Ein 898 Basenpaare umfassendes Pstl-Bglll-Fragment wurde anschlieftend
aus pLK101 deletiert und durch einen kurzen Pstl-EcoRV-Bglll-Oligonucleotiddoppelstrang ersetzt, um das
Plasmid pLK102 zu erzeugen. Diese Deletion entfernt somit 900 Basenpaare aus dem 3'-Ende des
Tag-DNA-pol-Gens und ersetzt diese Region durch ein kurzes DNA-Sttick.

[0080] Die erhaltenen Expressionsplasmide wurden in den E. coli-Stamm N1624 transformiert (beschrieben
durch Gottesman, J. Mol. Biol. 77 (1973), 531; auch erhaltlich vom E. coli Genetic Stock Center an der Ya-
le-Universitat unter der Stamm-Nr. CGSC #5066), und die erhaltenen Transformanten wurden auf die Fahigkeit
zum effizienten Einbau von rNTPs im Vergleich zu dem Wildtyp-Enzym durchmustert. Unter Anwendung die-
ses Verfahrens wurde die Mutante C1 identifiziert, welche die Fahigkeit zu einem effizienterem Einbau von
rNTPs besitzt.

[0081] Um zu bestimmen, welcher Teil des Tag-Polymerase-Gens flr den veranderten Phanotyp verantwort-
lich war, wurde das durch Mutagenese veranderte Tag-Expressionsplasmid, bezeichnet als pC1, das aus der
Mutante C1 isoliert worden war, mit verschiedenen Restriktionsenzymen gespalten, und die erhaltenen Rest-
riktionsfragmente wurden in das Wildtyp-Tag-DNA-Polymerase-Gen von pLK101 subcloniert, wodurch die
nicht durch Mutagenese veranderten Restriktionsfragmente ersetzt wurden. Die Analyse der erhaltenen Sub-
clone zeigte, dal} die fiir den Phanotyp verantwortliche Mutation innerhalb eines 265 Basenpaare umfassen-
den Nhel-BamHI-Restriktionsfragments enthalten war.

[0082] In dieser Region von pC1 wurde eine DNA-Sequenzanalyse unter Verwendung des ABI PRISM? Farb-
stoff-Terminator-Zyklus-Sequenzierungs-Hauptkits mit AmpliTag®-DNA-Polymerase FS von Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, und dem Applied Biosystems-DNA-Sequenzierungssystems Modell 373A durchgefihrt.
Die Sequenzanalyse identifizierte zwei Missense-Mutationen in dem Tag-Polymerase-Gen zwischen den Nhel-
und BamHI-Stellen. Eine Mutation an Aminosaureposition 615 bewirkte, dall ein Glutaminsaurerest (E) durch
einen Glycinrest (G) ersetzt wird, und eine andere Mutation an Position 653 ersetzte einen Alaninrest (A) durch
einen Threoninrest (T). Die Nummerierung beginnt an dem Codon, das den ersten Methioninrest des reifen
Proteins codiert, so wie in US-Patent Nr. 5,079,352. Die E615G-Mutation wurde durch einen
GAG-zu-GGG-Austausch in  Codon 615 verursacht. Die A653T-Mutation wurde durch einen
GCC-zu-ACC-Austausch in Codon 653 verursacht. Das Plasmid C1 in dem E. coli-Wirtsstamm N1624 wurde
gemal dem Budapester Vertrag bei der ATCC am 17. Juli 1996 unter der Hinterlegungsnummer 98107 hinter-
legt.

[0083] Die zwei Punktmutationen wurden durch Subclonierung jeweils separat in ein Wildtyp-Tag-Polymera-
se-Gen mittels rekombinanter PCR (Innis et al., Hrsg., PCR Protocols, San Diego, Academic Press, 1990, Ka-
pitel 22, mit dem Titel "Recombinant PCR", Higuchi, Seiten 177-183) getrennt analysiert. Die erhaltenen Ex-
pressionsprodukte wurden analysiert, um zu bestimmen, ob E615G oder A653T oder beide Mutationen fir den
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Phanotyp des Ribonucleotid-Einbaus verantwortlich waren. Die Ergebnisse dieses Experiments zeigten, daf’
die E615G-Mutation allein fur den mutierten Phénotyp verantwortlich war.

[0084] Zur weiteren Analyse und Quantifizierung der Effizienz des Einbaus von Nucleotidanaloga wurde das
265 Basenpaare umfassende BamHI-Nhel-PCR-Fragment, enthaltend E615G, in einen Tag-Expressionsvek-
tor, pPRDA3-2, cloniert. Der Expressionsvektor pRDA3-2 enthalt das vollstandige Tag-Gen in funktioneller Ver-
bindung mit dem PL-Promotor aus dem Phagen Lambda. Die Exonucleasedomane des Tag-Gens in diesem
Vektor enthalt eine Punktmutation in dem Codon, das einen Glycinrest codiert, und zwar an dem Aminosaure-
rest 46, welche die 5'-3'-Exonucleaseaktivitat verringert. Jedoch ist die Gensequenz innerhalb der Polymera-
sedomane des Expressionsvektors pRDA3-2 mit der Wildtyp-Tag-Gensequenz identisch. Das Plasmid
pRDA3-2 ist in US-Patent Nr. 5,466,591, hierin unter Bezugnahme eingeschlossen, worin das Plasmid als
"Clon 3-2" bezeichnet wird, ausfihrlich beschrieben. Das Plasmid pRDA3-2 wurde mit BamHI und Nhel ge-
spalten, und das 265 Basenpaare umfassende PCR-Fragment wurde durch herkémmliche Mittel in den Vektor
ligiert.

[0085] Das erhaltene Plasmid, pLK108, wurde in den E. coli-Stamm DG116 transformiert (Lawyer et al., 1993,
a. a. O., auch erhaltlich von der American Type Culture Collection unter der ATCC-Nr. 53606). Das Plasmid
pLK108 codiert eine thermostabile DNA-Polymerase, welche hierin als G46D, E615G-Taq bezeichnet wird.
Eine Mutante, G46D, E615G, F667Y-Taq, wurde durch Kombination der E615G- und F667Y-Mutationen durch
eine rekombinante PCR in ein BamHI-Nhel-Fragment erzeugt. Dieses Fragment wurde in Plasmid pRDA3-2
cloniert, um das Plasmid pLK109 zu erzeugen. Das exprimierte Protein der thermostabilen DNA-Polymerase
aus den Plasmiden pLK108 und pLK109 wurde gemaf dem durch Lawyer et al., 1993, a. a. O., beschriebenen
Verfahren gereinigt, obwohl die Chromatographieschritte ausgelassen wurden. Die Sequenz der Insertionen
wurde mittels DNA-Sequenzanalyse bestatigt. Eine zusatzliche Mutation in der Sequenz wurde in der
pLK108-Insertion nachgewiesen; jedoch veranderte diese Mutation die Aminosauresequenz des Proteins
nicht.

[0086] Nach einer teilweisen Reinigung wurde die Aktivitat des modifizierten Enzyms durch den bei Lawyer
et al., J. Biol. Chem. 264 (1989), 6427-6437, hierin unter Bezugnahme eingeschlossen, beschriebenen Akti-
vitatstest bestimmt. Die Aktivitdt des modifizierten Enzyms wurde wie folgt berechnet: eine Enzymeinheit ent-
spricht 10 nMol des Produkts, synthetisiert in 30 Minuten. Die Aktivitdt der DNA-Polymerase des Wildtyp-En-
zyms ist linear proportional zu einer Enzymkonzentration von bis zu 80-100 pMol eingebautem dCMP (ver-
dinntes Enzym in 0,12-0,15 Einheiten pro Reaktion). Die Aktivitat der E615G-, G46D- und E615G, F667Y,
G46D-Mutanten ist linear proportional zu Enzymkonzentrationen von bis zu 0,25-3 pMol eingebautem dCMP
(verdiinntes Enzym in 6 x 10~ bis 5 x 10~ Einheiten pro Reaktion). Diese Enzymzubereitung wurde in den in
den Beispielen IlI-V beschriebenen Einbau- und Sequenzierungsreaktionen verwendet. Fur die Beispiele |l
und VI wurde das Enzym gereinigt, wie bei Lawyer et al. (a. a. O.) beschrieben ist.

Beispiel Il
Test zum Vergleich der Effizienz des Einbaus

[0087] Die relative Fahigkeit von G46D- und G46D, E615G-Taq zum Einbau von rNTPs wurde bestimmt, in-
dem die Menge an [a-*?P]rNTP gemessen wurde, die jedes Enzym bei einer begrenzenden Enzymkonzentra-
tion in eine aktivierte Lachssperma-DNA-Matrize einbauen konnte. Um den Einbau von rATP zu messen, wur-
de ein Reaktionsgemisch so hergestellt, dal® die Endkonzentrationen in einer 50 pl-Reaktion wie folgt waren:
12,5 pg aktivierte Lachssperma-DNA, hergestellt, wie nachstehend beschrieben; jeweils 200 yM dCTP, dGTP
und dTTP (Perkin Elmer, Norwalk, CT); 100 uM [a-**P]rATP; 1 mM B-Mercaptoethanol; 25 mM N-Tris[hydroxy-
methyllmethyl-3-amino-propansulfonsaure (TAPS), pH 9,5, 20°C; 50 mM KCI; und 2,25 mM MgCl,.

[0088] Ahnliche Testgemische wurden hergestellt, um den Einbau von rCTP, rGTP und rUTP zu messen. In
jedem Fall wurde das rNTP radiomarkiert und war in 100 uM vorhanden, und die drei restlichen dNTPs (dATP,
dGTP und dTTP fir rCTP; dATP, dCTP und dTTP fiir rGTP; und dATP, dCTP und dGTP flr rUTP) waren jeweils
in 200 uM vorhanden. Als Standard wurde auch der Einbau des entsprechenden [a-*?P]JdNTP durch jedes En-
zym gemessen. Das Testgemisch fur diese Tests entsprach demjenigen fiir den vorstehenden rNTP-Einbau-
test, auBer daR jedes [a-**P]rNTP durch 100 uM des entsprechenden [a-*?P]JdNTP ersetzt wurde. Rohe Lachs-
sperma-DNA, 1 g/l, von Worthington Biochemical (Freehold, NJ) wurde durch Inkubation in 10 mM Tris-HCI,
pH 7,2, 5 mM MgClI,, bei 2°C-8°C fir 96 Stunden aktiviert. EDTA und NaCl wurden anschlieRend zu 12,5 mM
bzw. 0,1 M zugegeben. Die DNA wurde dann mit Phenol/Chloroform extrahiert und anschlieend mit Ethanol
geféllt und in 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5, resuspendiert. Die aktivierte DNA-Praparation wurde dann ge-

17/34



DE 697 30 926 T2 2006.02.23

gen den gleichen Puffer dialysiert.

[0089] 45 pl jedes Reaktionsgemisches wurden in finf 0,5 mI-Réhrchen (z. B. Eppendorf) fiir jeden der
5'-markierten Nucleotidvorlaufer aliquotiert. So wurden G46D-Taq und G46D, E615G-Taq jeweils in doppelter
Ausfertigung getestet, wobei ein Réhrchen fiir eine negative Kontrolle zuriickbehalten wurde. Die Polymerisie-
rungsreaktion in zwei Réhrchen jedes Testgemisches wurde mit 5 pl von entweder G46D-Tag-Polymerase
(0,02 Einheiten) oder G46D, E615G-Taq (0,002 Einheiten) initiiert. Als Kontrolle fiir das Hintergrundniveau wur-
den 5 pl Enzyrnverdinnungspuffer anstelle des Enzyms zu der negativen Kontrollreaktion zugegeben.

[0090] Jede Reaktion wurde mit Hilfe eines Vortexgerats kurz gemischt und fir 10 Minuten bei 75°C inkubiert.
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 10 ul 60 mM EDTA gestoppt und auf Eis gelagert. Fir jede Probe
wurden 50 pl-Aliquots der 60 pl-Reaktion mit 1 ml 2 mM EDTA, 50 pg/ml gescherter Lachssperma-DNA ver-
dinnt. Die DNA wurde mit TCA durch Standardverfahren gefallt und auf GF/C-Filterscheiben (Whatman, Kent,
England) gesammelt. Die Menge des eingebauten [a-*P] markierten Nucleotids oder Ribonucleotids wurde
mittels Flussigkeitsszintillationsspektroskopie quantifiziert, und anschlieRend wurde die Anzahl der eingebau-
ten pMole berechnet. Die Anzahl der pMole fiir jedes rNTP, die durch jedes Enzym eingebaut wurde, wurde
auf die Anzahl der pMole des entsprechenden [a-*?P]dNTP, die durch jedes Enzym eingebaut wurde, normiert.
Die erhaltenen Daten sind nachstehend gezeigt.

Einbauverhaltnis von rNTP zu dNTP fiir G46D- und G46D, E615G-Taq

Enzym Eingebaute pMole (Prozent)
dATP IATP daCTP CTP dGTP  1GTP drTe TP
G46D 27.74 0.052 34.6 0.76 36.94 0.133 28.79 0

(100%) (0.18%) (100%) (022%) (100%) (0.36%) (100%) (0)
G46D, E615G  0.67 141 2.82 5.33 3.27 5.96 0.688 0.545
(100%) (210%) (100%) (189%) (100%) (181%) (100%) (79%)

[0091] Diese Ergebnisse zeigen, dall G46D, E615G eine grélere Effizienz flr den Einbau von Ribonucleoti-
den aufweist, die mehr als 500-fach effizienter ist als fur G46D (z. B. fur rGTP: 181:0,36 = 502-fach; fur rCTP:
189:0,22 = 859-fach; und fur rATP: 210:0,18 = 1166-fach effizienter). Folglich stellte eine Misssense-Mutation
in dem Polymerase-Gen in Codon 615 einen neuen Phanotyp bereit: eine thermostabile DNA-Polymerase mit
der Fahigkeit zum effizienten Einbau von Ribonucleotiden zuséatzlich zu Desoxyribonucleotiden.

Beispiel I
Test zum Vergleich der Effizienz des Einbaus von 3'-Desoxy-ATP (Cordycepin)

[0092] Die relative Fahigkeit von G46D-; G46D, E615G-; G46D, E615G, F667Y-; und G46D, F667Y-Tag zum
Einbau von 3'-Desoxyadenosin-5'-triphoshat (Cordycepintriphoshat) wurde bestimmt, indem die Menge an
[a-*2P]Cordycepintriphoshat gemessen wurde, die jedes Enzym bei einer begrenzenden Enzymkonzentration
in eine aktivierte Lachssperma-DNA-Matrize einbauen konnte. Um den Einbau von [a-*2P]Cordycepintriphos-
hat zu messen, wurde der Test so aufgebaut, dal’ die Endkonzentrationen in einer 50 pl-Reaktion wie folgt wa-
ren: 12,5 ug aktivierte Lachssperma-DNA; jeweils 200 uM dCTP, dGTP und dTTP; 50 uM dATP (Perkin Elmer);
50 uM [a-32P]-3'-dATP/3'-dATP (New England Nuclear, Sigma); 1 mM B-Mercaptoethanol; 25 mM N-Tris[hydro-
xymethylmethyl-3-amino-propansulfonsdure (TAPS), pH 9,5, 20°C; 55 mM KCI; und 2,25 mM MgClI,.

[0093] 45 pl jedes Reaktionsgemisches wurden in neun 0,5 ml-Réhrchen aliquotiert, so dal® jede Reaktion mit
entweder G46D-; G46D, E615G-; G46D, E615G, F667Y-; oder G46D, F667Y-Taq in doppelter Ausfertigung
durchgefiihrt wird, wobei ein Réhrchen fir eine Kontrolle ohne Enzym zurtickbehalten wurde. Die Polymerisie-
rungsreaktion in zwei Réhrchen des Testgemisches wurde mit 5 pl (0,058 Einheiten) der G46D-Tag-Polymera-
se initiiert. Dieselbe Reaktion wurde fur G46D, E615-Taq (0,0025 Einheiten), G46D, E615G, F667Y-Taq
(0,0034 Einheiten) oder G46D, F66Y-Taq (0,083 Einheiten) durchgefuhrt. Als Kontrolle fir das Hintergrund-
niveau wurde die Reaktion in dem verbleibenden Réhrchen mit Enzymverdinnungspuffer anstelle des Enzyms
initiiert.

[0094] Jede Reaktion wurde mit Hilfe eines Vortexgerats kurz gemischt und fiir 10 Minuten bei 75°C inkubiert.
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 10 ul 60 mM EDTA gestoppt und auf Eis gelagert. Fir jede Probe
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wurden 50 pl-Aliquots der 60 pl-Reaktion mit 1 ml 2 mM EDTA, 50 pg/ml gescherter Lachssperma-DNA ver-
dinnt. Die DNA wurde mit TCA durch Standardverfahren gefallt und auf GF/C-Filterscheiben (Whatman, Kent,
England) gesammelt. Die Menge des eingebauten [a-*?P] markierten Nucleotids wurde mittels Fliissigkeits-
szintillationsspektroskopie quantifiziert, und anschlie3end wurde die Anzahl der eingebauten pMole berechnet.
Die Anzahl der pMole an [a-*’P]Cordycepintriphoshat, die durch jedes Enzym eingebaut wurde, wurde durch
die in dem Test verwendete Anzahl der Einheiten jedes Enzyms dividiert, um die eingebauten pMole pro En-
zymeinheit zu erhalten. Ein Tabelle dieser Daten ist nachstehend gezeigt.

Einbau von [a-*P]Cordycepin durch G46D-; G46D, E615G-; G46D, E615G, F667Y-; und G46D, F667Y-Taq

Enzym Eingebaute pMole pro Enzymeinheit
G46D 0.221

G46D, E615G 1.56

G46D, E615G, F667Y 893.6

G46D, F667Y 0.74

[0095] Diese Ergebnisse zeigen, dafd sowohl die E615G- als auch die F667Y-Mutation fir den effizienten Ein-
bau des Cordycepinmolekdls in die DNA erforderlich sind.

Beispiel IV
DNA-Sequenzierung mit alkalischer Spaltung unter Verwendung der G46D, E615G-Tag-DNA-Polymerase

[0096] Dieses Beispiel veranschaulicht die Anwendung der erfindungsgemafien modifizierten Polymerase
bei der Sequenzierung mit alkalischer Spaltung unter Verwendung einer teilweise mit rINTP substituierten DNA.
Das Verhaltnis von rNTP zu dNTP in den Reaktionsgemischen lag zwischen 1 : 80 und 1 : 8. Die Primerver-
Idngerungsreaktionen wurden in einem Puffer durchgeflhrt, der aus 50 mM Bicin (N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)gly-
cin; pH 8,3), 25 mM KOAc und 2,5 mM MgCl, bestand. Vier Einzelreaktionen, eine fiir jedes der vier rNTPs,
wurden durchgefuhrt. Jede Reaktion (50 pl) enthielt jeweils 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Perkin EI-
mer) und 0,09 pMol einer einzelstrangigen M13mp18-DNA-Matrize (Perkin Elmer), angelagert an 5'-[**P]-mar-
kiertes DG48 (Lawyer et al., PCR Methods and Applications 2 (1993), 275-287). Die Reaktionen enthielten
auch 2,5 uM, 2,5 uM, 2,5 pM oder 25 pM rATP, rCTP, rGTP bzw. rUTP.

[0097] Jede der vier Reaktionen wurde durch Zugabe von 7 Einheiten G46D, E615G-Tag-DNA-Polymerase
initiiert und bei 75°C fur 10 Minuten inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 10 yl 60 mM EDTA
gestoppt und auf Eis gestellt. 20 pl jeder Reaktion wurden zu 80 pl 50 puM Bicin (pH 8,3), 25 mM KOAc und 2,5
mM MgCl, zugegeben. Spaltprodukte wurden durch Zugabe von 7 pyl 1 N NaOH und Inkubation fiir 15 Minuten
bei 98°C erzeugt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 7 pl 1 N HCI neutralisiert. Jede Reaktion wurde
durch die Zugabe von 312 pl 95% Ethanol und 10 pl 3 M Natriumacetat (pH 4,8) ausgefallt. Die Reaktionen
wurden in einer Mikrozentrifuge fir 15 Minuten zentrifugiert, um den Niederschlag zu sammeln, der Uberstand
wurde entfernt, die Pellets wurden mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Jedes Pellet wurde in
5 ul 0,5 x Stopppuffer (erhaltlich von Perkin Elmer, Norwalk, CT, enthalt 95% Formamid, 20 mM EDTA und
0,05% Bromphenolblau) resuspendiert, bei 98°C fur 3 Minuten erhitzt und direkt auf ein 6% Polyacrylamid/8 M
Harnstoff-DNA-Sequenzierungsgel, das vorher einer Elektrophorese unterworfen worden war, geladen und ei-
ner Elektrophorese unterzogen. Das Gel wurde getrocknet und einem Réntgenfilm ausgesetzt. Der erhaltene
Film zeigte ein deutliches leiterformiges Sequenzmuster, das tber 100 Basen der richtigen Sequenz bereit-
stellte.

Beispiel V

DNA-Sequenzierung unter Verwendung der G46D E615G F667Y-Tag-DNA-Polymerase und von 3'-Deso-
xy-Nucleotidtriphosphaten

[0098] Dieses Beispiel veranschaulicht die Anwendung der modifizierten Polymerase G46D, E615G,
F667Y-Taq bei der DNA-Sequenzierung unter Verwendung von 3'-Desoxy-Nucleotidtriphosphaten. Dieses Ex-
periment wurde unter Verwendung von 3'-Desoxy-ATP durchgefihrt; es kdnnte jedoch auch auf die Verwen-
dung mit anderen 3'-Desoxy-Nucleotiden Ubertragen werden. Die Primerverlangerungsreaktionen wurden in
einem Puffer durchgefiihrt, der aus 50 pM Bicin (pH 8,3), 25 pM KOAc und 2,5 mM MgCl, bestand. Jede Re-
aktion (50 pl) enthielt jeweils 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Perkin Elmer) und 0,09 pMol einer einzel-
strangigen M13mp18-DNA-Matrize (Perkin Elmer), angelagert an 5'-[**P] markiertes DG48 (Lawyer et al., PCR
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Methods and Applications 2 (1993), 275-287). Die Reaktionen enthielten auch 0 pM, 0,1 uyM, 0,25 uM, 0,5 pM,
1 UM oder 5 uM 3'-Desoxy-ATP.

[0099] Jede der Reaktionen wurde durch Zugabe von 7 Einheiten G46D, E615G, F667Y-Tag-DNA-Polyme-
rase initiilert und bei 75°C fir 10 Minuten inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 10 pl 60 mM
EDTA gestoppt und auf Eis gestellt. 30 pl jeder Reaktion wurden mit Ethanol gefallt und in Stopppuffer resus-
pendiert, bei 98°C fir 3 Minuten erhitzt und direkt auf ein 6% Polyacrylamid/8 M Harnstoff-DNA-Sequenzie-
rungsgel, das vorher einer Elektrophorese unterworfen worden war, geladen und einer Elektrophorese unter-
zogen. Das Gel wurde getrocknet und einem Rontgenfilm ausgesetzt. Die Bahnen, welche die in Anwesenheit
von Cordyceptin durchgefiihrten Reaktionen enthielten, zeigten deutlich erkennbare leiterformige Terminati-
onsmuster. Die Bahnen, welche das meiste Cordyceptin enthielten, d. h. 5 yM, zeigten ein leiterférmiges Ter-
minationsmuster, wobei die Bahnen im Durchschnitt kiirzer waren als in den Bahnen, in denen die Cordycep-
tin-Konzentrationen niedriger waren. Die Bahn, welche die in Abwesenheit von Cordyceptin durchgefiihrte Re-
aktion enthielt, zeigte meistens das Produkt vollstandiger Lange und kein leiterférmiges Terminationsmuster.
Diese Ergebnisse zeigen, daf3 das mutierte Enzym zum Einbau von Cordyceptin fahig ist und daf’ der Einbau
dieses Molekiuls in ein Primerverlangerungsprodukt eine Termination bewirkt. Dieses Verfahren kénnte auch
angewendet werden, um mit 3'-Desoxy-CTP, 3'-Desoxy-GTP und 3'-Desoxy-UTP ein leiterférmiges DNA-Se-
quenzierungsmuster zu erzeugen.

Beispiel VI
Farbstoff-Primer-PCR-Sequenzierung mit der G46D, E615G-Tag-DNA-Polymerase

[0100] Dieses Beispiel zeigt die Anwendung der erfindungsgemafRen modifizierten Polymerase bei der Farb-
stoff-Primer-Sequenzierung unter Verwendung von Ribonucleosidtriphosphaten (rNTPs) in einer PCR und bei
einem Verhaltnis von rNTP : dNTP von nicht mehr als 1 : 30. Vier Einzelreaktionen, eine fir jedes der rNTPs,
wurden durchgefiihrt. Die PCR-Sequenzierungsreaktionen wurden in einem Puffer durchgefiihrt, der aus 25
mM Tris-HCI (pH 9), 5,0 mM MgClI, und 10% Glycerin (Vol./Vol.) bestand. Jede Reaktion enthielt auch jeweils
500 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Perkin Elmer), 5 x 10° Kopien/ul pBSM13+-Plasmid (Stratagene)-Ma-
trize, linearisiert mit Xmnl-Restriktionsendonuclease, und 0,05 Einheiten/ul G46D, E615G-Tag-DNA-Polyme-
rase. Ribo-ATP-Reaktionen (10 pl) enthielten 2,5 yM ATP (Pharmacia Biotech), 0,1 yM JOE-M13-Farb-
stoff-Ruckwartsprimer (Perkin Elmer) und 0,1 pM Primer ASC46 (5-CGCCATTCGCCATTCAG). Ri-
bo-CTP-Reaktionen (10 pl) enthielten 2,5 uM CTP (Pharmacia Biotech), 0,1 uM FAM-M13-Farbstoff-Rickwart-
sprimer (Perkin Elmer) und 0,1 uM Primer ASC46. Ribo-GTP-Reaktionen (20 pl) enthielten 2,5 yM GTP (Phar-
macia Biotech), 0,1 yM TAMRA-M13-Farbstoff-Rickwartsprimer (Perkin Elmer) und 0,1 yM Primer ASC46. Ri-
bo-UTP-Reaktionen (20 pl) enthielten 16 uM UTP (Pharmacia Biotech), 0,1 yM ROX-M13-Farbstoff-Ruckwart-
sprimer (Perkin Elmer) und 0,1 uM Primer ASC46.

[0101] Jede der vier Reaktionen wurde in eine vorerhitzte (75°C) Perkin Elmer-GeneAmp® PCR-System
9600-Thermocycler-Vorrichtung eingebracht und 30 Zyklen von 95°C flr 10 Sekunden, 55°C fir 10 Sekunden,
1 Minute erwarmen auf 65°C und 65°C fir 5 Minuten unterzogen. Die rATP- und rCTP-Reaktionen erzeugten
jeweils 6 x 10" Kopien eines farbstoffmarkierten amplifizierten Produkts aus 300 Basenpaaren, und die rGTP-
und UTP-Reaktionen erzeugten jeweils 1,2 x 10'? Kopien eines farbstoffmarkierten amplifizierten Produkts aus
300 Basenpaaren.

[0102] Zur Bestimmung der DNA-Sequenz der amplifizierten PCR-Produkte ohne das Erfordernis einer se-
paraten enzymatischen DNA-Sequenzierungsreaktion wurden die Reaktionen wie folgt vereinigt, mit einer
Base und Hitze behandelt, neutralisiert und ausgefallt. Jeweils 4 pl der ATP- und CTP-Reaktionen und jeweils
8 pl der GTP- und UTP-Reaktionen wurden vereinigt. 2 pyl 0,25 M EDTA (pH 8,0) (10 mM Endkonzentration),
10 pl 1 M NaOH (200 mM Endkonzentration) und 14 pl H,O wurden zu der vereinigten Reaktion zugegeben,
die dann bei 95°C fiir 5 Minuten in einer GeneAmp® PCR-System 9600-Thermocycler-Vorrichtung inkubiert
und mit 10 pl 1 M HCI neutralisiert wurde. Die vereinigte Reaktion wurde anschlieRend durch die Zugabe von
150 pl 95% Ethanol, gefolgt durch eine Inkubation bei 4°C fiir 15 Minuten, ausgefallt. Die Reaktion wurde dann
in einer Mikrozentrifuge fiir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um den Niederschlag zu sammeln, und der Uber-
stand wurde durch Absaugen entfernt. Das Pellet wurde mit 300 pl 70% Ethanol gewaschen und in einer Mi-
krozentrifuge fiir 15 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde durch Absaugen entfernt und das Pellet wurde
getrocknet. Das Pellet wurde in 6 pl Formamid, 50 mg/ml Blue-Dextran (in 25 mM EDTA) 5 : 1 (Vol./Vol.) re-
suspendiert und bei 90°C fir 3 Minuten erhitzt. 1,5 pl des resuspendierten Pellets wurden direkt auf ein 5%
Long Ranger (FMC BioProducts), 6 M Harnstoff-Sequenzierungsgel geladen, das vorher einer Elektrophorese
unterworfen worden war. Das Pellet wurde dann einer Elektrophorese unterzogen und in einem Perkin EI-
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mer-ABI Prism™ 377-DNA-Sequenzanalysengerat gemal den Anweisungen des Herstellers analysiert. Die
automatische Basenbezeichnung durch die Perkin Elmer-ABI-Prism™-Sequenzierungsanalyse-Software er-
gab eine Genauigkeit von mehr als 99% fiir die DNA-Sequenzbestimmung des mittels PCR amplifizierten Pro-
dukts aus 300 Basenpaaren.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE INFORMATION:
(i) ANMELDER:
(A) NAME: F. Hoffmann-La Roche Ltd.
(B) STRASSE: Grenzacherstrasse 124
(C) STADT: Basel
(D) LAND: BS
(E) STAAT: Schweiz
(F) POSTLEITZAHL: CH-4070
(G) TELEFON: (0) 61 688 24 03
(H) TELEFAX: (0) 61 688 13 95
(I) TELEX: 962292/965512 hir ch
(i) TITEL DER ERFINDUNG: Modifizierte thermostabile DNA-Polymerase
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 8
(iv) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) MEDIUMTYP: Diskette
(B) COMPUTER: IBM PC-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPO)
(vi) DATEN DER FRUHEREN ANMELDUNG:
(A) ANMELDUNGSNUMMER: US 60/023,376
(B) EINREICHUNGSDATUM: 6. August 1996
(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 1:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminosiuren
(B) TYP: Aminoséure
(D) TOPOLOGIE: Linear
(ii) MOLEKULTYP: Peptid
(ix) MERKMAL:
(A) BEZEICHNUNG/SCHLUSSEL: Peptid
(B) LAGE: 4
(D) ANDERE INFORMATION: /Marker = Xaa
/Anmerkung = "wobei Xaa ein beliebiger Aminosaurerest, aber nicht Glu ist"
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(ix) MERKMAL.:
(A) BEZEICHNUNG/SCHLUSSEL: Peptid
(B) LAGE: 7
(D) ANDERE INFORMATION: /Marker = Xaa
/Anmerkung = "wobei Xaa Ile oder Val ist"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 1:

Ser Gln Ile Xaa Leu Arg Xaa
1 5
(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 2:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminosiuren
(B) TYP: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: Linear
(ii) MOLEKULTYP: Peptid
(ix) MERKMAL:
(A) BEZEICHNUNG/SCHLUSSEL: Peptid
(B) LAGE: 7
(D) ANDERE INFORMATION: /Marker = Xaa
/Anmerkung = "wobei Xaa Ile oder Val ist"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 2:

Ser Gln Ile Glu Leu Arg Xaa
1 5

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 3:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminoséuren
(B) TYP: Aminoséure
(D) TOPOLOGIE: Linear
(i) MOLEKULTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 3:

Ser Gln Ile Glu Leu Arg Val
1 5
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 4:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 7 Aminosiuren
(B) TYP: Aminoséure
(D) TOPOLOGIE: Linear
(ii) MOLEKULTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 4:

Ser Gln Ile Glu Leu Arg Ile
1 5

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 5:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 15 Aminosduren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear
(i) MOLEKULTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 5:

Leu Asp Tyr Ser Gln Ile Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser
1 5 10 15

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 6:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 15 Aminosiuren
(B) TYP: Aminoséure
(D) TOPOLOGIE: Linear
(i) MOLEKULTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 6:

Leu Asp Tyr Ser Gln Ile Gly Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser
1 5 10 15
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 7:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 2626 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Doppelstrang
(D) TOPOLOGIE: Linear
(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)
(i11) HYPOTHETISCH: Nein
(iv) ANTISENSE: Nein
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Thermus aquaticus
(ix) MERKMAL:
(A) BEZEICHNUNG/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 121..2616
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 7:

AAGCTCAGAT CTACCTGCCT GAGGGCGTCC GGTTCCAGCT GGCCCTTCCC GAGGGGGAGA

GGGAGGCGTT TCTAAAAGCC CTTCAGGACG CTACCCGGGG GCGGGTGGTG GAAGGGTAAC
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ATG
Met

GTG
val

CTC

Leu

AAG
Lys

GTC
val
65

TAC
Tyr

GCC
Ala

GTC
Val

GCG
Ala

CTT
Leu
145

TAC
Tyr

GAC
Asp

CTT
Leu

GAG
Glu

AAG
Lys
225

AGG
Arg

GAC
Asp

ACC
Thr

AGC
Ser
50

TTT
Phe

AAG
Lys

CTC
Leu

CCG
Pro

GAA
Glu
130

TAC
Tyr

CTC
Leu

CAG
Gln

CccC
Pro

GAG
Glu
210

CCC
Pro

GGG
Gly

GGC
Gly

ACC
Thr
35

CTC
Leu

GAC
Asp

GCG
Ala

ATC
Ile

GGC
Gly
115

ARG
Lys

CaG
Gln

ATC
Ile

TGG
Trp

GGG
Gly
195

TGG
Trp

GCC
Ala

ATG
Met

CAC
His
20

AGC
Ser

CTC
Leu

GCC
Ala

GGC
Gly

AAG
Lys
100

TAC
Tyr

GAG
Glu

CTC
Leu

ACC
Thr

GCC
Ala
180

GTC
Val

GGG
Gly

ATC
Ile

CTG
Leu

CAC
His

CGG
Arg

ARG
Lys

ARG
Lys

CGG
Arg
85

GAG
Glu

GAG
Glu

GGC
Gly

CTT
Leu

CCG
Pro
165

GAC
Asp

AAG
Lys

AGC
Ser

CGG
Arg
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cCcC
Pro

CTG
Leu

GGG
Gly

GCC
Ala

GCC
Ala
70

GCC
Ala

CTG
Leu

GCG
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser
150

GCC
Ala

TAC
Tyr

GGC
Gly

CTIG
Leu

GAG
Glu
230

CTC
Leu

GCC
Ala

GAG

Glu

CtcC
Leu
55

CccC
Pro

CCC
Pro

GTG
vVal

GAC
Asp

GAG
Glu
135

GAC
Asp

TGG
Trp

CGG
Arg

ATC
Ile

GAA
Glu
215

AAG
Lys

TTT
Phe

TAC
Tyr

CCG
Pro
40

AAG
Lys

TCC
Ser

ACG
Thr

GAC
Asp

GAC
Asp
120

GTC
Val

CGC
Arg

CTT
Leu

GCC
Ala

GGG
Gly
200

GCC
Ala

ATC
Ile

GAG
Glu

CGC
Arg
25

GTG
val

GAG
Glu

TTC
Phe

CCG
Pro

CTC
Leu
105

GTC
val

CGC
Arg

ATC
Ile

TGG
Trp

CTG
Leu
185

GAG
Glu

CTC
Leu

CTG
Leu

cce
Pro
10

ACC
Thr

CAG
Gln

GAC
Asp

CGC
Arg

GAG
Glu
90

CTG
Leu

CTG
Leu

ATC
Ile

CAC
His

Glu
170

ACC
Thr

AAG
Lys

CTC
Leu

GCC
Ala

AAG GGC CGG GTC CTC CTG
Lys Gly Arg Val

TTC
Phe

GCG
Ala

GGG
Gly

CAC
His
75

GAC
Asp

GGG
Gly

GCC
Ala

CTC
Leu

GTC
val
155

AAG
Lys

GGG
Gly

ACG
Thr

AAG
Lys

CAC
His
235
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CAC
His

GTC
val

GAC
Asp
60

GAG
Glu

TTT
Phe

CTG
Leu

AGC
Ser

ACC
Thr
140

CTC
Leu

TAC
Tyr

GAC
Asp

GCG
Ala

ARC
Asn
220

ATG
Met

GCC
Ala

TAC
Tyr
45

GCG
Ala

GCC
Ala

CccC
Pro

GCG
Ala

CTG
Leu
125

GCC
Ala

CAC
His

GGC
Gly

GAG
Glu

AGG
Arg
205

CTG
Leu

GAC
Asp

CTG
Leu
30

GGC
Gly

GTG
Val

TAC
Tyr

CGG
Arg

CGC
Arg
110

GCC
Ala

GAC
Asp

cce
Pro

CTG
Leu

TCC
Ser
190

AAG
Lys

GAC
Asp

GAT
Asp

Leu
15

AAG
Lys

TTC
Phe

ATC
Ile

GGG
Gly

CAA
Gln
95

CTC
Leu

AAG
Lys

Lys

GAG
Glu

AGG
Arg
175

GAC
Asp

CTT
Leu

CGG
Arg

CTG
Leu

Leu

GGC
Gly

GCC
Ala

GTG
Val

GGG
Gly
80

CTC
Leu

GAG
Glu

AAG
Lys

GAC
Asp

GGG
Gly
160

CCC
Pro

AAC
Asn

CTG
Leu

CTG
Leu

AAG
Lys
240

168

216

264

312

360

408

456

504

552

600

648

696

744

792

840



CTC
Leu

GAC
Asp

CTG
Leu

Glu

GCC
Ala
305

CTT
Leu

GAG
Glu

GCC
Ala

CcCcc
Pro

ACC
Thr
385

GAG
Glu

TGG
Trp

GTG
Val

GTG
vVal

TCC
Ser

TTC
Phe

GAG
Glu

AGC
Ser
290

TTC
Phe

CTG
Leu

CCT
Pro

Lys

GGC
Gly
370

ACC
Thr

GCG
Ala

GGG
Gly

GAG
Glu

CGC
Arg
450

TGG
Trp

GCC
Ala

AGG
Arg
275

cccC
Pro

GTG
Val

GCC
Ala

TAT
Tyr

GAC
Asp
355

GAC
Asp

cccC
Pro

GGG
Gly

AGG
Arg

AGG
Arg
435

CTG
Leu

GAC
Asp

Lys
260

CTT
Leu

AAG
Lys

GGC
Gly

CTG
Leu

Lys
340

CTG
Leu

GAC
Asp

GAG
Glu

GAG
Glu

CTT
Leu
420

CcccC
Pro

GAC
Asp

CTG
Leu
245

AGG
Arg

GAG
Glu

GCC
Ala

TTT
Phe

GCC
Ala
325

GCC
Ala

AGC
Ser

cccC
Pro

GGG
Gly

CGG
Arg
405

GAG
Glu

CTT
Leu

GTG
val
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GCC
Ala

CGG
Arg

TTT
Phe

CTG
Leu

GTG

Val
310

GCC
Ala

CTC
Leu

GTT
Val

ATG
Met

GTG
Val
390

GCC
Ala

GGG
Gly

TCC
Ser

GCC
Ala

AAG GTG CGC ACC

Lys

GAG
Glu

GGC
Gly

GAG
Glu
295

CTT
Leu

GCC
Ala

AGG
Arg

CTG
Leu

CTC
Leu
375

GCC
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu

GCT
Ala

TAT
Tyr
455

Val

cce
Pro

AGC
Ser
280

GAG
Glu

TCC
Ser

AGG
Arg

GAC
Asp

GCC
Ala
360

CTC
Leu

CGG
Arg

CTT
Leu

GAG
Glu

GTC
Val
440

CTC
Leu

Arg

GAC
Asp
265

CTC
Leu

GCC
Ala

CGC
Arg

GGG
Gly

CTG
Leu
345

CTG
Leu

GCC
Ala

CGC
Arg

TCC
Ser

AGG
Arg
425

CTG
Leu

AGG
Arg

Thr
250

CGG
Arg

CTC
Leu

cccC
Pro

AAG
Lys

GGC
Gly
330

AAG
Lys

AGG
Arg

TAC
Tyr

TAC
Tyr

GAG
Glu
410

CTC
Leu

GCC
Ala

GCC
Ala

GAC
Asp

GAG
Glu

CAC
His

TGG
Trp

GAG
Glu
315

CGG
Arg

GAG
Glu

GAA
Glu

CTC
Leu

GGC
Gly
395

AGG
Arg

CTT
Leu

CAC
His

TTG
Leu
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CTG CCC. CTG GAG

Leu

AGG
Arg

GAG
Glu

Cccc
Pro
300

CcccC
Pro

GTC
Val

GCG
Ala

GGC
Gly

CTG
Leu
380

GGG
Gly

CTC
Leu

TGG
Trp

ATG
Met

TCC
Ser
460

Pro

CTT
Leu

TTC
Phe
285

CCG
Pro

ATG
Met

CAC
His

CGG
Arg

CTT
Leu
365

GAC
Asp

GAG
Glu

TTC
Phe

CTT
Leu

GAG
Glu
445

CTG
Leu

Leu

AGG
Arg
270

GGC
Gly

CCG
Pro

TGG
Trp

CGG
Arg

GGG
Gly
350

GGC
Gly

CCT
Pro

TGG
Trp

GCC
Ala

TAC
Tyr
430

GCC
Ala

GAG
Glu

Glu
255

GCC
Ala

CTT
Leu

GAA
Glu

GCC
Ala

GCC
Ala
335

CTT
Leu

CTC
Leu

TCC
Ser

ACG
Thr

AAC
Asn
415

CGG
Arg

ACG
Thr

GTG
val

GTG
Val

TTT
Phe

CTG
Leu

GGG
Gly

GAT
Asp
320

Cccc
Pro

CTC
Leu

CCG
Pro

AAC

‘Asn

GAG
Glu
400

CTG
Leu

GAG
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

888

936

984

1032

1080

1128

1176

1224

1272

1320

1368

1416

1464

1512



GAG
Glu
465

ccc
Pro

GAG
Glu

TCC
Ser

GTG
Val

TAC
Tyr
545

cac
His

TCC
Ser

AGG
Arg

CTG
Leu

GAC
Asp
625

GAG
Glu

CTG
Leu

ATG
Met

GCC
Ala

GAG
Glu

TTC
Phe

CTA
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu
530

ATT
Ile

ACC
Thr

GAT
Asp

ATC
Ile

GAC
Asp
610

GAG
Glu

ACC
Thr

ATG
Met

TCG
Ser

CAG
Gln
690

ATC
Ile

AAC
Asn

GGG
Gly

AGC
Ser
515

AAG
Lys

GAC
Asp

CGC
Arg

CcCcC
Pro

CGC
Arg
595

TAT
Tyr

AAC
Asn

GCC
Ala

CGC
Arg

GCC
Ala
675

GCC
Ala

GCC
Ala

CTC
Leu

CTT
Leu
500

GCC
Ala

ATC
Ile

CccC
Pro

TTC
Phe

AAC
Asn
580

CGG
Arg

AGC
Ser

CTG
Leu

AGC
Serxr

CGG
Arg
660

CAC
His

TTC
Phe

CGC
Arg

AAC
Asn
485

CCccC
Pro

GCC
Ala

CTG
Leu

TTG
Leu

AAC
Asn
565

CTC
Leu

GCC
Ala

CAG
Gln

ATC
Ile

TGG
Trp
645

GCG
Ala

CGC
Arg

ATT
Ile
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CTC GAG GCC GAG GTC TTC CGC CTG
Phe Arg Leu

Leu
470

TCC
Ser

GCC
Ala

GTC
Val

CAG
Gln

CCG
Pro
550

CaG
Gln

CAG
Gln

TTC
Phe

ATA
Ile

CGG
Arg
630

ATG
Met

GCC
Ala

CTC
Leu

GAG
Glu

Glu

CGG
Arg

ATC
Ile

CTG
Leu

TAC
Tyr
535

GAC
Asp

ACG
Thr

AAC
Asn

ATC
Ile

GGG
Gly
615

GTC
Val

TTC
Phe

AAG
Lys

TCC
Ser

CGC
Arg
695

Ala

GAC
Asp

GGC
Gly

GAG
Glu
520

CGG
Arg

CTC
Leu

GCC
Ala

ATC
Ile

GCC
Ala
600

CTC
Leu

TTC
Phe

GGC
Gly

ACC
Thr

CaG
Gln
680

TAC
Tyr

Glu

CAG
Gln

AAG
Lys
505

GCC
Ala

GAG
Glu

ATC
Ile

ACG
Thr

cCC
Pro
585

GAG
Glu

AGG
Arg

CAaG
Gln

GTC
vVal

ATC
Ile
665

GAG
Glu

TTT
Phe

Val

CTIG
Leu
490

ACG
Thr

CTC
Leu

CTC
Leu

CAC
His

GCC
Ala
570

GTC
Val

GAG
Glu

GTG
val

GAG
Glu

CCC
Pro
650

AAC
Asn

CTA
Leu

CAG
Gln

475

GAA
Glu

GAG
Glu

CGC
Arg

ACC
Thr

CcCC
Pro
555

ACG
Thr

CGC
Arg

GGG
Gly

CTG
Leu

GGG
Gly
635

CGG
Arg

TTC
Phe

GCC
Ala

AGC
Ser
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AGG
Arg

AAG
Lys

GAG
Glu

AAG
Lys
540

AGG

GGC
Gly

ACC
Thr

TGG
Trp

GCC
Ala
620

CGG
Arg

GAG
Glu

GGG
Gly

ATC
Ile

TTC
Phe
700

GTC
Val

ACC
Thr

GCC
Ala
525

CTG
Leu

ACG
Thr

AGG
Arg

CCG
Pro

CTA
Leu
605

CAC
His

GAC
Asp

GCC
Ala

GTC
val

CCT
Pro
685

cccC
Pro

GCC
Ala

CTC
Leu

GGC
Gly
510

CAC
His

AAG
Lys

GGC
Gly

CTA
Leu

CTT
Leu
590

TTG
Leu

CTC
Leu

ATC
Ile

GTG
Val

CTC
Leu
670

TAC
Tyr

AAG
Lys

GGC
Gly

TTT
Phe
495

AAG
Lys

CCC
Pro

AGC
Ser

CGC

AGT
Ser
575

GGG
Gly

GTG
vVal

TCC
Ser

CAC
His

GAC
Asp
655

TAC
Tyr

GAG
Glu

GTG
Val

CAC
His
480

GAC
Asp

CGC
Arg

ATC
Ile

ACC
Thr

CTC
Leu
560

AGC
Ser

CAG
Gln

GCC
Ala

GGC
Gly

ACG
Thr
640

CCC
Pro

GGC
Gly

GAG
Glu

CGG
Arg

1560

1608

1656

1704

1752

1800

1848

1896

1944

1992

2040

2088

2136

2184

2232



GCC
Ala
705

GAG
Glu

GTG
val

GTC
Val

TTC
Phe

GAC
Asp
785

CGG
Arg

CTG
Leu

TGG
Trp

ACC
Thr

AAG
Lys

CAG
Gln

CcCcC
Pro
770

GAG
Glu

CTG
Leu

GAG
Glu

ATT
Ile

CTC
Leu

AGC
Ser

GGC
Gly
755

AGG
Arg

CTG
Leu

GCC
Ala

GTG
val

TGATACCACC

GAG
Glu

TTC
Phe

GTG
vVal
740

ACC
Thr

CTG
Leu

GTC
Val

AAG
Lys

GAG
Glu
820

ARG
Lys

GGC
Gly
725

CGG
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu

CTC
Leu

GAG
Glu
805

GTG
Val
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ACC
Thr
710

CGC
Arg

GAG
Glu

GCC
Ala

GAA
Glu

GAG
Glu
730

GTC
val

GGG
Gly

CTG
Leu

CGC
Arg

GCG
Ala

GAC
Asp

ATG
Met
775

GCC
Ala

ATG
Met

ATA
Ile

GAG
Glu

CGC
Arg

GCC
Ala

CTC
Leu
760

GGG
Gly

cCa
Pro

GAG
Glu

GGG
Gly

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAG
Glu
745

ATG
Met

GCC
Ala

Lys

GGG
Gly

GAG
Glu
825

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 8:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

Met Arg Gly Met
1

Val Asp Gly

Leu Thr Thr

Lys Ser Leu

(A) LANGE: 832 Aminosiuren

(B) TYP: Aminosdure

(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 8:

50

35

His

Ser

Leu

20

5

55

40

GGC
Gly

GTG
Val
730

CGC
Arg

AAG
Lys

AGG
Arg

GAG
Glu

GTG
val
810

GAC
Asp

25

AGG
Arg
715

cca
Pro

ATG
Met

CTG
Leu

ATG
Met

AGG
Arg
795

TAT
Tyr

TGG
Trp

Leu Pro Leu Phe Glu Pro

AGG
Arg

GAC
Asp

GCC
Ala

GCT
Ala

CTC
Leu
780

GCG
Ala

ccc
Pro

CTC
Leu

10

His Leu Ala Tyr Arg Thr

Arg Gly Glu Pro Vval Gln

Lys Ala Leu Lys Glu Asp
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CGG
Arg

CTA
Leu

TTC
Phe

ATG
Met
765

CTT
Leu

GAG
Glu

CTG
Leu

TCC
Ser

GGG
Gly

GAG
Glu

AAC
Asn
750

GTG
Val

CAG
Gln

GCC
Ala

GCC
Ala

GCC
Ala
830

Lys Gly Arg

Gly Asp Ala

60

TAC
Tyr

GCC
Ala
735

ATG
Met

AAG
Lys

GTC
val

GTG
Val

GTG
Val
815

AAG
Lys

Phe His Ala

Ala Val Tyr

45

GTG
vVal
720

CGG
Arg

CcC
Pro

CTC
Leu

CAC
His

GCC

Ala

800
ccc
Pro

GAG
Glu

15

2280

2328

2376

2424

2472

2520

2568

2616

2626

vVal Leu Leu

Leu Lys Gly

30

Gly Phe Ala

Val Ile Val



val

65

Tyr

Ala

vVal

Ala

Leu

145

Tyr

Asp

Leu

Glu

Lys

225

Leu

Asp

Leu

Glu

Ala

305

Leu

Glu

Ala

Pro

Phe
Lys
Leu
Pro
Glu
130
Tyr
Leu
Gln
Pro
Glu
210
Pro
Ser
Phe
Glu
Ser
290
Phe
Leu
Pro
Lys

Gly
370

Asp
Ala
Ile
Gly
115
Lys
Gln
Ile
Trp
Gly
195
Trp
Ala
Trp
Ala
Arg
275
Pro
val
Ala
Tyr
Asp

355

Asp

Ala
Gly
Lys
100
Tyr
Glu
Leu
Thr
Ala
180
Val
Gly
Ile
Asp
Lys
260
Leu
Lys
Gly
Leu
Lys
340

Leu

Asp
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Lys Ala Pro Ser Phe Arg His

Arg

85
Glu
Glu
Gly
Leu
Pro
165
Asp
Lys
Ser
Arg
Leu
245
Arg
Glu
Ala
Phe
Ala
325
Ala

Ser

Pro

70

Ala

Leu

Ala

Tyr

Ser

150

Ala

Tyr

Gly

Leu

Glu

230

Ala

Arg

Phe

Leu

Val

310

Ala

Leu

Val

Met

Pro

Val

Asp

Glu

135

Asp

Trp

Arg

Ile

Glu

215

Lys

Lys

Glu

Gly

Glu

295

Leu

Ala

Arg

Leu

Leu
375

Thr
Asp
Asp

120

Val

Leu
Ala
Gly
200
Ala
Ile
val
Pro
Ser
280
Glu
Ser
Arg
Asp
Ala

360

Leu

Pro
Leu
105
vVal
Arg
Ile
Trp
Leu
185
Glu
Leu
Leu
Arg
Asp
265
Leu
Ala
Arg
Gly
Leu
345

Leu

Ala

Glu

90
Leu
Leu
Ile
His
Glu
170
Thr
Lys
Leu
Ala
Thr
250
Arg
Leu
Pro
Lys
Gly
330
Lys

Arg

Tyr
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75

Asp

Gly

Ala

Leu

Val

155

Lys

Gly

Thr

Lys

His

235

Asp

Glu

His

Trp

Glu

315

Arg

Glu

Glu

Leu

Glu Ala Tyr Gly Gly

Phe

Leu

Ser

Thr

140

Leu

Tyr

Asp

Ala

Asn

220

Met

Leu

Arg

Glu

Pro

300

Pro

val

Ala

Gly

Leu
380

Pro
Ala
Leu
125
Ala
His
Gly
Glu

Arg

205

Leu

Asp

Pro

Leu

Phe

285

Pro

Met

His

Arg

Leu

365

Asp

Arg
Arg
110
Ala
Asp
Pro
Leu
Ser
190
Lys
Asp
Asp
Leu
Arg
270
Gly
Pro
Trp
Arg
Gly
350

Gly

Pro

Gln

95
Leu
Lys
Lys
Glu
Arg
175
Asp
Leu
Arg
Leu
Glu
255
Ala
Leu
Glu
Ala
Ala
335
Leu

Leu

Ser

80

Leu

Glu

Lys

Asp

Gly

160

Pro

Asn

Leu

Leu

Lys

240

Val

Phe

Leu

Gly

Asp

320

Pro

Leu

Pro

Asn



Thr

385

Glu

Trp

Val

vVal

Glu

465

Pro

Glu

Ser

Val

Tyr

545

His

Ser

Arg

Leu

Asp

625

Glu

Leu

Met

Ala

Thr

Ala

Gly

Glu

Arg

450

Glu

Phe

Leu

Thr

Glu

530

Tle

Thr

Asp

Ile

Asp

610

Glu

Thr

Met

Ser

Gln
690

Pro
Gly
Arg
Arg
435
Leu
Ile
Asn
Gly
Ser
515
Lys
Asp
Arg
Pro
Arg
595
Tyr
Asn
Ala
Arg
Ala

675

Ala

Glu

Glu

Leu

420

Pro

Asp

Ala

Leu

Leu

500

Ala

Ile

Pro

Phe

Asn

580

Arg

Ser

Leu

Ser

Arg

660

His

Phe

Gly

Arg

405

Glu

Leu

val

Arg

Asn

485

Pro

Ala

Leu

Leu

Asn

565

Leu

Ala

Gln

Ile

Trp

645

Ala

Arg

Ile
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Val Ala Arg Arg Tyr Gly

390

Ala

Gly

Ser

Ala

Leu

470

Ser

Ala

Val

Gln

Pro

550

Gln

Gln

Phe

Ile

Arg

630

Met

Ala

Leu

Glu

Ala

Glu

Ala

Tyr

455

Glu

Arg

Ile

Leu

Tyr

535

Asp

Thr

Asn

Ile

Gly

615

vVal

Phe

Lys

Ser

Arg
695

Leu

Glu

Val

440

Leu

Ala

Asp

Gly

Glu

520

Arg

Leu

Ala

Ile

Ala

600

Leu

Phe

Gly

Thr

Gln

680

Tyr

Ser
Arg
425
Leu
Arg
Glu
Gln
Lys
505
Ala
Glu
Ile
Thr
Pro
585
Glu
Arg
Gln
Val
Ile
665

Glu

Phe

Glu

410

Leu

Ala

Ala

Val

Leu

490

Thr

Leu

Leu

His

Ala

570

val

Glu

val

Glu

Pro

650

Asn

Leu

Gln
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395

Arg

Leu

His

Leu

Phe

475

Glu

Glu

Arg

Thr

Pro

555

Thr

Arg

Gly

Leu

Gly

635

Arg

Phe

Ala

Ser

Gly Glu

Leu
Trp
Met
Ser
460
Arg
Arg
Lys
Glu
Lys
540
Arg
Gly
Thr
Trp
Ala
620
Arg
Glu
Gly

Ile

Phe
700

Phe
Leu
Glu
445
Leu
Leu
vVal
Thr
Ala
525
Leu
Thr
Arg
Pro
Leu
605
His
Asp
Ala
vVal
Pro

685

Pro

Trp
Ala
Tyr
430
Ala
Glu
Ala
Leu
Gly
510
His
Lys
Gly
Leu
Leu
590
Leu
Leu
Ile
Val
Leu
670

Tyr

Lys

Thr
Asn
415
Arg
Thr
Val
Gly
Phe
485
Lys
Pro
Ser
Arg
Ser
575
Gly
Val
Ser
His
Asp
655
Tyr

Glu

Val

Glu
400
Leu
Glu
Gly
Ala
His
480
Asp
Arg
Ile
Thr
Leu
560
Ser
Gln
Ala
Gly
Thr
040
Pro
Gly

Glu

Arg
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Ala Trp Ile Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val
705 710 715 720

Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg
725 730 735

Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro
740 745 750

Val Gln Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu
755 760 765

Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gln Val His
770 775 780

Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala
785 790 795 800

Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro
805 810 , 815

Leu Glu Val Glu Val Gly Ile Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu
820 - 825 830

Patentanspriiche

1. Thermostabiles DNA-Polymeraseenzym, welches die Aminosauresequenz SerGinlleXaalLeuArgXaa
(SEQ ID NR: 1) umfasst, wobei ,Xaa" an Position 4 der Sequenz ein beliebiger Aminosaurerest ist, aber kein
Glutaminsaurerest (Glu), und wobei ,Xaa" an Position 7 der Sequenz ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest
(lle) ist, dadurch gekennzeichnet, dass diese eine reduzierte Diskrimination gegen den Einbau eines unkon-
ventionellen Nucleotids aufweist, im Vergleich zu einer naturlich vorkommenden thermostabilen DNA-Polyme-
rase, wobei diese reduzierte Diskrimination dadurch gekennzeichnet ist, dass die Fahigkeit der Polymerase
zum Einbau eines unkonventionellen Nucleotids relativ zur Fahigkeit der entsprechenden nativen Form der Po-
lymerase zur Inkorporation dieses unkonventionellen Nucleotids mindestens 20-fach gesteigert ist.

2. Thermostabiles DNA-Polymeraseenzym, das dadurch gekennzeichnet ist, dass es ein rekombinantes
Derivat einer naturlich vorkommenden thermostabilen DNA-Polymerase ist, wobei diese naturlich vorkommen-
de thermostabile DNA-Polymerase das Aminosauresequenzmotiv SerGinlleGluLeuArgXaa (SEQ ID NR: 2)
umfasst, wobei ,Xaa" an Position 7 der Sequenz ein Valinrest (Val) oder ein Isoleucinrest (lle) ist; wobei das
rekombinante Derivat modifiziert wurde, um eine Aminosaure anders als Glutaminsaure (Glu) an Position 4 des
Sequenzmotivs zu erhalten; und wobei dieses rekombinante Derivat reduzierte Diskrimination gegen den Ein-
bau eines unkonventionellen Nucleotids aufweist im Vergleich zu der natirlich vorkommenden thermostabilen
DNA-Polymerase, wobei diese reduzierte Diskriminierung dadurch gekennzeichnet ist, dass die Fahigkeit die-
ser Polymerase zum Einbau eines unkonventionellen Nucleotids relativ zur Fahigkeit der entsprechenden na-
tiven Form der Polymerase zum Einbau dieses unkonventionellen Nucleotids mindestens 20-fach gesteigert

ist.

3. Thermostabiles DNA-Polymeraseenzym nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Aminosaure in Position 4 Glycin (Gly) ist.

4. Thermostabile DNA-Polymerase nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die-
se Polymerase eine Aktivitat besitzt zur Verwendung in einer DNA-Sequenzierungsreaktion, wobei die Verwen-
dung von Didesoxynucleotiden vermieden wird, wobei diese Reaktion ein unkonventionelles Nucleotid um-
fasst, welches vorzugsweise ein Ribonucleosid-Triphosphat ist, und ein entsprechendes konventionelles Nuc-
leotid in einem Verhaltnis von 1 : 1 oder weniger.

5. Thermostabile DNA-Polymerase nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die-
se Polymerase eine Aktivitat zur Verwendung in DNA-Sequenzierungsreaktionen hat, wobei die Verwendung
von Didesoxynucleotiden vermieden wird, wobei diese Reaktion ein unkonventionelles Nucleotid umfasst, wel-
ches ein Ribonucleosid-Triphosphat ist, in einer Konzentration von weniger als etwa 100 yM und ein entspre-
chendes konventionelles Nucleotid, welches in einer Konzentration von mehr als etwa 100 uM vorliegt.
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6. Thermostabiles DNA-Polymeraseenzym nach einem der Anspriiche 1 bis 5, welches ein rekombinantes
Derivat eines naturlich vorkommenden thermostabilen DNA-Polymeraseenzyms ist von einem Organismus
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thermus aquaticus, Thermus caldophilus, Thermus chliarophilus,
Thermus filiformis, Thermus flavus, Thermus oshimai, Thermus ruber, Thermus scotoductus, Thermus silva-
nus, Thermus species Z05, Thermus species sps17, Thermus thermophilus, Thermotoga maritima, Thermoto-
ga neopolitana, Thermosipho africanus, Anaerocellum thermophilum, Bacillus caldotenax und Bacillus stearo-
thermophilus.

7. Thermostabiles DNA-Polymeraseenzym nach einem der Anspriche 2 bis 5, welches ein rekombinantes
Derivat einer natirlich vorkommenden thermostabilen Thermus species DNA-Polymerase ist, vorzugsweise
eine Tag-DNA-Polymerase oder eine homologe Polymerase davon, mehr bevorzugt eine thermostabile
DNA-Polymerase umfassend die Aminosauresequenz LeuAspTyrSerGinlleGluLeuArgValLeuAlaHisLeuSer
(SEQ ID NR: 5), am meisten bevorzugt die thermostabile DNA-Polymerase mit der Aminosauresequenz von
SEQ ID NR: 8 und modifizierte Formen davon, wie die mutanten Formen G46D und/oder F667Y.

8. Thermostabiles DNA-Polymeraseenzymn nach einem der Anspriiche 1 bis 5, welches mindestens etwa
39%, vorzugsweise mindestens etwa 60%, mehr bevorzugt mindestens etwa 80% Sequenzhomologie zu der
Aminosauresequenz der Tag-DNA-Polymerase (SEQ ID NR: 7) hat.

9. Nucleinsauresequenz, die ein thermostabiles DNA-Polymeraseenzym nach einem der Anspriiche 1 bis
8 codiert.

10. Vektor umfassend eine Nucleinsduresequenz, die ein thermostabiles DNA-Polymeraseenzym nach ei-
nem der Anspriche 1 bis 8 codiert.

11. Wirtszelle umfassend eine Nucleinsduresequenz, die ein thermostabiles DNA-Polymeraseenzym nach
einem der Anspriche 1 bis 8 codiert.

12. Verfahren zur Herstellung eines thermostabilen DNA-Polymeraseenzyms, umfassend:
(a) Zuchten einer Wirtszelle nach Anspruch 11 unter Bedingungen welche die Expression des thermostabilen
DNA-Polymeraseenzyms beglinstigen; und
(b) Isolieren des thermostabilen DNA-Polymeraseenzyms aus der Wirtszelle oder dem Kulturmedium.

13. Thermostabiles DNA-Polymeraseenzym, hergestellt gemaf einem Verfahren nach Anspruch 12.

14. Verwendung eines thermostabilen DNA-Polymeraseenzyms nach einem der Anspriiche 1 bis 8 in einer
Nucleinsaureamplifikation oder Sequenzierungsreaktion.

15. Zusammensetzung zur Verwendung in einer DNA-Sequenzierungsreaktion umfassend: eine Nuclein-
saurematrize, einen Oligonucleotidprimer, der komplementar zu der Matrize ist, eine thermostabile DNA-Poly-
merase nach einem der Anspriiche 1 bis 8, ein Gemisch von konventionellen dNTPs und mindestens ein un-
konventionelles Nucleotid, wobei das Verhaltnis von diesem unkonventionellen Nucleotid zu dem entsprechen-
den konventionellen Nucleotid 1 : 1 oder niedriger ist.

16. Zusammensetzung nach Anspruch 15, wobei das unkonventionelle Nucleotid ein Ribonucleotid ist, wo-
bei dieses Ribonucleotid vorzugsweise enthalten ist in einer Konzentration von weniger als etwa 100 uM und
das entsprechende konventionelle Nucleotid enthalten ist in einer Konzentration von mehr als etwa 100 pM.

17. Zusammensetzung nach Anspruch 16, dartber hinaus gekennzeichnet dadurch, dass das unkonven-
tionelle Nucleotid unmarkiert ist.

18. Verfahren zur Sequenzierung eines Nucleinsdureziels, wobei das Verfahren die folgenden Schritte um-
fasst:
(a) Bereitstellen eines unkonventionellen Nucleotids und eines entsprechenden konventionellen Nucleotids in
einer DNA-Sequenzierungsreaktion, wobei dieses unkonventionelle und die entsprechenden konventionellen
Nucleotide in einem Verhaltnis von weniger als etwa 1 : 1 anwesend sind;
(b) Behandeln der Reaktion aus Schritt (a) in Anwesenheit einer thermostabilen DNA-Polymerase nach einem
der Anspriche 1 bis 8 unter Bedingungen zur Primerverlangerung zur Bereitstellung von Primerverlangerungs-
produkten, die das unkonventionelle Nucleotid umfassen;
(c) Behandeln der Primerverlangerungsprodukte aus Schritt (b) unter Bedingungen zur Hydrolyse der Primer-
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verlangerungsprodukte;
(d) Auftrennen der Reaktionsprodukte aus Schritt (c); und
(e) Bestimmen der Sequenz des Nucleinsaureziels.

19. Verfahren zur Sequenzierung nach Anspruch 18, wobei das unkonventionelle Nucleotid ein Ribonuc-
leotid ist, welches vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 0,1 yM-100 yM anwesend ist.

20. Verfahren zur Sequenzierung nach Anspruch 18, wobei das entsprechende konventionelle Nucleotid
in einer Konzentration von etwa 50 uM-500 uM anwesend ist.

21. Kit zur Sequenzierung einer Nucleinsaure umfassend eine thermostabile DNA-Polymerase nach einem
der Anspriiche 1 bis 8 und gegebenenfalls weitere Reagenzien zur Verwendung in einem solchen Sequenzie-
rungsverfahren, wie zum Beispiel einen oder mehrere Oligonucleotidprimer, ein Gemisch aus konventionellen
dNTPs, und mindestens ein unkonventionelles Nucleotid, wobei das Verhaltnis des unkonventionellen Nucle-
otids zu dem entsprechenden konventionellen Nucleotid vorzugsweise geringer ist als 1.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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