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geeignet, das die 3'-5’-Exonukleaseaktivitat der verwen-
deten DNA-Polymerase reduziert oder im Optimalfall
blockiert. Technische Lésungen fur das zugesetzte Sub-
strat (Zielsubstrat) sind insbesondere einzelstrangige, li-
neare Oligonukleotide, Haarnadel-Oligonukleotide, so-
wie RNA- und DNA-Molekile. AuRerdem wird ein Kit an-
gegeben, der die fur die Durchflihrung des erfindungs-
gemalen Verfahrens bendtigten Reagenzien enthalt.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren, bei welchem eine DNA-Polyme-
rase eingesetzt wird, die eine Proofreading-Eigenschaft aufweist.

[0002] Das Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren ("Polymerase Chain Reaction" oder "PCR") ist ein gentechnolo-
gisch angewendetes Verfahren, bei dem es gelingt, einige wenige Molekile einer beliebigen DNA-Sequenz in kurzer
Zeit in vitro um Faktoren von 106 bis 108 zu vermehren. Ublicherweise benétigt man dazu zwei synthetisch hergestellte
Oligodesoxynukleotid-Primer mit ca. 15 bis 30 Nukleotiden Lange, deren Sequenzen zu den Anfangs- und Endsequenzen
der Schwesterstréange der zu vermehrenden ("amplifizierenden") DNA komplementér sind, ein Gemisch aus 4’-Desoxy-
nukleotid-5'-triphosphaten, sowie eine thermostabile DNA-Polymerase, die zumindest eine kurzzeitige Erwarmung auf
95°C ohne FunktionseinbulRe vertragt.

[0003] Haufig werden bei der PCR auch thermostabile DNA-Polymerasen eingesetzt, die eine "Proofreading”-Eigen-
schaft aufweisen (sog. "High-Fidelity DNA-Polymerasen”). Diese High-Fidelity DNA-Polymerasen zeichnen sich durch
eine geringe Fehlerrate bzw. hohe Genauigkeit bei der DNA Synthese aus. Bei der Verwendung solcher High Fidelity
DNA-Polymerasen treten jedoch oft Probleme dahingehend auf, daf3 nur eine sehr geringe Ausbeute an PCR-Produkt
erreicht wird, bis hin zum Totalausfall der PCR (d.h. es entsteht Giberhaupt kein PCR-Produkt). Dieses Problem tritt
insbesondere dann auf, wenn nur geringe Mengen an Template-Nukleinsdure oder geringe Primer-Konzentrationen zur
Verfugung stehen. Der Grund dafir ist sehr wahrscheinlich der Abbau der Template-Nukleinsdure und der Primer durch
die Proofreading-Aktivitat der High Fidelity DNA Polymerase. Dieser Verlust an Template-Nukleinsdure und Primem
fuhrt dann zu einer dramatischen Reduktion der Amplifikationsrate, was wiederum eine verringerte Ausbeute an PCR-
Produkt oder sogar den Totalausfall der PCR zur Folge hat.

[0004] Es wurde gezeigt, daR PCR-Primer, die eine Phosporo-Phosphothioat-Bindung an ihrem 3’-Ende im DNA-
Ruckgrat besitzen, gegen Abbau durch die 3'-5'-Exonuklease-Aktivitat der eingesetzten High-Fidelity DNA-Polymerase
geschtzt sind. Bei Verwendung solcher Primer kann die Ausbeute und Zuverlassigkeit der High Fidelity PCR verbessert
werden, siehe. z.B. de Noronha, C. M. und Mullins J. ., Amplimers with 3’-terminal phosphoroPhosphothioat linkages
resist degradation by vent polymerase and reduce Taq polymerase mispriming, PCR Methods Appl, 1992. 2(2), 131-136;
und Skerra, A., PhosphoroPhosphothioat primers improve the amplification of DNA sequences by DNA polymerases
with proofreading activity, Nucleic Acids Res, 1992, 20(14), 3551-3554. Der Effekt solcher Primer auf die Sensitivitat
und Ausbeute der High Fidelity PCR wurde auch im Rahmen der Experimente fiir diese Erfindung getestet. Es wurde
deutlich, daR3 die Verwendung solcher Primer einen weitaus geringeren Effekt auf Sensitivitdt und Ausbeute der High
Fidelity PCR besitzt als das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Prinzip.

[0005] Es gibt nun die oben beschriebene Beobachtung, daf? High Fidelity DNA-Polymerasen Schwierigkeiten bei der
Reproduzierbarkeit sowie der Sensitivitdt der PCR-Reaktionen bereiten, speziell wenn geringe Template-Mengen ver-
wendet werden. Vielfach kann bei suboptimalen Bedingungen die PCR nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Eine High
Fidelity PCR erfordert dadurch viel Optimierung, da es in viel stdrkerem Ausmalf als z.B. bei PCR mit Tag-Polymerase
auf die eingesetzte Start-Template-Menge ankommt.

[0006] Im Hinblick auf die oben beschriebene Probleme des Standes der Technik war es daher die Aufgabe der
vorliegenden Erfindung, ein Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren zur Verfiigung zu stellen, bei dem eine High Fidelity
DNA-Polymerase bei geringem Template-Nukleinsaure-Ausgangsmaterial eingesetzt werden kann, und dennoch eine
zufriedenstellende Ausbeute an PCR-Produkt erzielt wird.

[0007] Diese Aufgabe I6st die Erfindung durch das im unabh&ngigen Anspruch 1 angegebene Verfahren sowie durch
den in Anspruch 67 angegebenen Kit. Weitere vorteilhafte Aspekte, Ausgestaltungen und Details der Erfindung ergeben
sich aus den abhangigen Anspriichen, der Beschreibung, den Beispielen und der Zeichnung.

[0008] Die vorliegende Erfindung gibt somit ein Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren an, bei dem eine Template-
Nukleinsaure, mindestens ein Primer, Deoxyribonukleosidtriphosphate sowie eine Polymerase mit Proofreading-Aktivitat
eingesetzt werden, wobeidas Verfahren dadurch gekennzeichnetist, dal? bei der Polymerase-Kettenreaktion mindestens
ein Zielsubstrat zugesetzt wird. Als Zielsubstrat ist jedes Molekil geeignet, das die 3'-5'-Exonukleaseaktivitat der ver-
wendeten DNA-Polymerase reduziert oder im Optimalfall blockiert. Man kénnte auch sagen, daR die 3'-5’-Exonuklease-
aktivitat der verwendeten DNA-Polymerase auf das Zielsubstrat ab- oder umgelenkt wird.

[0009] Die PCR-Produktausbeute sowie die Sensitivitat und der VerlaBlichkeit der PCR unter Einsatz einer High
Fidelity DNA Polymerase wird somit erfindungsgemaR durch eine gerichtete Ablenkung Uberzahliger (unbeschéaftigter)
High Fidelity DNA-Polymerase Molekile auf ein der Reaktion zugesetztes Zielsubstrat (auch als "Futter" bezeichnet)
erreicht. Die Begriffe "Zielsubstrat" und "Futter" werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung synonym verwendet.
Durch dieses "Ablenken" auf ein zugesetztes Substrat wird der Abbau der Primer und/oder der Template-DNA durch
die Proofreading-Aktivitat der High Fidelity DNA-Polymerase derart reduziert, da® eine verlaB3liche Durchflihrung der
PCR-Reaktion unter Bedingungen mdglich ist, die ohne Zusatz des "Futters" nur eine geringe PCR-Produktausbeute
oder sogar den Totalausfall der PCR liefern wiirden. Besonders vorteilhaft ist dabei, da3 eine erfolgreiche PCR bei
Verwendung des "Futters" mit deutlich variableren Mengen an Start-Template-Nukleinsdure moglich ist. Hierdurch wer-
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den aufwendige Optimierungen der experimentellen Bedingungen deutlich reduziert, was auch den Aufwand an Zeit
und Material erheblich verringert.

[0010] Das zugesetzte Zielsubstrat zeichnet sich dadurch aus, daf? es in der Lage ist, unter PCR-Bedingungen dop-
pelstrangige Strukturen auszubilden, die als Bindungsstelle fiir die High Fidelity DNA-Polymerase dienen kénnen. Das
zugesetzte Zielsubstrat sollte die PCR-Reaktion nicht stéren und idealerweise zusatzlich so formuliert sein, daRl es
tiberhaupt nicht an der PCR-Reaktion teilnimmt (d.h. nicht amplifiziert wird). Eine Stérung der Amplifikation ist beispiels-
weise dann nicht gegeben, wenn keine allgemein auftretenden Nebenprodukte in stérender Menge entstehen oder die
Futter-DNA per se detektierbar ist. Eine strende Menge ist im allgemeinen dann erreicht, wenn die generierten Neben-
produkte bei der verwendeten Analysemethode der PCR-Produkte als Hintergrund nachweisbar werden oder einen
storenden Einfluss bei nachgeschalteten Anwendungen, wie z.B. Klonierungen, in vitro Transkription/Translation oder
Mutagenese, zeigen.

[0011] Technische Lésungen fur das zugesetzte Substrat (Zielsubstrat) sind insbesondere einzelstrangige, lineare
Oligonukleotide, Haarnadel-Oligonukleotide, sowie RNA- und DNA-Molekiile. Beispiele fiir mégliche Formulierungen
werden nachfolgend néher beschrieben.

[0012] BeiVerwendung von ProofStart DNA-Polymerase (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) zeigte sich, dal die
Verwendung einer Konzentration von 1 uM fiir jeden der beiden benétigten Primer die High Fidelity PCR mit ProofStart
DNA-Polymerase (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) stabiler macht. Dies ist eine hthere Konzentration, als fur eine
Standard-PCR mit Tag-Polymerase empfohlen wird (typischerweise 0.2-0.4 pM). Ohne auf diese Theorie festgelegt
werden zu wollen gehen die Erfinder der vorliegenden Anmeldung davon aus, dalR die hohere Robustheit mit einer
Konzentration von 1 uM Primer darauf beruhen kénnte, daf3 ein Teil der Primer durch die ProofStart DNA-Polymerase
abgebaut wird.

[0013] Das erfindungsgeméfRe Verfahren ist mit allen marktiblichen High Fidelity DNA-Polymerasen durchfiihrbar.
Diese Enzyme kdnnen optional eine "Hot-Start" Funktion besitzen oder auch ohne "Hot-Start" eingesetzt werden. Der
Hot-Start kann dabei mittels aller marktiblichen Verfahren erfolgen, einschlie3lich der Blockierung der Enzymaktivitat
durch Antikérper oder durch chemische Modifikationen (vergl. z.B. US-A-5,677,152, EP-A-0 771 870 und EP-A-0 962
526).

[0014] ErfindungsgemaR wird auch ein Kit zur Verfligung gestellt. Ein solcher Kit enthélt mindestens ein Gefal3 mit
einem Zielsubstrat bzw. "Futter" im Sinne dieser Erfindung. In einer bevorzugten Form enthalt dieser Kit zusatzlich eine
High Fidelity DNA-Polymerase (DNA-Polymerase mit Proofreading-Aktivitat), einen oder mehrere PCR-Puffer, dNTPs,
eine Losung mit Mg2*-lonen und/oder ein oder mehrere geeignete PCR-Additiv(e), wie Betain, Polyethylenglykol (PEG),
Dextran, Glyzerin, Dimethylsulfoxid (DMSO), Bovine Serum Albumin (BSA), einzelstréngiges, DNA-bindendes Protein
(single-strand DNA-binding-protein), (nicht-ionische) Detergenzien oder andere geeignete Substanzen. Jede Kompo-
nente kann entweder einzeln oder als Mischung von zwei oder mehreren Komponenten formuliert sein. Vorzugsweise
ist der erfindungsgemafe Kit dafiir vorgesehen, das erfindungsgemafe Verfahren durchzufiihren. Daher gilt alles, was
in Bezug auf das Verfahren gesagt wird, ebenso fiir den Kit.

[0015] Fir die Ablenkung der High Fidelity DNA-Polymerase sind verschiedene technische Lésungen denkbar, die
im Detail nachfolgend beschrieben werden und deren Funktion in den Beispielen mit Daten belegt wird. Die einzelnen
Aspekt der verschiedenen Ausfiihrungsformen sind beliebig austauschbar, soweit dies technisch sinnvoll machbar ist.
[0016] Eine erste bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung betrifft den Zusatz von einzelstrangigen Oligonukleotiden
als Zielsubstrat bzw. "Futter" zu einer PCR.

[0017] Die erfindungsgemal einsetzbaren einzelstrangigen Oligonukleotide zeichnen sich dadurch aus, daf sie in
der Lage sind, unter PCR-Bedingungen Doppelstrédnge auszubilden, die als Bindungsstelle fur die High Fidelity DNA-
Polymerase dienen kénnen. Das zugesetzte "Futter"-Oligonukleotid sollte im bevorzugten Fall zusatzlich so formuliert
sein, dal es nicht in unerwinschter Weise an der PCR-Reaktion teilnimmt. Denkbare technische Ldsungen sowie
grundsatzliche Eigenschaften des zugesetzten "Futter"-Oligonukleotids werden im Folgenden néher beschrieben.
[0018] Erwinscht sein kann z.B. die Verhinderung der 3'-Verlangerung des Zielsubstrats bzw. des "Futter"-Oligonu-
kleotids durch die verwendete DNA-Polymerase. Das "Futter"-Oligonukleotid sollte in der bevorzugten Ausfiihrungsform
nicht durch die DNA-Polymerase verlangerbar sein, d.h. nicht selbst als Primer dienen. Dies kann durch Modifikation
des 3'-Endes des Oligonukleotids erreicht werden, so dal3 dieses nicht mehr durch die High Fidelity DNA-Polymerase
verlangert werden kann. Hierfir sind verschiedene Lésungen denkbar, die bereits wahrend der Synthese des Zielsub-
strats eingebaut werden kdnnen. Zu diesen Lésungen gehort der Einbau von Didesoxy-Nukleotiden, inversen Basen,
RNA, abasischen Sites, Spacern, Farbstoffen, Quencher-Resten wie z.B. Black Hole Quencher, Dabcyl, Minor-Groove-
Binder, modifizierten Basen wie z.B. Super-Basen oder halogenierte Basen, oder Basen-Analoga, sowie alle anderen
denkbaren Modifikationen am Zucker-Rickgrat, den Basen sowie zuséatzliche Seitengruppen, welche die katalytische
Fahigkeit der High Fidelity DNA-Polymerase zur DNA-Synthese inhibieren. Die bevorzugte Lésung fiir den Schutz vor
Verlangerung der Primer ist der Einbau einer 3' Phosphat-Gruppe anstatt der benétigten 3'-OH-Gruppe in ein DNA-
Oligonukleotid.

[0019] Eine weitere Moglichkeit betrifft die Verhinderung der 3’-Verkirzung des Zielsubstrats durch DNA-Ruckgrat
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Modifikationen. Bedingt durch ihre 3'-5’-Exonuklease-Aktivitét ist die High Fidelity DNA-Polymerase in der Lage, einen
Primer am 3'-Ende zu verkirzen, wodurch eine Modifikation zur Verhinderung der 3'-Verlangerung unerwiinschterweise
entfernt werden kénnte. Diese 3'-5'-exonukleolytische Verkirzung kann durch eine Veranderung oder mehrere Veran-
derungen im Rickgrat der DNA verhindert werden. Bevorzugte Losung dafir ist der Einbau mindestens eines Phos-
phothioats anstelle eines Phosphats im Zucker-Phosphat-Ruckgrat des DNA-Oligonukleotids. Um eine 3'-5-exonukleo-
lytische Verkirzung komplett zu unterbinden reicht es aus, das Phosphat im Rickgrat zwischen der letzten und der
vorletzten 3'-Base des DNA-Oligonukleotids durch ein Phosphothioat zu ersetzen. Ein entsprechender Ersatz ist im
folgenden Formelschema gezeigt (Struktur einer DNA mit Phosphothioat-Modifikationen im Rickgrat).
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[0020] Eine weitere Moglichkeit zur Verhinderung der exonukleolytischen Verkiirzung kann durch die Verwendung
von Peptide Nucleic Acids (PNA) erreicht werden.

[0021] Ein wesentlicher Bestandteil dieser Erfindung ist, daf’ die als "Futter" eingesetzte Nukleinsdure wahrend der
PCR-Reaktion in der Lage ist, doppelstréngige Strukturen mit sich selbst oder anderen vorhandenen Nukleinsduremo-
lekllen auszubilden.

[0022] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Basensequenz des Zielsubstrats. Fir die Basense-
quenz des als "Futter" verwendeten Oligonukleotids sind verschiedene Lésungen mdglich. Erfolgreich getestet wurden
sowohl Oligonukleotide, die zu einer definierten Zielsequenz in der verwendeten Template-Nukleinsdure komplementéar
sind, als auch solche mit mehr oder weniger zufélliger Sequenz (sog. "Random-Oligonukleotide") enthaltend die Basen
Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T). Auch kdnnen Oligonukleotide eingesetzt werden, die einzeln oder
in Kombination mit A, C, G, T eine oder mehrere universelle Basen (wie z.B. Inosin, 3-Nitropyrrol oder 5-Nitro-indol),
ein oder mehrere Uracil, Methyl-Cytosin, Basen-Analoga oder modifizierte Basen enthalten, sowie Homo-Oligomere
bestehend aus einer Folge der gleichen Base (wie z.B. Oligo-dT), einer universellen Base, einer modifizierten Base
oder einem Basen-Analogon.
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[0023] Ein wesentlicher Bestandteil dieser Erfindung ist, daf komplementare Bindungsstellen fur die als "Futter"
eingesetzten Oligonukleotide in der PCR-Reaktion vorliegen. Diese Bindungsstellen kdnnen sowohl auf der als Template
eingesetzten Nukleinsaure als auch auf dem als "Futter" eingesetzten Oligonukleotid selbst vorliegen. Diese Eigenschaft
wird z.B. von Random-Oligonukleotiden erfiillt, da diese auf jeder denkbaren Template-Nukleinsdure Bindungstellen
finden und zusétzlich auch mit anderen Random-Oligonukleotiden Doppelstrange ausbilden kénnen.

[0024] Die Bindungsstellen, an denen ein DNA-Doppelstrang ausgebildet wird, missen nicht perfekt komplementéar
sein, sondern unter typischen PCR Bedingungen, speziell im Annealing-Schritt, durfen auch Bindungen mit einer Basen-
Fehlpaarung oder mehreren Basen-Fehlpaarungen auftreten. Gerade bei Oligonukleotiden mit einer Lange von mehr
als 20 Basen ist das Auftreten von Basen-Fehlpaarungen sehr wahrscheinlich.

[0025] Das "Futter"-Oligonukleotid sollte vorzugsweise eine Lange aufweisen, bei der unter PCR-Bedingungen die
Bindung an einen geeigneten DNA-Gegenstrang mdglich ist. Das Oligonukleotid muss demnach mindestens eine Lange
aufweisen, die eine effiziente Bindung in einem PCR Puffer bei ca. 40°C-90°C erlaubt. Typischerweise sollte eine Bindung
im Annealing-Schritt der PCR erfolgen, welcher meist in einem Temperaturbereich von ca. 45°C-70°C durchgefihrt
wird. Daraus ergibt sich eine bevorzugte Lange des Oligonukleotids von ca. 10 bis ca. 100 Basen, mehr bevorzugt ca.
12 his ca. 80 Basen, insbesondere ca. 20 bis 45 Basen. Die zu wahlende bevorzugte Léange héngt z.B. von der Sequenz,
dem GC-Gehalt und eventuellen sonstigen Modifikationen des Oligonukleotids ab.

[0026] Die bevorzugte effektive Konzentration des "Futter"-Oligonukleotids liegt in einem Bereich von ca. 0,1 bis ca.
20 pM, mehr bevorzugt ca. 0,2 bis ca. 2,5 pM, insbesondere ca. 0,5 bis ca. 1,5 M. Die optimale Konzentration wird
durch die sonstigen Eigenschaften des Oligonukleotids, wie z.B. LAnge und Basensequenz, mitbestimmt, da durch die
Konzentration ebenfalls die Effizienz der Bindung an den DNA-Gegenstrang beeinflu3t wird. Die bevorzugte Konzen-
tration liegt beispielsweise fiir 20 bis 45 Basen enthaltende Oligonukleotide mit definierter Sequenz oder zufélliger
Sequenz (Random-Oligonukleotide) zwischen 0,2 und 2,5 pM.

[0027] AuRerdem hangt die bevorzugte effektive Konzentration des Zielsubstrats auch von der Konzentration der
verwendeten High Fidelity DNA-Polymerase ab. Geht man dabei davon aus, dass 1 U High Fidelity DNA-Polymerase
ungeféhr 1 pmol Polymerase-Molekiilen entsprechen, dann ergibt sich ein bevorzugtes Verhéltnis High Fidelity DNA-
Polymerase Molekile zu "Futter"-Oligonukleotid zwischen 1:1 und 1:1000, mehr bevorzugt zwischen 1:1 und 1:500 und
insbesondere zwischen 1:1 und 1:200. Generell 1aRt sich sagen, dal3 bei einem kurzen Futter-Oligonukleotid das Ver-
haltnis eher gréRer und bei einem langeren Futter-Oligonukleotid das Verhaltnis eher kleiner sein sollte. In jedem Fall
ist darauf zu achten, daf? die Anzahl der Futter-Oligonukleotidmolekile bzw. das Verhéltnis zwischen High Fidelity DNA-
Polymerase Molekilen zu "Futter"-Oligonukleotidmolekiilen so gewahlt wird, dal3 die Amplifikation nicht inhibiert wird.
[0028] Das5’-Ende des "Futter"-Oligonukleotids kann unmodifiziert sein oder zusatzlich eine Modifikation tragen. Eine
5'-Modifikation ist im wesentlichen unkritisch im Sinne dieser Erfindung, solange dadurch die Bindungseigenschaften
des Oligonukleotids zur Template-DNA und die Bindung der High Fidelity DNA-Polymerase nicht behindert werden.
Mdogliche Modifikationen umfassen C-Linker (e.g. C3-, C6-, C9-, C12-, C18-Linker), 5’-Phosphat-Modifikationen, Amino-
Modifikationen, Haptene incl. DIG, Fluorescein, Biotin, Fluoreszenz-Farbstoffe, Quencher-Reste, Thiol-Labels und son-
stige bekannte 5’- Modifikationen, welche die Bindung des Oligonukleotids und der High Fidelity DNA Polymerase an
der Template-Nukleinsaure nicht be- oder verhindern.

[0029] Interne Modifikation des "Futter"-Oligonukleotids sind ebenfalls méglich und kénnen vorteilhaft im Sinne dieser
Erfindung sein. Interne Modifikationen kénnen die Basen oder das Zucker-Phosphat-Riickgrat betreffen. Es wurde
bereits oben im Abschnitt unter dem Stichwort Verhinderung der 3'-Verkiirzung durch DNA-RUckgrat Modifikationen auf
Modifikationen des DNA Riickgrats eingegangen. Neben dem dort erwdhnten Austausch von Phosphat gegen Phos-
phothioat an einer, mehreren oder allen Positionen des DNA-Riickgrats sind alle bekannten Verdnderungen des Riick-
grats denkbar, solange dadurch die Bindung der High Fidelity DNA-Polymerase an der Template-Nukleinsaure nicht
komplett verhindert wird. Weiterhin ist der Einbau von abasischen Sites durch Abstandshalter ("Spacer") moglich, oder
es kénnen andere Modifikationen an Basen, Riickgrat oder Seitenketten eingefuihrt werden. Besonders erwahnt seien
hier die Locked Nucleic Acids, die sich durch einen modifizierten Zucker auszeichnen.

[0030] Eine zweite grundlegende Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft den Einsatz von doppelstréan-
gigen Oligonukleotiden (auch "Haarnadel-Oligonukleotide" genannt) als Zielsubstrat.

[0031] Diese doppelstrangigen Oligonukleotide zeichnen sich dadurch aus, daB sie durch eine mit sich selbst kom-
plementére Haarnadelstruktur einen DNA-Doppelstrang ausbilden kdnnen. Die Lange und Basensequenz der Haarna-
del-Oligonukleotide sind dabei so gewahlt, da diese mindestens wahrend des Annealing Schritts der PCR als DNA-
Doppelstrang vorliegen. Das zugesetzte "Futter"-Oligonukleotid sollte im bevorzugten Fall zuséatzlich so formuliert sein,
daR es in keiner unerwiinschten Weise an der PCR-Reaktion teilnimmt. Mdgliche Losungen sowie bevorzugte grund-
sétzliche Eigenschaften des zugesetzten "Futter"-Oligonukleotids werden nachfolgend beschrieben.

[0032] Das "Futter"-Oligonukleotid sollte in seiner bevorzugten Ausflihrungsform nicht durch die DNA-Polymerase
verlangerbar sein, d.h. nicht selbst als Primer dienen kdnnen. Dies kann durch eine Modifikation des 3'-Endes des
Oligonukleotids erreicht werden, so dal® dieses nicht mehr durch die High Fidelity DNA-Polymerase verlangert werden
kann. Dies kann auf verschiedenen Wegen erreicht werden. Die Modifikationen werden vorzugsweise bereits wahrend



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1772523 A2

der DNA-Synthese eingebaut. Zu diesen mdglichen, geeigneten Modifikationen gehdrt der Einbau von Didesoxy-Nu-
kleotiden, inversen Basen, RNA, abasischen Sites, Spacern, Farbstoffen, Quencher-Resten wie z.B. Black Hole Quen-
cher, Dabcyl, Minor-Groove-Binder, modifizierten Basen wie z.B. Super-Basen oder halogenierte Basen, oder Basen-
Analoga, und alle anderen denkbaren Modifikationen am Zucker-Ruickgrat oder den Basen des "Futter"-Oligonukleotids
sowie zusétzliche Seitengruppen, welche die katalytische Fahigkeit der High Fidelity DNA-Polymerase zur DNA-Syn-
these inhibieren. Die bevorzugte Lésung fir den Schutz vor Verlangerung des Oligonukleotids ist der Einbau einer 3'-
Phosphat-Gruppe anstatt der von der Polymerase bendtigten 3'-OH-Gruppe in das DNA-Oligonukleotid (siehe oben).
[0033] Auchisteine Verhinderung der 3'-Verkirzung des Oligonukleotids durch DNA-Ruckgrat-Modifikation(en) mog-
lich. Bedingt durch ihre 3'-5’-Exonuklease Aktivitat ist die High Fidelity DNA-Polymerase in der Lage, einen solchen
Primer am 3'-Ende zu verkirzen, wodurch die Modifikation zur Verhinderung der 3'-Verlangerung unerwiinschterweise
entfernt werden kdnnte. Diese 3’-5’-exonukleolytische Verkiirzung kann durch eine Veranderung oder mehrere Veran-
derungen im Rickgrat der DNA verhindert werden. Bevorzugte Losung dafur ist der Einbau mindestens eines Phos-
phothioats anstelle eines Phosphats im Zucker-Phosphat-Ruckgrat des DNA-Oligonukleotids. Um eine 3’-5’-exonukleo-
lytische Verkirzung komplett zu unterbinden reicht es aus, das Phosphat im Riickgrat zwischen der letzten und vorletzten
3'-Base des DNA-Oligonukleotids durch ein Phosphothioat zu ersetzen. Eine weitere Moglichkeit zur Verhinderung der
exonukleolytischen Verkirzung kann durch die Verwendung von Peptide Nucleic Acids (PNA) erreicht werden.

[0034] Firdie Basensequenz des als "Futter” verwendeten DNA-Oligonukleotids sind ebenfalls verschiedene Losun-
gen maoglich. Fur Haarnadel-Oligonukleotide ist die bevorzugte Losung die Verwendung von definierten Zielsequenzen,
die eine mit sich selbst komplementare Haarnadel-Struktur ausbilden kdnnen. Diese Oligonukleotide kdnnen verschie-
dene Modifikationen sowohl in der Basensequenz als auch im Riickgrat der DNA tragen. So kann die Haarnadel Struktur
eine Basen-Fehlpaarung oder mehrere Basen-Fehlpaarungen aufweisen oder abasische Sites enthalten. Es kénnen
auch universelle oder modifizierte Basen in der DNA vorhanden sein.

[0035] Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Erfindung ist, daR3 die als "Futter"-Oligonukleotid eingesetzten Oli-
gonukleotide wahrend der PCR-Reaktion in der Lage sind, doppelstrangige Strukturen auszubilden, die als Bindungs-
stelle fur die High Fidelity DNA-Polymerase dienen kdnnen. Diese Bindungsstellen kdnnen sowohl durch Bindung des
"Futter"-Oligonukleotids auf der als Template eingesetzten Nukleinsdure entstehen als auch auf dem als "Futter" ein-
gesetzten Haarnadel-Oligonukleotid selbst vorliegen.

[0036] Die Bindungsstellen, an denen ein DNA-Doppelstrang ausgebildet wird, missen nicht perfekt komplementéar
sein, sondern es kénnen auch Bindungen mit einer Basen-Fehlpaarung oder mehreren Basen-Fehlpaarungen auftreten.
Ein "Futter"-Oligonukleotid im Sinne der Erfindung sollte zumindest im Annealing-Schritt der PCR einen DNA-Doppel-
strang aushilden kdnnen. Das Annealing wird meistin einem Temperaturbereich von ca. 45°C-70°C durchgefiihrt. Daraus
ergibt sich eine bevorzugte Lange des selbstkomplementaren Bereichs der Haarnadelstruktur des Oligonukleotids von
ca. 10 bis ca. 100 Basen, mehr bevorzugt von ca. 12 his ca. 80 Basen, inshesondere von ca. 20 bis ca. 45 Basen. Der
selbstkomplementére Bereich ist dabei ein einzelstrangiger Abschnitt des betreffenden Oligonukleotids, der mit einer
mehr oder weniger komplementéaren Struktur des selben Oligonukleotids zu einem Doppelstrang hybridisieren kann.
Die zu wahlende bevorzugte L&dnge héngt u.a. von der Sequenz, dem GC-Gehalt und eventuellen sonstigen Modifika-
tionen des Oligonukleotids ab.

[0037] Das "Futter"-Oligonukleotid weist vorzugsweise eine Lange auf, bei der unter PCR-Bedingungen die Bildung
eines DNA-Doppelstrangs oder die Bindung an einen geeigneten DNA-Gegenstrang mdglich ist. Das Oligonukleotid
sollte demnach mindestens eine Lange aufweisen, die eine effiziente Bindung in einem PCR-Puffer bei ca. 40°C-90°C
erlaubt. Typischerweise sollte eine Bindung im Annealing-Schritt der PCR erfolgen, welcher meist in einem Tempera-
turbereich von ca. 45°C-70°C durchgefiihrt wird. Daraus ergibt sich eine bevorzugte Lange des selbstkomplementéren
Bereichs der Haarnadelstruktur des Oligonukleotids von ca. 10 bis ca. 100 Basen, mehr bevorzugt von ca. 12 bis ca.
80 Basen, insbesondere von ca. 20 bis ca. 45 Basen. Die zu wahlende bevorzugte Lange hangt u.a. von der Sequenz,
dem GC-Gehalt und eventuellen sonstigen Modifikationen des Oligonukleotids ab.

[0038] Die effektive Konzentration des "Futter"-Oligonukleotids liegt bevorzugt in einem Bereich von ca. 0,05 bis 20
M, beispielsweise 0,2 bis 10 wM, mehr bevorzugt ca. 0,2 bis 2,5 wM Die optimale Konzentration wird durch die sonstigen
Eigenschaften des Oligonukleotids, wie z.B. La4nge und Basensequenz, mitbestimmt. Die bevorzugte Konzentration liegt
fiir 20 bis 45 Basen umfassende Oligonukleotide mit definierter Sequenz oder zufalliger Sequenz (Random-Oligonu-
kleotide) zwischen 0,2 und 2,5 wM. Zusétzlich héngt die effektive Konzentration auch von der Konzentration der High
Fidelity DNA-Polymerase ab. Geht man dabei davon aus, dass 1 U High Fidelity DNA-Polymerase ungefahr 1 pmol
Polymerase-Molekuile entsprechen, dann ergibt sich ein bevorzugtes Verhaltnis High Fidelity DNA Polymerase Molekilen
zu "Futter"-Oligonukleotid zwischen 1:0,5 und 1:1000, beispielsweise zwischen 1:1 und 1:500 und insbesondere zwi-
schen 1:1 und 1:200.

[0039] Das 5-Ende des "Futter"-Oligonukleotids kann unmodifiziert sein oder zusatzlich eine Modifikation tragen. Die
5’-Modifikation ist im wesentlichen unkritisch im Sinne dieser Erfindung, solange dadurch die Bindungseigenschaften
des Oligonukleotids zur Template-DNA und die Bindung der High Fidelity DNA-Polymerase nicht negativ beeinfluf3t
werden. Denkbare Modifikationen umfassen C-Linker (e.g. C3-, C6-, C9-, C12-, C18-Linker), 5’-Phosphat-Modifikationen,
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Amino-Modifikationen , Haptene incl. DIG, Fluorescein, Biotin, Fluoreszenz-Farbstoffe, Quencher-Reste, Thiol-Labels
und sonstige allgemein bekannte 5’-Modifikationen, welche die Bindung des Oligonukleotids und der High Fidelity DNA-
Polymerase an dem Zielsubstrat nicht behindern.

[0040] Interne Modifikation des "Futter"-Oligonukleotids sind ebenfalls méglich und kénnen vorteilhaft im Sinne dieser
Erfindung sein. Interne Modifikationen kénnen sowohl die Basen als auch das Zucker-Phosphat-Rickgrat betreffen.
Bereits oben wurde auf mogliche Modifikationen des DNA-Riickgrats naher eingegangen. Neben dem erwéahnten Aus-
tausch von Phosphat gegen Phosphothioat an einer Position, mehreren oder allen Positionen des DNA-Ruckgrats sind
auch sonstige bekannte Veranderungen des Riickgrats mdoglich, solange dadurch die Bindung der High Fidelity DNA-
Polymerase nicht komplett verhindert wird. Weiterhin ist auch der Einbau von abasischen Sites durch Spacer méglich,
oder es kdnnen andere Modifikationen an Basen, Riickgrat oder Seitenketten durchgefiihrt werden. Besonders erwahnt
seien hier die Locked Nucleic Acids, die sich durch einen modifizierten Zucker auszeichnen. Auch der Einbau von RNA
ist denkbar.

[0041] Eine dritte grundlegende Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft den Einsatz von jeglicher Art
von doppelstrangiger "Futter"-DNA, welche nicht die Primer-Bindungsstellen der zu amplifizierenden Zielsequenz tragt.
Die Lange und Basensequenz der "Futter"-DNA sind dabei vorzugsweise so gewahlt, dal diese mindestens wahrend
des Annealing-Schritts der PCR als DNA-Doppelstrang vorliegt. Die zugesetzte "Futter"-DNA sollte im bevorzugten Fall
zusatzlich so formuliert sein, dafd sie in keiner unerwiinschten Weise an der PCR-Reaktion teilnimmt und keine Neben-
produkte generiert. Denkbare Lésungen sowie bevorzugte grundséatzliche Eigenschaften der zugesetzten "Futter’-DNA
werden im Folgenden naher beschrieben.

[0042] Die "Futter"-DNA sollte in der bevorzugten Ausfiihrungsform nicht durch die DNA-Polymerase verlangerbar
sein, d.h. nicht selbst als Primer dienen kdnnen. Dies kann durch Modifikation des 3’-Endes der Futter-DNA erreicht
werden, so dal} diese nicht mehr durch die High Fidelity DNA-Polymerase verlangert werden kann. Hierfur gibt es
verschiedene Lésungen. Dazu gehort der Einbau von Didesoxy-Nukleotiden, inversen Basen, Spacern, Farbstoffen,
Quencher-Resten wie z.B. Black Hole Quencher, Dabcyl, Minor-Groove-Binder, modifizierten Basen wie z.B. Super-
Basen oder halogenierte Basen, oder Basen-Analoga, abasischen Sites, die Blockierung der 3'-OH Gruppe (z.B. Ersatz
durch Phosphate) sowie alle anderen denkbaren Modifikationen am Zucker-Riickgrat, den Basen sowie zusatzliche
Seitengruppen, welche die katalytische Fahigkeit der High Fidelity DNA-Polymerase zur DNA-Synthese inhibieren. Dies
kann z.B. auch durch enzymatische oder chemische Modifikation erfolgen. Eine weitere Méglichkeit ist die Verwendung
von zirkularen DNA-Molekiilen als "Futter"-DNA. Diese zirkulare DNA kann z.B. eine Plasmid-DNA sein, oder es kann
sich um kleinere, synthetisch hergestellte ringférimge DNA-Molekule handeln.

[0043] Bedingt durch ihre 3'-5’-Exonuklease-Aktivitat ist die High Fidelity DNA-Polymerase in der Lage, eine "Futter"-
DNA am 3’-Ende zu verkiirzen, wodurch die Modifikation zur Verhinderung der 3’-Verlangerung unerwiinschterweise
entfernt werden konnte. Diese 3’-5’-exonukleolytische Verkiirzung kann durch Veranderungen im Rickgrat der DNA
verhindert werden. Bevorzugte Losung dafir ist wiederum der Einbau von mindestens einem Phosphothioat anstatt
eines Phosphats im Zucker-Phopshat-Riickgrat des DNA-Oligonukleotids. Dies kann z.B. durch enzymatische oder
chemische Modifikation erfolgen. Um eine 3’-5-exonukleolytische Verkirzung komplett zu unterbinden reicht es aus,
das Phosphatim Riickgrat zwischen der letzten und vorletzten 3'-Base des DNA-Oligonukleotids durch ein Phosphothioat
zu ersetzen. Eine weitere Moglichkeit zur Verhinderung der exonukleolytischen Verkiirzung kann durch die Verwendung
von Peptide Nucleic Acids (PNA) erreicht werden.

[0044] Die "Futter"-DNA sollte gemaR eines weiteren bevorzugten Aspekts aus einer Schar von DNA-Molekilen mit
mdglichst vielen verschiedenen Sequenzmotiven bestehen. Dadurch wird erreicht, daf in jeglicher verwendeten Tem-
plate-Nukleinsédure immer ausreichend geeignete Bindungsstellen vorliegen, was vorteilhaft fur die generische Verwend-
barkeit der ausgewahlten "Futter"-DNA ist. Die "Futter"-DNA kann verschiedene Modifikationen sowohl an den DNA-
Basen als auch im Riickgrat der DNA tragen. Es kénnen auch universelle oder modifizierte Basen vorhanden sein oder
Modifikationen an den Seitenketten eingefligt werden.

[0045] Ein wesentlicher Aspekt dieser Erfindung ist, dal3, wie oben bereits erwahnt, die als "Futter"-DNA eingesetzte
DNA wéahrend der PCR-Reaktion in der Lage ist, doppelstréangige Strukturen mit anderen "Futter"-DNA-Molekilen oder
der Template-DNA auszubilden. Diese doppelstrangigen Strukturen dienen als Bindungsstelle fir die High Fidelity DNA-
Polymerase. Die Bindungsstellen kénnen sowohl durch Bindung des "Futter"-Oligonukleotids auf der als Template
eingesetzten Nukleinsdure entstehen als auch auf dem als "Futter"-DNA eingesetzten Haarnadel-Oligonukleotid selbst
vorliegen.

[0046] Die Basensequenz der verwendeten "Futter"-DNA sollte vorzugsweise so gestaltet sein, daf3 durch die Ge-
genwart der "Futter"-DNA keine allgemein auftretenden Nebenprodukte in stérender Menge entstehen oder die Futter-
DNA per se detektierbar ist. Eine stérende Menge ist im allgemeinen dann erreicht, wenn die generierten Nebenprodukte
bei der verwendeten Analysemethode der PCR-Produkte als Hintergrund nachweisbar werden oder einen stérenden
Einfluss bei nachgeschalteten Anwendungen, wie z.B. Klonierungen, in vitro Transkription/Translation oder Mutagenese,
zeigen.

[0047] Die Bindungsstellen, an denen ein DNA-Doppelstrang ausgebildet wird, miissen nicht perfekt komplementér
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sein, sondern es kdnnen auch Bindungen mit einer Basen-Fehlpaarung oder mehreren Basen-Fehlpaarungen auftreten.
Eine "Futter"-DNA im Sinne der Erfindung sollte vorzugsweise zumindest im Annealing-Schritt der PCR einen DNA-
Doppelstrang ausbilden. Das Annealing wird meist in einem Temperaturbereich von ca. 45°C-70°C durchgefiuhrt.
[0048] Daraus ergibt sich eine bevorzugte Lange der "Futter"-DNA von ca. 12 bp bis ca. 1000 bp. Die zu wéahlende
bevorzugte Léange hangt von der Sequenz, dem GC-Gehalt und eventuellen sonstigen Modifikationen der "Futter"-DNA
ab.

[0049] Die "Futter"-DNA sollte vorzugsweise eine Lange aufweisen, bei der unter PCR-Bedingungen die Bildung eines
DNA-Doppelstrangs oder die Bindung an einen geeigneten Gegenstrang mdglich ist. Das Oligonukleotid sollte demnach
mindestens eine Lange aufweisen, die eine effiziente Bindung in einem PCR-Puffer bei ca. 40°C-90°C erlaubt. Typi-
scherweise sollte eine Bindung im Annealing-Schritt der PCR erfolgen, welcher meist in einem Temperaturbereich von
ca. 45°C-70°C durchgefuhrt wird. Daraus ergibt sich eine Lange der "Futter"-DNA von mindestens ca. 12 Basen bis zu
mehreren 1000 Basen (beispielsweise ca. 2000, 3000, 4000, 5000 oder 10.000 Basen). Die zu wéhlende bevorzugte
Lange hangt u.a. auch von der Sequenz, dem GC-Gehalt und eventuellen sonstigen Modifikationen der "Futter"-DNA ab.
[0050] Die optimale Konzentration wird durch die Lange und Basensequenz sowie die sonstigen Eigenschaften der
"Futter"-DNA bestimmt. Die bevorzugte Konzentration liegt fur "Futter"-DNA mit einer L&nge von ca. 12 bp bis ca. 1000
bp zwischen 0,2 wuM und 2,5 wM. Zusétzlich hangt die effektive Konzentration auch von der Konzentration der High
Fidelity DNA-Polymerase ab. Geht man dabei davon aus, dass 1 U High Fidelity DNA-Polymerase ungefahr 1 pmol
Polymerase-Molekulen entsprechen, dann ergibt sich ein bevorzugtes Verhéltnis von High Fidelity DNA-Polymerase-
Molekdilen zur Futter-DNA von 1 Molekil High Fidelity DNA Polymerase pro 20 bis 1000 Basenpaare zugesetzter "Futter"
DNA-Molekiile.

[0051] Das 5-Ende der "Futter"-DNA kann unmodifiziert sein oder zusatzlich eine Modifikation tragen. Die 5’-Modifi-
kation ist im wesentlichen unkritisch im Sinne der Erfindung, solange dadurch die Bindungseigenschaften des Oligonu-
kleotids zur Template-DNA und die Bindung der High Fidelity DNA-Polymerase nicht beeintrachtigt werden. Mdgliche
Modifikationen umfassen C-Linker (z.B. C3-, C6-, C9-, C12-, C18-Linker), 5’-Phosphat-Modifikationen, Amino-Modifi-
kationen, Haptene incl. DIG, Fluorescein, Biotin, Fluoreszenz-Farbstoffe, Quencher-Reste, Thiol-Labels und sonstige
bekannte 5’- Modifikationen, welche die Bindung der der "Futter"-DNA und der High Fidelity DNA-Polymerase nicht
verhindern.

[0052] Interne Modifikationen der "Futter"-DNA sind ebenfalls mdglich und kénnen vorteilhaft im Sinne dieser Erfindung
sein. Interne Modifikationen kdnnen die Basen oder das Zucker-Phosphat Ruckgrat betreffen. Bereits oben wurde néher
auf mogliche Modifikationen des DNA-Ruckgrats eingegangen. Neben dem erwéhnten Austausch von Phosphat gegen
Phosphothioat an einer Position oder mehreren oder allen Positionen des DNA-R{ickgrats sind alle aus dem Stand der
Technik bekannten Veranderungen des Riickgrats mdglich, solange dadurch die Bindung der High Fidelity DNA-Poly-
merase an den DNA-Doppelstrang nicht verhindert wird. Weiterhin ist der Einbau von abasischen Sites durch Spacer
oder andere Modifikationen an Basen, Rickgrat oder Seitenketten mdglich. Besonders erwéahnt seien hier die Locked
Nucleic Acids, die sich durch einen modifizierten Zucker auszeichnen. Auch der Einbau von RNA ist denkbar.

[0053] Eine vierte bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung schlieRlich betrifft den Zusatz von RNA als Zielsubstrat
bzw. "Futter" zu einer PCR.

[0054] Eine weitere moégliche Losung im Sinne der Erfindung ist der Zusatz von RNA zur PCR mittels einer High
Fidelity DNA-Polymerase. Uberraschenderweise zeigt der Zusatz von RNA zur PCR mittels einer High Fidelity DNA-
Polymerase den gewiinschten positiven Effekt auf die Verbesserung der Sensitivitdt der PCR im Sinne der Erfindung.
Der wahrscheinlichste Mechanismus ist die Ausbildung von doppelstrangigen RNA-DNA-Hybriden, welche durch die
High Fidelity DNA-Polymerase erkannt werden kénnen. Denkbar ist auch die Erkennung von RNA-RNA Doppelstréngen
durch die High Fidelity DNA-Polymerase. Die Lange und Basensequenz der "Futter"-RNA sind dabei so gewahlt, dafl3
diese mindestens wahrend des Annealing-Schritts der PCR in der Lage ist, eine doppelstrangige Struktur auszubilden.
Die zugesetzte "Futter"-RNA kann zusatzlich so formuliert sein, da’ sie nicht in unerwiinschter Weise an der PCR-
Reaktion teilnimmt und auch keine Nebenprodukte generiert. Eine solche Modifikation muss aber nicht notwendiger
Weise gegeben sein, um eine Verbesserung der PCR-Produktausbeute und Sensitivitat im Sinne der Erfindung zu
erzielen. Mdgliche technische Losungen sowie grundséatzliche Eigenschaften der zugesetzten "Futter"-RNA werden im
Folgenden naher beschrieben.

[0055] Es ist nicht zu erwarten, dal die "Futter"-RNA selbst als Primer oder Template fur die High Fidelity DNA-
Polymerase dienen kann. Modifikationen des 3'-Endes der Futter-RNA sind im Sinne dieser Erfindung daher nicht
unbedingt notwendig, kbnnen aber durchgefiihrt werden.

[0056] Hierfir sind verschiedene Losungen geeignet, wobei die Modifikationen vorzugsweise tUber enzymatische oder
chemische Prozesse erzeugt werden. Dazu gehéren der Einbau von Didesoxy-Nukleotiden, inversen Basen, Spacern,
Farbstoffen, Quencher-Resten wie z.B. Black Hole Quencher, Dabcyl, Minor-Groove-Binder, modifizierten Basen wie
z.B. Super-Basen, halogenierte Basen, oder Basen-Analoga, abasischen Sites, Einbau von DNA mit blockierter 3'-OH-
Gruppe (z.B. Ersatz der 3-OH-Gruppe durch Phosphat) sowie alle anderen bekannten Modifikationen am Zucker-
Ruckgrat, wie z.B. 2-O-Methyl-RNA, und den Basen, sowie zusétzliche Seitengruppen, welche die katalytische Fahigkeit
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der High Fidelity DNA-Polymerase zur DNA-Synthese inhibieren. Dies kann durch enzymatische oder chemische Mo-
difikation erfolgen. Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von zirkuldren RNA-Molekilen als "Futter'-RNA. Dies
kdnnen z.B. kleinere, synthetisch hergestellte, ringformige RNA-Molekule sein.

[0057] Die "Futter"-RNA sollte daher vorzugsweise aus einer Schar von RNA-Molekulen mit méglichst vielen verschie-
denen Sequenzmotiven bestehen. Dadurch wird erreicht, daB in jeglicher verwendeten Template-Nukleinsdure immer
ausreichend geeignete Bindungsstellen vorliegen, was vorteilhaft fur die generische Verwendbarkeit der ausgewéhlten
"Futter"-RNA ist. Es konnte allerdings Uberraschenderweise auch ein vergleichbarer Effekt mit RNA-HomoPolymeren
(Poly-A-RNA, siehe Beispiel 8) erzielt werden. Die "Futter"-RNA kann verschiedene Modifikationen sowohl an den Basen
als auch im Zucker-Phosphat-Riickgrat tragen. Es kénnen auch universelle oder modifizierte Basen vorhanden sein
oder Modifikationen an den Seitenketten eingefiigt werden.

[0058] Ein wesentlicher Aspekt dieser Erfindung ist, dal3 die als "Futter"-RNA eingesetzte RNA wéhrend der PCR-
Reaktion in der Lage ist, doppelstrangige Strukturen mit sich selbst oder anderen vorhandenen Nukleinsauremolekilen
auszubilden. Die Basensequenz der verwendeten "Futter"-RNA sollte so gestaltet sein, dafd durch die Gegenwart der
"Futter"-RNA keine allgemein auftretenden Nebenprodukte in stérender Menge entstehen oder die Futter-RNA per se
detektierbar ist. Eine stérende Menge ist im allgemeinen dann erreicht, wenn die generierten Nebenprodukte bei der
verwendeten Analysemethode der PCR-Produkte als Hintergrund nachweisbar werden oder einen stérenden Einfluss
bei nachgeschalteten Anwendungen, wie z.B. Klonierungen, in vitro Transkription/Translation oder Mutagenese, zeigen.
[0059] Die Bindungsstellen, an denen ein Doppelstrang ausgebildet wird, missen nicht perfekt komplementér sein,
sondern es dirfen auch Bindungen mit einer Basen-Fehlpaarung oder mehreren Basen-Fehlpaarungen auftreten. Eine
"Futter"-RNA im Sinne der Erfindung sollte vorzugsweise zumindest im Annealing-Schritt der PCR einen Doppelstrang
ausbilden kénnen. Das Annealing wird meist in einem Temperaturbereich von ca. 45°C-70°C durchgefiihrt. Daraus
ergibt sich eine bevorzugte Lange der "Futter"-RNA von mindestens ca. 12 Basen bis zu mehreren 1000 Basen (z.B.
2000, 3000, 4000, 5000 oder 10.000 Basen). Die zu wéhlende bevorzugte Ladnge héngt von der Sequenz, dem GC-
Gehalt und eventuellen sonstigen Modifikationen der "Futter"-RNA ab.

[0060] Die "Futter"-RNA sollte vorzugsweise eine Lange aufweisen, bei der unter PCR Bedingungen die Bildung eines
Doppelstrangs oder die Bindung an einen geeigneten Gegenstrang mdglich ist. Das Oligonukleotid sollte demnach
mindestens eine Lange aufweisen, die eine effiziente Bindung in einem PCR Puffer bei ca. 40°C-90°C erlaubt. Typi-
scherweise sollte eine Bindung im Annealing-Schritt der PCR erfolgen, welcher meist in einem Temperaturbereich von
ca. 40°C-70°C durchgefuhrt wird. Daraus ergibt sich eine bevorzugte Lange der "Futter"-RNA von mindestens ca. 12
Basen bis zu mehreren 1000 Basen (ca. 2000, 3000, 4000, 5000 oder 10.000 Basen). Die zu wahlende bevorzugte
Lange héangt u.a. von der Sequenz, dem GC-Gehalt und eventuellen sonstigen Modifikationen der "Futter"-RNA ab.
[0061] Die effektive Konzentration der "Futter"-RNA liegt vorzugsweise in einem Bereich von ca. 0,04 bis 40 ng/p.l.
Die optimale Konzentration wird durch die Lange und Basensequenz sowie die sonstigen Eigenschaften der "Futter"-
RNA bestimmt. Die bevorzugte Konzentration liegt fir eine "Futter"-RNA mit einer L&nge von ca. 12 Basen bis ca. 10.000
Basen zwischen ca. 0,04 ng/ul bis 40 ng/p.l.

[0062] Das 5-Ende der "Futter"-RNA kann unmodifiziert sein oder zusatzlich eine Modifikation tragen. Die 5’-Modifi-
kation ist im wesentlichen unkritisch im Sinne der Erfindung, solange dadurch die Bindungseigenschaften der "Futter"-
RNA nichtin der Weise beeinfluRtwerden, daf? die Bindung der High Fidelity DNA-Polymerase verhindert wird. Geeignete
Modifikationen umfassen C-Linker (e.g. C3-, C6-, C9-, C12-, C18-Linker), 5'-Phosphat-Modifikationen, Amino-Modifi-
kationen, Haptene incl. DIG, Fluorescein, Biotin, Fluoreszenz-Farbstoffe, Quencher-Reste, Thiol-Labels und sonstige
bekannte 5'- Modifikationen, welche die Bindung der High Fidelity DNA-Polymerase nicht verhindern.

[0063] Interne Modifikation der "Futter"-RNA sind ebenfalls moglich und kdnnen vorteilhaft im Sinne dieser Erfindung
sein. Interne Modifikationen kdnnen die Basen, das Zucker-Phosphat-Riickgrat oder eingefiigte Seitenketten betreffen.
Im allgemeinen sind alle bekannten Veranderungen des RNA-Riickgrats denkbar, solange dadurch die Bindung der
"Futter"-RNA oder der High Fidelity DNA-Polymerase nicht verhindert wird.

[0064] In den Figuren zeigen

Fig. 1 eine Agarosegel-Analyse einer PCR zur Untersuchung des Effekts von "Futter"-Oligonukleotiden
unterschiedlicher Lange auf die PCR-Amplifikation von ERCC1;

Fig. 2 eine Agarosegel-Analyse einer PCR zur Untersuchung des Effekts von Haarnadel-"Futter"-Oligonu-
kleotiden auf die PCR-Amplifikation eines 1,5 kb Fragments aus dem humanen CFTR Genlokus;

Fig. 3 eine Agarosegel-Analyse von PCR-Produkten zur Untersuchung des Effekts von "Futter"-Oligonu-
kleotiden unterschiedlicher Lange auf die PCR-Amplifikation eines 1,5 kb Fragments aus dem huma-
nen CFTR Genlokus;

Fig. 4A bis 4D Agarosegel-Analysen von PCR-Produkten zur Untersuchung des Effekts von Oligonukleotiden mit
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unterschiedlichen Eigenschaften auf die PCR-Amplifikation von B-Actin;

Fig. 5A bis 5C Agarosegel-Analysen von PCR-Produkten zur Untersuchung des Effekts von einzelstréngigen 45mer
"Futter"-Oligonukleotiden, die sich durch die Anwesenheit eines Phosphothioat im DNA-Ruckgrat
unterscheiden, auf die PCR-Amplifikation von B-Actin;

Fig. 6A bis 6C Agarosegel-Analysen zur Untersuchung des Effekts von "Futter"-Oligonukleotiden, die abasische
Spacer enthalten, auf die PCR Amplifikation von B-Actin;

Fig. 7Aund 7B Agarosegel-Analysen zur Untersuchung des Effekts von RNA als "Futter" im Sinne der Erfindung auf
die PCR-Amplifikation von p-Actin;

Fig. 8Aund 8B  Agarosegel-Analysen zur Untersuchung des Effekts des Zusatzes von Poly-A-RNA auf die PCR
Amplifikation von B-Actin;

Fig. 9 eine Agarosegel-Analyse zur Untersuchung des Effekts von PCR-Primem, die zwischen der letzten
und vorletzten 3'-Base ein Phosphothioat im Zucker-Phosphat-Ruckgrat der DNA tragen, auf die
Amplifikation von p-Actin im Vergleich zu Standard PCR-Primern;

Fig. 10 eine Agarosegel Analyse zur Untersuchung des Effekts von Haarnadel-"Futter"-Oligonukleotiden auf
die PCR-Amplifikation eines 2 kb Fragments aus dem murinen PKC Genlokus unter Verwendung
des Enzyms VentR,;

Fig. 11 eine Agarosegel-Analyse zur Untersuchung des Effekts von "Futter"-Oligonukleotiden auf die PCR-
Amplifikation von pB-Actin unter Verwendung des Enzyms VentR;

Fig. 12 eine Agarosegel-Analyse zur Untersuchung des Effekts von "Futter"-Oligonukleotiden auf die PCR-
Amplifikation eines 2 kb Fragments aus dem murinen PKC Genlokus unter Verwendung des Enzyms
VentR; und

Fig. 13 eine Agarosegel-Analyse zur Untersuchung des Effekts des "Futter"-Oligonukleotids N40-Thio in

Verbindung mit variablen Konzentrationen der PCR-Primer auf die Amplifikation von B-Actin.
[0065] Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Ausfiihrungsbeispielen néher erlautert.
Beispiel 1

[0066] In diesem Beispiel wird der Effekt von "Futter"-Oligonukleotiden unterschiedlicher Lange (P20-GAPDH; P30-
GAPDH; P45-GAPDH und Random-Octamer) auf die PCR-Amplifikation von ERCC1 mittels High Fidelity DNA-Poly-
merase untersucht. Die Oligonukleotide P20-GAPDH (20-mer); P30-GAPDH (30-mer); und P45-GAPDH (45-mer) sind
komplementéar zum humanen GAPDH Genlokus. Es handelt sich um einzelstréngige Oligonukleotide mit nattrlichem
Zucker-Phosphat-Riickgrat, die anstatt der endstandigen 3'-OH-Gruppe ein 3’-Phosphat tragen. Der Random-Octamer
ist ein 8-mer mit zufalliger Sequenz (Ng). Es handelt sich ebenfalls um ein einzelstrangiges Oligonukleotid mit nattirlichem
Zucker-Phosphat-Riickgrat und einer 3'-OH-Gruppe.

[0067] Der Ansatz und die Durchfihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen wurde
ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN GmbH, Hilden Deutschland; Katalog Nummer 202205). Jeder Reak-
tionsansatz enthielt 1x ProofStart PCR-Buffer, 1,25 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 .M ERCC1-Vorwarts- und
Ruckwarts-Primer und je 0,3 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 25 pl. Den
Dreifachansétzen (d.h. drei Parallelversuche) wurde jeweils 20 ng oder 2 ng humane genomische DNA und in Zwei-
fachansatzen (d.h. zwei Parallelversuche) eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-
Control") zugesetzt. Zusatzlich wurden als "Futter"-Oligonukleotid im Sinne der Erfindung jeweils eines der Oligonukleo-
tide P20-GAPDH; P30-GAPDH; P45-GAPDH sowie ein "Random Octamer" in einer Konzentration von 10 wM zugesetzt.
Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefuhrt (Beschriftung: "Kon-
trolle" in Fig. 1).

[0068] Das PCR-Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fur
5minbei95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie einem abschlieBenden
Schritt fur 10 min bei 72°C ("final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden und Primem sind in
5’-3'-Richtung angegeben.
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PCR-Primer Sequenzen:

[0069]

ERCC1-for: GCT GTT TGA TGT CCT GCA CGA G
ERCC1-rev: GCC TGG CCT GGG AGG ACG ATT

Sequenzen der "Futter"-Oligonukleotide:

[0070]

P20-GAPDH: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TG [Phosp-Q]

P30-GAPDH: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG [Phosp-Q]

P45-GAPDH: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA GAG GAG [Phosp-Q]
([Phosp-Q]J: 3'-Phosphat anstelle von 3’-OH)

Random Octamer: NNN NNN NN

[0071] 10 pl jeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland, 15628-050). Fig. 1 zeigt eine
Agarosegel-Analyse der PCR hinsichtlich des Effekts von "Futter" Oligonukleotiden unterschiedlicher Lange (P20-
GAPDH; P30-GAPDH; P45-GAPDH und Random Octamer) auf die PCR-Amplifikation von ERCC1. M=Marker.
[0072] AusFig.1laRtsichentnehmen, daf eine Verbesserung der Ausbeute im Vergleich zur Kontrolle bei Verwendung
von 20 ng Template-DNA war bei allen Bedingungen zu beobachten ist. Eine erfolgreiche Amplifikation, d.h. eine Ver-
besserung der Sensitivitat um Faktor 10, wurde bei Verwendung der "Futter"-Oligonukleotide P30-GAPDH (30mer) und
P45-GAPDH (45mer) erzielt. Gleichzeitig wurde auch der bei High-Fidelity PCR-Reaktionen haufig als "Schmier" auf-
tretende Hintergrund deutlich reduziert.

[0073] Dies legt den SchluRR nahe, daf? Oligonukleotide, die aufgrund ihres Schmelzpunkts (bedingt durch Lange und
GC-Gehalt) in der Lage sind unter PCR-Bedingungen einen DNA Doppelstrang auszubilden, besonders als "Futter-
Oligonukleotid" im Sinne der Erfindung geeignet sind.

Beispiel 2

[0074] In diesem Beispiel wurde der Effekt der Haarnadel "Futter*-DNA-Oligonukleotide P78 3'P und P78 3'p-Thio
auf die PCR mit High Fidelity DNA-Polymerase untersucht. Die Oligonukleotide enthalten in ihrem 5’-Bereich eine
Sequenz, die komplementéar zum humanen GAPDH Genlokus ist. Der 3'-Bereich ist komplementar zum 5'-Bereich des
Oligonukleotids, so daf} eine doppelstrangige Haarnadelstruktur ausgebildet werden kann. Es handelt sich um Oligo-
nukleotide, die anstelle der 3'-OH-Gruppe ein 3’-Phosphat tragen. Das Oligonukleotid P78 3'P-Thio trégt zwischen der
letzten und der vorletzten 3'-Base ein Phosphothioat im Zucker-Phosphat-Ruckgrat der DNA.

[0075] Der Ansatz und die Durchfiihrung der PCR mittels High Fidelity DNA-Polymerase waren wie folgt. Fur die PCR-
Reaktionen wurde ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz
enthielt 1x ProofStart PCR-Buffer, 1,25 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 wM Vorwarts- und -Ruckwarts-Primer fiir
CFTR (CYST) und je 0,3 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 25 ul. Den Zweifach-
ansatzen wurde jeweils 25 ng, 5 ng oder 1 ng humane genomische DNA und in Einzelbestimmung eine vergleichbare
Menge Wasser als Negativkontrolle zugesetzt.(NTC: "No-Template-Control"). Zusatzlich wurden als "Futter"-Oligonu-
kleotid im Sinne der Erfindung jeweils eines der Oligonukleotide P78 3'P und P78 3'p-Thio in einer Konzentration von
25 pM, 1 pM, 0,5 uM und 0,2 uM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen ohne "Futter”
Oligonukleotid mitgefiihrt (Beschriftung in Fig. 2: "Kontrolle"). Wéahrend der Vorbereitung der PCR Reaktionen wurde
die Proben gekiihlt.

[0076] Das PCR-Protokoll umfafite eine initiale Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fiir 5 min
bei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C, sowie einem abschlieRenden
Schritt fir 10 min bei 72°C ("final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden und Primem sind in
5'-3’ Richtung angegeben.

PCR-Primer Sequenzen:

[0077]
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CYST 3: CCC AAACCC AACCCATACACAC
CYST5: CCTTGC CTT AGATGT GTC GGC A

Sequenzen der "Futter"-Oligonukleotide:

[0078]

P78 3'P: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA TGA CTT CAA CAG CGA CAC
CCA CTC CTC CAC CTT TGA CGC [Phosp-Q] ([Phosp-Q]: 3'-Phosphat anstelle von 3'-OH)

P78 3'p-Thio: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA TGA CTT CAA CAG CGA
CAC CCACTC CTC CAC CTT TGA CG *C[Phosp-Q] ([Phosp-Q]: 3-Phosphat anstelle von 3'-OH; *: Phosphothioat
im Ruckgrat)

[0079] 10 pl jeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel (1%) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050).

[0080] Fig. 2 zeigt die Agarosegel-Analyse der PCR zur Untersuchung des Effekts von Haarnadel-"Futter"-Oligonu-
kleotiden (P78 3'P, P78 3'P-Thio) auf die PCR-Amplifikation eines 1,5 kb Fragments aus dem humanen CFTR Genlokus.
Spur 1: 25 ng HUDNA; Spur 2: 5 ng HuUDNA; Spur 3: 1ng HUDNA; Spur 4: NTC; M=Marker.

[0081] Aus Fig. 2 ist ersichtlich, daf3 durch Zusatz der Haarnadel "Futter"-DNA-Oligonukleotide P78 3'P und P78 3'p-
Thio die Ausbeute und Sensitivitat der High-Fidelity PCR des 1,5 kb Fragments deutlich im Vergleich zur Kontrolle ohne
"Futter"-DNA-Oligonukleotide erhdht werden konnte. Gleichzeitig wurde auch der bei High-Fidelity PCR-Reaktionen
haufig als "Schmier" auftretende Hintergrund deutlich reduziert.

[0082] Das "Futter"-DNA-Oligonukleotid P78 3'P hatte im gesamten getesteten Bereich von 0,2 uM bis 2,5 uM einen
positiven Effekt auf Ausbeute und Sensitivitat der High-Fidelity PCR Amplifikation des 1,5 kb Fragments.

[0083] Das"Futter"-DNA-Oligonukleotid P78 3'p-Thio zeigte bei der Amplifikation des 1,5 kb Fragments einen positiven
Effekt im Bereich von 0,2 wM bis 0,5 wM. Bei h6heren Konzentrationen war nur noch das Haarnadel "Futter"-DNA-
Oligonukleotid auf dem Gel als Schmier um 200 bp nachweisbar. Dieser Effekt tritt nicht bei dem "Futter"-DNA-Oligo-
nukleotid P78 3'P auf.

[0084] Dies legtden Schlul3 nahe, daR das "Futter"-DNA-Oligonukleotid P78 3'P durch die 3'-5’-Exonuklease-Aktivitat
der High-Fidelity DNA Polymerase abgebaut wird. Dadurch ist es moglich, wesentlich héhere Konzentrationen "Futter'-
DNA-Oligonukleotid P78 3'P im Vergleich zu P78 3'p-Thio einzusetzen. Durch Kombination von 3'-Phosphat mit einem
Phosphothioat, wie bei P78 3'p-Thio, bleibt das "Futter"-DNA-Oligonukleotid offensichtlich intakt und ist somit in der
Lage, wahrend der gesamten PCR die High-Fidelity DNA-Polymerase zu binden.

Beispiel 3

[0085] In diesem Beispiel wurde der Effekt von "Futter"-Oligonukleotiden, die einen randomisierten Teil oder die
universelle Base Inosin enthalten (N14-degAATAAA; pA-1; BActpA-61-3’), auf die PCR-Amplifikation eines 1,5 kb Frag-
ments aus dem humanen CFTR Genlokus untersucht.

[0086] Die Oligonukleotide N14-degAATAAA, pA-1, und BActpA-61-3’ (Sequenz siehe unten) werden auf ihre Lei-
stungsfahigkeitin der PCR getestet. Es handelt sich um einzelstréngige Oligonukleotide mit natlirlichem Zucker-Phosphat
Ruckgrat, die eine endsténdige 3'-OH Gruppe tragen.

[0087] Der Ansatz und die Durchfiihrung der PCR mittels DNA-Polymerase waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen
wurde ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x
ProofStart PCR-Buffer, 1,25 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 .M CYST Vorwarts- und -Riuckwarts-Primer und je 0,3
mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 25 pl. Den Zweifach-Ansatzen wurden jeweils
25 ng, 5 ng oder 1 ng humane genomische DNA zugesetzt, und in einem Einfachansatz wurde eine vergleichbare Menge
Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-Control") verwendet. Zuséatzlich wurden als "Futter"-Oligonukleotid im
Sinne der Erfindung jeweils eines der Oligonukleotide N14-degAATAAA, pA-1 und BActpA-61-3’ in einer Konzentration
von 10 uM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefuhrt
(Beschriftung in Fig. 3: "Kontrolle"). Wahrend der Vorbereitung der PCR Reaktionen wurde die Proben gekihilt.

[0088] Das PCR Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fur
5minbei95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C, sowie einem abschlieRenden
Schritt fir 10 min bei 72°C (“final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden und Primem sind in
5-3’ Richtung angegeben.
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PCR Primer-Sequenzen:

[0089]

CYST 3: CCC AAACCC AACCCATACACAC
CYST5: CCT TGC CTT AGATGT GTC GGC A

Sequenzen der "Futter" Oligonukleotide:

[0090]

N14-degAATAAA: NNN NNN NNN NNN NNH HND DVA ATA AA
PA- HEHTHEIETE I AAT AAA
BACtpA-61-3': GTA CAC TGA CTT GAG ACC AGT TGA ATA AALIILII

[0091] 10 pljeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050).

[0092] Fig. 3 zeigt eine Agarosegel-Analyse der PCR-Produkte zum Effekt von "Futter"-Oligonukleotiden unterschied-
licher Ladnge (N14-degAATAAA,; pA-l; BActpA-61-3’) auf die PCR-Amplifikation eines 1,5 kb Fragments aus dem humanen
CFTR Genlokus. Spur 1: 25 ng HUDNA; Spur 2: 5 ng HUDNA; Spur 3: 1 ng HUDNA; Spur 4: NTC; M: Marker.

[0093] Durch Zusatz der "Futter"-DNA-Oligonukleotide N14-degAATAAA und pA-I konnte die Ausbeute und Sensiti-
vitat der High-Fidelity PCR deutlich im Vergleich zur Kontrolle ohne "Futter"-DNA-Oligonukleotide erhdht werden. Gleich-
zeitig wurde auch der bei High-Fidelity PCR Reaktionen haufig als "Schmier" auftretende Hintergrund deutlich reduziert.
[0094] Das "Futter"-DNA-Oligonukleotid BActpA-61-3' mit 6 Inosin-Basen am 3’-Ende eignete sich nicht als "Futter"-
DNA-Oligonukleotid.

[0095] Dieslegtden Schlufd nahe, da Oligonukleotide mit randomisierten Sequenzen oder universelle Basen wirksam
als "Futter"-DNA-Oligonukleotide eingesetzt werden kdnnen. Auch eine Verwendung von Standard-Oligonukleotiden
ohne Schutz vor Abbau durch die 3'-5’-Exonuklease-Aktivitat der verwendeten Polymerase als "Futter"-DNA-Oligonu-
kleotide ist moglich.

Beispiel 4

[0096] In diesem Beispiel wurde der Effekt von "Futter"-DNA-Oligonukleotiden mit unterschiedlichen Eigenschaften
auf die PCR mit High Fidelity DNA-Polymerase untersucht. Es wurden die Oligonukleotide GAP P78 3'P, GAP P78 3'p-
Thio, N14-degAATAAA und PA-1 mit den unten angegebenen Sequenzen als Zusatz in der PCR verwendet. Die Oligo-
nukleotide GAP P78 3'P und GAP P78 3'p-Thio wurden bereits in Beispiel 2 und die Oligonukleotide N14-degAATAAA
und PA-I wurden bereits in Beispiel 3 beschrieben.

[0097] Der Ansatz und die Durchfihrung der High Fidelity-PCR waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen wurde
ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x Proof-
Start PCR-Buffer, 1 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 wM B-Actin Vorwéarts- und -Ruickwarts-Primer und je 0,3 mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 20 p.l.

[0098] Den Zweifachansatzen wurden jeweils 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng bzw. 0,001 ng K562 cDNA (aus K562
Zellen, siehe allgemeine Methoden am Ende der Beispiele) und ebenfalls in Zweifachansatzen eine vergleichbare Menge
Wasser als Negativkontrolle zugegeben (NTC: "No-Template-Control"). Zuséatzlich wurden als "Futter"-Oligonukleotide
GAP P78 3'P, GAP P78 3'p-Thio, N14-degAATAAA bzw. PA-I im Sinne der Erfindung jeweils in einer Konzentration
von 0,25 puM, 0,5 uM und 1,0 pM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen ohne "Futter"-
Oligonukleotid mitgefiihrt (Beschriftung in Fig. 4A bis 4D: Kontrolle). Wahrend der Vorbereitung der PCR Reaktionen
wurde die Proben gekuhilt.

[0099] Das PCR Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fiir
5 minbei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie einem abschlieRenden
Schritt fir 10 min bei 72°C (“final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden und Primem sind in
5’-3’-Richtung angegeben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0100]

BACT-TM.5: TCA CCC ACACTG TGC CCATCT ACG A
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BACT-TM.3: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCAATG G

Sequenzen der "Futter"-Oligonukleotide:

[0101]

GAP P78 3'P: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA

TGA CTT CAA CAG CGA CAC CCA CTC CTC CAC CTT TGA CGC [Phosp-Q] ([Phosp-Q]: 3'-Phosphat)

GAP P78 3'p-Thio: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA TGA CTT CAA CAG
CGA CAC CCACTCCTC CACCTT TGA CG*C [Phosp-Q] ([Phosp-Q]: 3'-Phosphat; *: Phosphothioat im Riickgrat)
N14-degAATAAA: NNN NNN NNN NNN NNH HND DVA ATA AA

PA-L T AAT AAA

[0102] 5 pl jeder PCR-Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid geférbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Die Fig. 4A bis 4D zeigen Agarosegel-Analysen der
PCR-Produkte zum Effekt von Oligonukleotiden mit unterschiedlichen Eigenschaften (GAP P78 'P,GAP P78 3'p-Thio,
N14-degAATAAA, PA-I) auf die PCR Amplifikation von B-Actin. M = Marker.

[0103] Die bereits erfolgreich in den Beispielen 2 und 3 zur Verwendung mit genomischer DNA getesteten "Futter"-
Oligonukleotide wurden in Beispiel 4 mit einer High-Fidelity PCR zur Amplifikation eines 300 bp Fragments aus cDNA
als Template-Nukleinséure eingesetzt. Es konnte in allen Fallen eine deutliche Verbesserung der Ausbeute und Sen-
sitivitét erzielt werden. Im Vergleich zu PCR-Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid war eine erfolgreiche PCR bei
Verwendung von sehr viel geringeren Mengen Template-cDNA mdglich Die Sensitivitat konnte bis zu 100-fach (Versuch
geman Fig. 4A), bis zu 10.000-fach (Versuch gemaf Fig. 4B), bis zu 1.000-fach (Versuch gemaf Fig. 4C) und bis zu
10.000-fach (Versuch gemaf Fig. 4D) gesteigert werden. Alle in Beispiel 4 eingesetzten Oligonukleotide eignen sich
demnach als "Futter"-Oligonukleotide zur Erhéhung der Ausbeute und Sensitivitat einer High-Fidelity PCR.

Beispiel 5

[0104] In diesem Beispiel wurde der Effekt von einzelstrangigen 45mer "Futter-Oligonukleotiden, die sich durch die
Anwesenheit eines Phosphothioats im DNA Ruickgrat unterscheiden, auf die PCR Amplifikation von (-Actin mittels High
Fidelity DNA-Polymerase untersucht.

[0105] Es wurden die Oligonukleotide GAP45-3'P und GAP45-3'P-Thio mit den unten angegebenen Sequenzen als
Zusatz in der PCR verwendet. Es handelt sich um einzelstréangige Oligonukleotide, die anstatt der 3'-OH Gruppe ein 3'-
Phosphattragen. Die beiden Varianten unterscheiden sich durch die Gegenwart (GAP45-3'P-Thio) oder die Abwesenheit
(GAP45-3'P) eines Phosphothioats im DNA-RUckgrat.

[0106] Der Ansatz und die Durchfihrung der High Fidelity-PCR waren wie folgt. Fur die PCR Reaktionen wurde
ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x Proof-
Start PCR-Buffer, 1 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 wM B-Actin-Vorwarts- und -Rickwarts-Primer und je 0,3 mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 20 pl. Den Zweifachansétzen wurden jeweils 10
ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng bzw. 0,001 ng K562 cDNA (aus K562 Zellen, siehe allgemeine Methoden am Ende der Beispiele)
und ebenfallsin Zweifachansatzen eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-Control")
zugesetzt. Zusatzlich wurden als "Futter"-Oligonukleotid GAP45-3'P und GAP45-Thio im Sinne der Erfindung jeweils in
einer Konzentration von 0,3 uM, 1,0 uM, 3,0 uM bzw. 10 uM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende
Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefuhrt (Beschriftung in Fig. 5A: "Kontrolle"). Wahrend der Vorbereitung der
PCR-Reaktionen wurden die Proben gekiihlt.

[0107] Das PCR-Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fur
5 minbei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie einem abschlieRenden
Schritt fir 10 min bei 72°C (“final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden und Primem sind in
5'-3’ Richtung angegeben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0108]

BACT-TM.5: TCACCC ACACTG TGC CCATCT ACG A
BACT-TM.3: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCAATG G
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Sequenzen der "Futter"-Oligonukleotide:

[0109]

GAP45-3'P: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA GAG GAG
GAP45-Thio: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA GAG GA*G [Phosp-Q] ([Phosp-
Q]: 3'-Phosphat; *: Phosphothioat im Ruckgrat)

[0110] 5 pl jeder PCR-Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid geférbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Die Fig. 5A bis 5C zeigen Agarosegel Analysen der
PCR-Produkte zur Untersuchung des Effekts von einzelstréngigen 45mer "Futter"-Oligonukleotiden, die sich durch die
Anwesenheit eines Phosphothioats im DNA Ruckgrat unterscheiden, auf die PCR Amplifikation von B-Actin. M=Marker.
[0111] BeiVerwendung der beiden 45mer "Futter"-Oligonukleotide konnte in allen Fallen eine deutliche Verbesserung
der Ausbeute und Sensitivitat erzielt werden. Im Vergleich zu PCR-Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotide war eine
erfolgreiche PCR bei Verwendung von sehr viel geringeren Mengen Template-cDNA mdglich. Die Sensitivitat im Ver-
gleich zur Kontrolle (Fig. 5A) konnte bei Verwendung von GAP45-3'P (Fig. 5B) bis zu 1.000-fach und bei Verwendung
von GAP45-Thio (Fig. 5C) bis zu 10.000-fach gesteigert werden. Gleichzeitig wurde auch der bei High-Fidelity PCR
Reaktionen h&ufig als "Schmier" auftretende Hintergrund deutlich reduziert.

Beispiel 6

[0112] In diesem Beispiel wurde der Effekt der "Futter" DNA-Oligonukleotide G45-TP-1sp-d und G45-TP-2sp-d, die
abasische Spacer enthalten, auf die High Fidelity PCR von B-Actin untersucht. Dazu wurden die Oligonukleotide G45-
TP-1sp-d und G45-TP-2sp-d mit den unten angegebenen Sequenzen als Zusatz in der PCR verwendet. Es handelt sich
um einzelstrangige Oligonukleotide, die anstatt der 3'-OH Gruppe ein 3’-Phosphat, sowie zwischen der letzten und
vorletzten 3'-Base ein Phosphothioat anstelle eines Phosphats im Zucker-Phosphat-Ruckgrat der DNA tragen. Die
beiden Varianten unterscheiden sich durch die Gegenwart von einem (G45-TP-1sp-d) bzw. zwei (G45-TP-2sp-d) aba-
sischen Spacern.

[0113] Der Ansatz und die Durchfihrung der High Fidelity-PCR waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen wurde
ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x Proof-
Start PCR-Buffer, 1 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 uM B-Actin Vorwarts- und Rickwéarts-Primer und je 0,3 mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 20 ul. Den Zweifachansatzen wurden jeweils 10
ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng bzw. 0,001 ng cDNA (aus K562 Zellen, siehe allgemeine Methoden am Ende der Beispiele)
und in einem Einfachansatz eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-Control") zu-
gesetzt. Zusatzlich wurden als "Futter"-Oligonukleotide im Sinne der Erfindung jeweils eines der Oligonukleotide G45-
TP-1sp-d bzw. G45-TP-2sp-d in einer Konzentration von 0,3 pM, 1uM, 3uM und 10p.M zugesetzt. Als Kontrolle wurden
jeweils entsprechende Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefiihrt (Beschriftung in Fig. 6A: "Kontrolle"). Wahrend
der Vorbereitung der PCR-Reaktionen wurden die Proben gekiihlt.

[0114] Das PCR Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fiir
5 minbei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie einem abschlieRenden
Schritt fir 10 min bei 72°C ("final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden und Primem sind in
5'-3’ Richtung angegeben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0115]

BACT-TM.5: TCA CCC ACACTG TGC CCATCT ACG A
BACT-TM.3: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCAATG G

Sequenzen der "Futter" Oligonukleotide:

[0116]

G45-TP-1sp-d: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GT [sp-d]GTC GCT GTT GAA GTC AGA GGA *G[Phosp-Q]
([sp-d]: abasischer spacer [Phosp-Q]: 3' Phosphat)

G45-TP-2sp-d: GCG TCA AAG GT[sp-d] GGA GGA GTG GGT [sp-d]GTC GCT GTT GAA GTC AGA GGA *G
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[Phosp-Q] ([sp-d]: abasic spacer, [Phosp-Q]: 3' Phosphate; *: Phosphothioat im Riickgrat)

[0117] 5 pl jeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten 2 % Agarosegel analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Die Fig. 6A bis 6C zeigen Agarosegel-Analysen zur
Untersuchung des Effekts von "Futter"-Oligonukleotiden, die abasische Spacer enthalten, auf die PCR Amplifikation
von B-Actin. M = Marker.

[0118] BeiVerwendung der beiden 45mer "Futter"-Oligonukleotide mit einem abasischen Spacer (Fig. 6B) oder zwei
abasischen Spacern (Fig. 6C) konnte in allen Féllen eine deutliche Verbesserung der Ausbeute und Sensitivitat erzielt
werden. Im Vergleich zu PCR-Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotide (Fig. 6A) war eine erfolgreiche PCR bei Ver-
wendung von sehr viel geringeren Mengen Template-cDNA mdglich. Die Sensitivitat im Vergleich zur Kontrolle (Fig.
6A) konnte bis zu 1.000-fach (Versuch gemaR Fig. 6B) und bei dem Versuch gemaR Fig. 6C ebenfalls bis zu 1.000-fach
gesteigert werden. Gleichzeitig wurde auch der bei High-Fidelity PCR Reaktionen haufig als "Schmier" auftretende
Hintergrund deutlich reduziert.

Beispiel 7

[0119] In diesem Beispiel wurde der Effekt von RNA als "Futter” im Sinne der Erfindung auf die High Fidelity PCR
(PCR Amplifikation von B-Actin) untersucht. Es wurde kommerziell erhéltliche Transfer-RNA (tRNA, R8508, Sigma
GmbH, Taufkirchen bei Miinchen, Deutschland) sowie ribosomale RNA (rRNA, R6750, Sigma) als "Futter" der High-
Fidelity PCR zugesetzt.

[0120] Der Ansatz und die Durchfihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen wurde
ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x Proof-
Start PCR-Buffer, 1 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 wM B-Actin Vorwarts- und -Ruckwarts-Primer und je 0,3 mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 20 pl. Den Dreifachansatzen wurden jeweils 100
ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng bzw. 0,01 ng K562 cDNA (aus K562 Zellen, siehe allgemeine Methoden) und in einer Einfach-
bestimmung eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-Control") zugesetzt. Zusétzlich
wurden als "Futter" im Sinne der Erfindung jeweils t-RNA in einer Konzentration von 4 ng, 40 ng, 400 ng bzw. 4000 ng
pro 20 pl Reaktionsansatz bzw. r-RNA in einer Konzentration von 4 ng, 40 ng bzw. 400 ng pro 20 pl Reaktionsansatz
zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen ohne "Futter"-RNA mitgefuhrt (Beschriftung in Fig.
7A: "Kontrolle"). Wahrend der Vorbereitung der PCR Reaktionen wurden die Proben gekdhit.

[0121] Das PCR Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fiir
5 minbei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie einem abschlieRenden
Schritt fir 10 min bei 72°C ("final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Primem sind in 5’-3' Richtung ange-
geben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0122]

B-Actin Vorwérts: TCA CCC ACA CTG TGC CCATCT ACG A
B-Actin Rickwarts: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCAATG G

[0123] 5 pl jeder PCR-Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid geférbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Die Fig. 7A und 7B zeigen Agarosegel-Analysen zur
Untersuchung des Effekts von RNA als "Futter" im Sinne der Erfindung auf die PCR Amplifikation von B-Actin. M = Marker.
[0124] Uberraschenderweise eignet sich RNA als "Futter” im Sinne der Erfindung zur Verbesserung von Ausbeute
und Sensitivitat der High Fidelity PCR. Bei Verwendung von t-RNA (Fig. 7A) konnte die Sensitivitat bis zu 100-fach
verbessert werden. Bei Verwendung von rRNA (Fig. 7B) konnte die Sensitivitdt sogar bis zu 1.000-fach verbessert
werden. Gleichzeitig wurde bei Zusatz von RNA (Fig. 7A und B) der bei High-Fidelity PCR Reaktionen haufig als "Schmier"
auftretende Hintergrund deutlich reduziert.

Beispiel 8

[0125] In diesem Beispiel wurde der Effekt von RNA als "Futter" im Sinne der Erfindung auf die High Fidelity PCR (die
PCR Amplifikation von B-Actin) untersucht. Es wurde kommerziell erhaltliche Poly-A-RNA (QIAGEN, 1010373) als "Fut-
ter" der High-Fidelity PCR zugesetzt. Es handelt sich dabei um ein Homo-A-Polymer, welcher ein heterogenes Gemisch
aus unterschiedlich langen poly(A)-Molekiilen enthalt (Hauptanteil zwischen 0.2 kb und 5.0 kb).

[0126] Der Ansatz und die Durchfiihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fir die PCR Reaktionen wurde
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ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x Proof-
Start PCR-Buffer, 2,5 U ProofStart DNA-Polymerase, je 1 M B-Actin-Vorwarts- und Rickwarts-Primer und je 0,3 mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 50 wl. Den Dreifachansatzen wurden jeweils 100
ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng bzw. 0,01 ng pro Reaktion cDNA (aus K562 Zellen, siehe allgemeine Methoden im Anschlul? an
die Beispiele) und in Einzelbestimmung eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-
Control") zugesetzt. Zusétzlich wurden als "Futter” Poly-A-RNA im Sinne der Erfindung jeweils in einer Konzentration
von 20 ng, 200 ng, 2000 ng, oder 20.000 ng pro 50 wl Reaktionsansatz zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entspre-
chende Reaktionen ohne "Futter"-RNA mitgefiihrt (Beschriftung in Fig. 8A: "Kontrolle"). Wahrend der Vorbereitung der
PCR Reaktionen wurden die Proben gekiihlt.

[0127] Das PCR Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fiir
5 minbei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie einem abschlielenden
Schritt fir 10 min bei 72°C ("final extension”). Die nachfolgenden Sequenzen von Primem sind in 5’-3" Richtung ange-
geben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0128]

B-Actin Vorwarts: TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A
B-Actin Riickwarts: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCAATG G

[0129] 10 pljeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel (1 %) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Die Fig. 8A und 8B zeigen Agarosegel-Analysen zur
Untersuchung des Effekts des Zusatzes von Poly-A-RNA auf die PCR-Amplifikation von [3-Actin.

[0130] Uberraschenderweise eignet sich auch Poly-A-RNA als "Futter" im Sinne der Erfindung zur Verbesserung von
Ausbeute und Sensitivitat der High Fidelity PCR. Bei Verwendung von Poly-A-RNA konnte die Sensitivitét bis zu 10.000-
fach verbessert werden. Gleichzeitig wurde bei Zusatz von RNA (vergl. Fig. 8A und B) der bei High-Fidelity PCR Reak-
tionen haufig als "Schmier" auftretende Hintergrund deutlich reduziert.

Beispiel 9

[0131] In diesem Beispiel sollte der Effekt von PCR Primem, die zwischen der letzten und vorletzten 3'-Base ein
Phosphothioat im Zucker-Phosphat Riickgrat der DNA tragen, auf die High Fidelity PCR (die Amplifikation von -Actin)
untersucht und mit Standard PCR Primem verglichen werden. In der Literatur (Skerra, A., PhosphoroPhosphothioat
primers improve the amplification of DNA sequences by DNA polymerases with proofreading activity, Nucleic Acids Res,
1992, 20(14), 3551-3554)

[0132] wurde eine positiver Effekt von PCR Primern, die zwischen der letzten und vorletzten 3'-Base ein Phosphothioat
im Zucker-Phosphat Rickgrat tragen, beschrieben. In diesem Experiment sollte der Effekt solcher Primer im Vergleich
zu Standard Primem auf die Amplifikation des in Beispiel 4 bis 8 verwendeten B-Actin PCR Systems untersucht werden.
Der Effekt der Primer wurde in einem Konzentrationsbereich von 0,2 uM bis 1 uM getestet.

[0133] Der Ansatz und die Durchfihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen wurde
ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x Proof-
Start PCR Buffer, 2,5 U ProofStart DNA Polymerase, je 0,2 uM, 0,5 M oder 1 wM B-Actin Vorwarts-Thio und Ruckwarts-
Thio-Primer und je 0,3 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 50 pl. Den Zweifach-
ansatzen wurde jeweils 100 ng, 10 ng, 1 ng K562 cDNA und ebenfalls in Zweifachanséatzen eine vergleichbare Menge
Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-Control") zugegeben. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende
PCR-Reaktionen mit den beiden Standard Primem (B-Actin-Vorwérts bzw. -Ruckwarts) je 0,2 uM, 0,5 uM oder 1 uM
mitgefuhrt (Beschriftung: "Standard Primer"). Wahrend der Vorbereitung der PCR Reaktionen wurde die Proben gekuhlt.
[0134] Das PCR Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fur
5 min bei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1min 30 s bei 72°C sowie einem abschlieRenden
Schritt fir 10 min bei 72°C ("final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Primem sind in 5’-3' Richtung ange-
geben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0135]

B-Actin Vorwarts: TCA CCC ACA CTG TGC CCATCT ACG A
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B-Actin Riickwarts: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCA ATG G
B-Actin Vorwarts-Thio: TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG *A
B-Actin Rickwérts-Thio: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCA ATG *G
(*: Phosphothioat im Riickgrat)

[0136] 10 pl jeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GrolRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Fig. 9 zeigt eine Agarosegel-Analyse zur Untersu-
chung des Effekts von PCR-Primem, die zwischen der letzten und vorletzten 3’-Base ein Phosphothioat im Zucker-
Phosphat-Riickgrat der DNA tragen, auf die Amplifikation von B-Actin im Vergleich zu Standard PCR Primem. M = Marker.
[0137] Durch Verwendung von PCR-Primem, die zwischen der letzten und vorletzten 3'-Base ein Phosphothioat im
Zucker-Phosphat Ruckgrat tragen, konnte eine leichte Verbesserung der Ausbeute und Sensitivitat im Vergleich zu
Standard Primem erzielt werden, die Erh6hung der Sensitivitat lag bei maximal 10-fach. Im Gegensatz dazu konnte die
Sensitivitat bei dem gleichen PCR-System in den Beispielen 4 bis 8 um bis zu 10.000-fach gesteigert werden.

[0138] Gleichzeitig wurde bei Verwendung der PCR-Primer, die zwischen der letzten und vorletzten 3'-Base ein Phos-
phothioat im Zucker-Phosphat Riickgrat der DNA tragen, keine Reduktion des bei High-Fidelity PCR Reaktionen haufig
als "Schmier" auftretende Hintergrunds beobachtet. Im Vergleich zum Stand der Technik stellt die Verwendung von
"Futter" im Sinne der Erfindung eine signifikante Verbesserung der High-Fidelity PCR dar.

Beispiel 10

[0139] Dieses Beispiel betrifft den Effekt von Haarnadel "Futter" Oligonukleotiden auf die PCR Amplifikation eines 2
kb Fragments aus dem murinen PKC Genlokus unter Verwendung des Enzyms VentR. Speziell wurde in diesem Beispiel
der Effekt des Haarnadel "Futter" DNA-Oligonukleotids GAP P78 3'p-Thio auf die High Fidelity PCR unter Verwendung
einer High Fidelity DNA-Polymerase aus verschiedenen Archaebakterien-Gattungen untersucht. Das Enzym VentR
(New England Biolabs, M0254S) stammt ursprunglich aus Thermococcus spec. wahrend die in den vorhergehenden
Beispielen verwendete ProofStart Polymerase urspriinglich aus Pyrococcus spec. isoliert wurde. Im Vergleich zur Proof-
Start Polymerase fehlt der VentR Polymerase zusétzlich auch ein PCR Hot-Start. Das Oligonukleotid GAP P78 3'p-Thio
wurde bereits in Beispiel 2 naher beschrieben.

[0140] DerAnsatz und die Durchfihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fiir die PCR-Reaktionen wurde VentR-
Polymerase verwendet (New England Biolabs, Katalog Nummer M0254S). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x ThermoPol
Reaction PCR-Buffer, 2,5 U VentR DNA-Polymerase, je 0,4 pM MPUC-Vorwarts- und -Ruckwarts-Primer und je 0,4
mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 50 pl. Den Dreifachansétzen wurden jeweils
100 ng, 25 ng, 2,5 ng bzw. 0,25 ng 3T3 DNA sowie eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-
Template-Control") zugesetzt. Zuséatzlich wurde als "Futter"-Oligonukleotid im Sinne der Erfindung GAP P78 3'p-Thio
in einer Konzentration von 0,3 uM, 0,7 wM oder 1 wM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen
ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefuhrt (Beschriftung in Fig. 10: "Kontrolle). Wahrend der Vorbereitung der PCR Reak-
tionen wurden die Proben gekihlt.

[0141] Das PCR Protokoll bestand aus 40 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie
einem abschlieRenden Schritt fir L0 min bei 72°C (“final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden
und Primem sind in 5’-3’ Richtung angegeben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0142]

MPUC 3: GCT GCT TGA AGA AAC GAG CGG TG
MPUC5+258: CTG CAC CTT CTG GAATTC CGACTC

Sequenzen der "Futter" Oligonukleotide:

[0143]

GAP P78 3'p-Thio: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA TGA CTT CAA CAG
CGA CAC CCACTC CTC CAC CTT TGA CG*C [Phosp-Q] ([Phosp-Q]: 3'-Phosphat; *: Phosphothioat im Riickgrat)

[0144] 10 pl jeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten 2 % Agarosegel analysiert. Als

GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Fig. 10 zeigt eine Agarosegel Analyse zur Untersu-
chung des Effekts von Haamadel-"Futter"-Oligonukleotiden auf die PCR-Amplifikation eines 2 kb Fragments aus dem
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murinen PKC Genlokus unter Verwendung des Enzyms VentR. M= Marker.

[0145] Die Verwendung des "Futters" im Sinne der Erfindung ist auch mit einer High-Fidelity DNA Polymerase aus
einer anderen Archaen-Gattung kompatibel und erlaubt eine Verbesserung der Ausbeute und Sensitivitat der High-
Fidelity PCR. Der Zusatz des Haarnadel-"Futter"-Oligonukleotids GAP P78 3'p-Thio fuhrt hier zu einer bis Verbesserung
der Sensitivitdt um das bis zu 40-fache fir ein 2 kb PCR Produkt.

Beispiel 11

[0146] In diesem Beispiel wurde der Effekt des "Futter"-DNA-Oligonukleotids N40-Thio auf die High Fidelity PCR
(PCR Amplifikation von B-Actin) unter Verwendung einer High Fidelity DNA-Polymerase aus verschiedenen Archaebak-
terien-Gattungen untersucht. Die Polymerase VentR (New England Biolabs, M0254S) stammte urspriinglich aus Ther-
mococcus spec. wahrend die ProofStart Polymerase urspriinglich aus Pyrococcus spec. isoliert wurde. Im Vergleich
zur Proof-Start Polymerase fehlt der VentR Polymerase zusézlich auch PCR Hot-Start. Bei dem Futter-Oligonukleotid
handelt sich um ein einzelstrangiges Oligonukleotid mit zufélliger Sequenz aus A, C, G und T (N), welches anstatt der
3'-OH-Gruppe ein 3'-Phosphat tragt und zusétzlich zwischen der letzten und vorletzten 3'-Base ein Phosphothioat im
Zucker-Phosphat Ruckgrat der DNA enthélt.

[0147] Der Ansatz und die Durchfiihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen wurde VentR
Polymerase verwendet (New England Biolabs, Katalog Nummer M0254S). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x ThermoPol
Reaction PCR-Buffer, 1,25 U Vent R DNA-Polymerase, je 0,4 uM B-Actin-Vorwarts- und -Rickwérts-Primer und je 0,4
mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 25 pl. Den Dreifachansétzen wurden jeweils
100, 10, 1, 0,1 bzw. 0,01 ng K562 cDNA sowie eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-
Template-Control") zugesetzt. Zusatzlich wurden als "Futter"-Oligonukleotid N40-Thio im Sinne der Erfindung jeweils
in einer Konzentration von 0,3 uwM, 0,7 wM oder 1 wM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen
ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefuihrt (Beschriftung in Fig. 11: "Kontrolle"). Wéhrend der Vorbereitung der PCR Re-
aktionen wurden die Proben gekuhlt.

[0148] Das PCR Protokoll bestand aus 40 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie
einem abschlieRenden Schritt fir L0 min bei 72°C (“final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden
und Primem sind in 5’-3’ Richtung angegeben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0149]

B-Actin Vorwérts: TCA CCC ACA CTG TGC CCATCT ACG A
B-Actin Rickwarts: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCAATG G

Sequenzen der "Futter" Oligonukleotide:

[0150]

N40-Thio: NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NN*N [Phosp-Q] (N: A, C, G, T; [Phosp-
Q]: 3-Phosphate; *: Phosphothioat im Riickgrat)

[0151] 10 pljeder PCR-Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid geféarbten Agarosegel (1 %) analysiert. Als
GrofRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Fig. 11 zeigt eine Agarosegel-Analyse zur Untersu-
chung des Effekst von "Futter" Oligonukleotiden auf die PCR-Amplifikation von B-Actin unter Verwendung des Enzyms
VentR. M = Marker.

[0152] Der Zusatz des "Futter" Oligonukleotids N40-Thio fihrt hier zu einer Verbesserung der Ausbeute sowie einer
Verbesserung der Sensitivitat um den Faktor 10. Es eignet sich demnach als "Futter"-Oligonukleotid im Sinne dieser
Erfindung.

Beispiel 12

[0153] In diesem Beispiel wurde der Effekt des "Futter"-DNA-Oligonukleotids GAP45-Thio auf die High Fidelity PCR
(PCR Amplifikation eines 2 kb Fragments aus dem murinen PKC Genlokus) unter Verwendung einer High Fidelity DNA-
Polymerase aus verschiedenen Gattungen von Archaebakterien untersucht. Das verwendete Enzym VentR (New Eng-
land Biolabs, M0254S) stammte urspriinglich aus Thermococcus spec., wahrend die ProofStart Polymerase urspriinglich
aus Pyrococcus spec. isoliert wurde. Das Oligonukleotid GAP45-Thio wurde bereits in Beispiel 5 néher beschrieben.
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[0154] Der Ansatz und die Durchfiihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fiir die PCR-Reaktionen wurde die
VentR Polymerase verwendet (New England Biolabs, Katalog Nummer M0254S). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x
ThermoPol Reaction PCR-Buffer, 1,25 U VentR DNA-Polymerase, je 0,4 u.M MPUC Vorwarts- und -Rickwarts-Primer
und je 0,4 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 25 pul. Den Dreifachansatzen wurden
jeweils 100, 25, 2,5, bzw. 0,25 ng/RxN und in Zweifachanséatzen eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle
(NTC: "No-Template-Control") hinzugefligt. Zusétzlich wurden als "Futter"-Oligonukleotid im Sinne der Erfindung GAP45-
Thio in einer Konzentration von 0,3 wM, 0,7 uM oder 1 uM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende
Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefiihrt (Beschriftung in Fig. 12: "Kontrolle"). Wahrend der Vorbereitung der
PCR-Reaktionen wurden die Proben gekuhlt.

[0155] Das PCR Protokoll bestand aus 40 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61 °C und 1 min 30 s bei 72°C sowie
einem abschlieRenden Schritt fur 10 min bei 72°C (“final extension"). Die nachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden
und Primem sind in 5’-3’ Richtung angegeben.

PCR Primer-Sequenzen:

[0156]

MPUC 3: GCT GCT TGA AGA AAC GAG CGG TG
MPUC5+258: CTG CAC CTT CTG GAATTC CGACTC

Sequenzen der "Futter" Oligonukleotide:

[0157]

GAP45-Thio: GCG TCA AAG GTG GAG GAG TGG GTG TCG CTG TTG AAG TCA GAG GA*G [Phosp-Q] ([Phosp-
QJ: 3'-Phosphat; *: Phosphothioat im Rickgrat)

[0158] 10 pl jeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GroRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Fig. 12 zeigt den Effekt von "Futter"-Oligonukleotiden
auf die PCR-Amplifikation eines 2 kb Fragments aus dem murinen PKC Genlokus unter Verwendung des Enzyms VentR.
M=Marker.

[0159] Bei Verwendung des "Futter" Oligonukleotids GAP45-Thio konnte die Sensitivitat bis zu 400-fach verbessert
werden. Gleichzeitig wurde der bei High-Fidelity PCR Reaktionen haufig als "Schmier" auftretende Hintergrund deutlich
reduziert.

Beispiel 13

[0160] In diesem Beispiel wurde der Effekt von des "Futter"-Oligonukleotids N40-Thio in Verbindung mit variablen
Konzentrationen der PCR-Primern auf die Amplifikation von B-Actin analysiert. Speziell wurde in diesem Beispiel der
Effekt des "Futter"-DNA-Oligonukleotids N40-Thio auf die High Fidelity PCR in Gegenwart variabler Konzentrationen
der PCR-Primer untersucht und mit Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid verglichen. Das verwendete "Futter”-Oli-
gonukleotid N40-Thio wurde bereits in Beispiel 11 naher beschrieben. Der Effekt der Primer-Konzentration wurde in
einem Konzentrationsbereich von 0,2 uM bis 1 uM getestet.

[0161] Der Ansatz und die Durchfihrung der High Fidelity PCR waren wie folgt. Fir die PCR-Reaktionen wurde
ProofStart DNA-Polymerase verwendet (QIAGEN, Katalog Nummer 202205). Jeder Reaktionsansatz enthielt 1x Proof-
Start PCR Buffer, 1,25 U ProofStart DNA-Polymerase, je 0,2, 0,5 bzw. 1 M B-Actin Vorwaérts- und -Ruckwarts-Primer
und je 0,3MM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in einem Reaktionsvolumen von 25 pl. Den Zweifachansétzen wurden
jeweils 1 ng, 0,1 ng bzw. 0,01 ng pro Reaktion K562 cDNA (aus K562 Zellen, siehe allgemeine Methoden am Ende der
Beispiele) und in Einzelbestimmung eine vergleichbare Menge Wasser als Negativkontrolle (NTC: "No-Template-Con-
trol") zugesetzt. Zusatzlich wurde als "Futter"-Oligonukleotid im Sinne der Erfindung N40-Thio in einer Konzentration
von 1 uM zugesetzt. Als Kontrolle wurden jeweils entsprechende Reaktionen ohne "Futter"-Oligonukleotid mitgefiihrt
(Beschriftung in Fig. 13: "Kontrolle"). Wahrend der Vorbereitung der PCR Reaktionen wurden die Proben gekiihlt
[0162] Das PCR Protokoll bestand aus einer initialen Reaktivierung der ProofStart DNA-Polymerase ("Hot-Start") fur
5 minbei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen mit 30 s bei 94°C, 60 s bei 61°C und 1 min 30 s bei 72°C sowie einem abschlieRenden
Schritt fur 10 min bei 72°C ("final extension"). Die hachfolgenden Sequenzen von Oligonukleotiden und Primem sind in
5'-3’-Richtung angegeben.
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PCR Primer-Sequenzen:

[0163]

B-Actin Vorwérts: TCA CCC ACA CTG TGC CCATCT ACG A
B-Actin Rickwarts: CAG CGG AAC CGC TCATTG CCAATG G

Sequenzen der "Futter" Oligonukleotide:

[0164]

N40-Thio: NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NN*N [Phosp-Q] (N: A, C, G, T; [Phosp-
QJ: 3-Phosphat; *: Phosphothioat im Riickgrat)

[0165] 10 wljeder PCR Reaktion wurden auf einem mit Ethidiumbromid geféarbten Agarosegel (2 %) analysiert. Als
GrofRenstandard diente eine 100 bp Leiter (Invitrogen, 15628-050). Fig. 13 zeigt den Effekt von "Futter"-Oligonukleotid
N40-Thio in Verbindung mit blockierten PCR-Primem auf die Amplifikation von -Actin. M=Marker.

[0166] Auch bei variablen Primer-Konzentrationen wurde eine Verbesserung der Ausbeute und Sensitivitét in Gegen-
wart eines "Futter"-Oligonukleotids erzielt. Gleichzeitig wurde der bei High-Fidelity PCR Reaktionen haufig als "Schmier”
auftretende Hintergrund deutlich reduziert.

Allgemeine Methoden

I. Template Nukleinséure:

[0167]
1. Genomische DNA: Die verwendete humane genomische DNA (HuDNA bzw. gDNA) wurde mit einem QlAamp
DNA Blood Maxi Kit (QIAGEN, Katalog Nummer 51192) oder einem FlexiGene DNA Kit (Qiagen, Katalog Nummer
51204) aus Blut isoliert. Die murine genomische DNA wurde aus NIH-3T3 Zellen mit einem DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Katalog Nummer 69504) gewonnen. Die Konzentration der isolierten DNA wurde anschlieRend photome-
trisch (OD260) bestimmt.

2. cDNA: Steht fur "complementary DNA" und ist eine Bezeichnung fiir die einzel- oder doppelstréngige DNA-Kopie
eines RNA-Molekiils.

II. Herstellung mittels reverser Transkription

[0168]
1. RNA: Gesamt-RNA aus K562 Zellen wurde mit einem RNeasy Midi Kit (QIAGEN, Katalog Nummer 75142) isoliert.
2. Reverse Transkription: Zur Herstellung von cDNA wurden 1 pg Gesamt-RNA mit einem Omniscript RT Kit
(QIAGEN, Katalog Nummer 205110) unter Verwendung einer Mischung aus Random und Oligo-dT(15) Primem
(Random Octamer 10 M, Oligonukleotid dT(15) 1 wM) entsprechend den Angaben im mitgelieferten Handbuch

revers transkribiert.

Annex zu den Anmeldungsunterlagen - nachgereichtes Sequenzprotokoll

[0169]
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<110>

<120> METHOD FOR POLYMERASE CHAIN REACTIONS
WITH USE OF A DNA POLYMERASE WITH PROOFREADING PROPERTIES

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Engell, Holger
Peist, Ralf

PAl56-EP
DE102005047617.1
2005-10-05

22

FastSEQ for Windows
1

22

DNA

Artificial Sequence

PCR primer seguence

1

gctgtttgat gtcctgcacg ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

21

DNA

Artificial Sequence

PCR primer sequence

2

gccectggectyg ggaggacgat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Sequence of the "feed" oligonucleotide

<220>
<221>
<222>

3

20

DNA

Artificial Sequence

(P20-GAPDH)

modified base
20

EP 1772523 A2

SEQUENCE LISTING

Version 4.0

ERCC-1

ERCC-1

(forward)

(reverse)

22

22

21
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<223> 3 prime-phosphate

<400> 3
gcgtcaaagg tggaggagtg 20

<210> 4

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence of the "feed" oligonucleotide
(P30-GAPDH)

<220>

<221> modified base
<222> 30

<223> 3 prime -phosphate

<400> 4
gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctyg 30

<210> 5

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence of the "feed" oligonucleotide
(P45-GAPDH)

<220>

<221> modified base
<222> 45

<223> 3 prime -phosphate

<400> 5
gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag 45

<210> 6

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR Primer sequence (CYST 3)

<400> 6
cccaaaccca acccatacac ac 22

<210> 7

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> PCR Primer sequence (CYST b5)

<400> 7
ccttgcectta gatgtgtcgg ca 22

<210> 8

<211> 78

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Sequences of the "feed" oligonucleotides (P78
3P)

<220>

<221> modified base

<222> 78

<223> 3 prime -phosphate

<400> 8
gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcat gacttcaaca gcgacaccca 60
ctcctceccace tttgacgce 78

<210> 9

<211> 78

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Sequences of the "feed" oligonucleotides (P78
3P-thio)

<220>

<221> modified base

<222> 77

<223> phosphothiocate in the backbone

<220>

<221> modified base
<222> 178

<223> 3 prime-phosphate

<400> 9
gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcat gacttcaaca gcgacaccca 60
ctcctceccace tttgacge 78

<210> 10

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1772523 A2

<220>
<223> Sequences of the "feed"
(N14-degAATAAA)

<220>

<221> misc_ feature

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
<223> n = A,T,C or G

<400> 10
nnnnnnnnnn nnnnhhnddv aataaa

<210> 11

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequences of the "feed"

<220>

<221> modified base

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
18, 19, 20, 21

<223> 1

<400> 11
NNNNNNNNNN nnonnnnnnn naataaa

<210> 12

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequences of the "feed"
(betaActp-6I-3)

<220>

<221> modified base

<222> 30, 31, 32, 33, 34, 35
<223> 1

<400> 12

oligonucleotides

9, 10, 11, 12, 13,

oligonucleotides

oligonucleotides

gtacactgac ttgagaccag ttgaataaan nnnnn

<210> 13
<211> 25
<212> DNA

25

14,

17

(pA-T)

14,

15,

16,

17,

26

27

35
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR Primer sequence (BACT-TM.D5)

<400> 13
tcacccacac tgtgcccatce tacga

<210> 14

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR Primer sequence (BACT-TM.3)

<400> 14
cagcggaacc gctcattgece aatgg

<210> 15

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence of the "feed" oligonucleotide
(GAP45-thio)

<220>

<221> modified base

<222> 44

<223> phosphothicate in the backbone

<220>

<221> modified base
<222> 45

<223> 3 prime -phosphate

<400> 15
gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag

<210> 16

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence of the "feed" oligonucleotide
(G45-TP-1sp-d)

<220>

26

25

25

45
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

EP 1772523 A2

modified base
23
abasic spacers

modified base
44
phosphothicate in the backbone

modified base
45
3 prime -Phosphate

16

gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

17

45

DNA

Artificial Sequence

Sequence of the "feed" oligonucleotide
(G45-TP-2sp-d)

modified base
11, 23
abasic spacers

modified base
44
phosphothicate in the backbone

modified base
45
3 prime -Phosphate

17

gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

18

25

DNA

Artificial Sequence

PCR primer (beta-actin forward)

27

45

45
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<221>
<222>
<223>

<400>

EP 1772523 A2

modified base
24
phosphothicate in the backbone

18

tcacccacac tgtgcccatce tacga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

19

25

DNA

Artificial Sequence

PCR primer (beta-actin reverse)

modified base
24
phosphothicate in the backbone

19

cagcggaacc gctcattgece aatgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

23

DNA

Artificial Sequence

PCR primer (MPUC 3)

20

gctgcttgaa gaaacgagcg gtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

24

DNA

Artificial Sequence

PCR primer (MPUCS +258)

21

ctgcaccttce tggaattccg actc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

22

39

DNA

Artificial Sequence

28

25

25

23

24
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<223> Sequence of the "feed" oligonucleotides

<220>

<221> modified base

<222> 38

<223> phosphothicate in the backbone

<220>

<221> modified base

<222> 39

<223> 3 prime - phosphate

<220>

<221> misc_ feature

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39

<223> n = A,T,C or G

<400> 22
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnn

29

13,
29,

14,
30,

15,
31,

16,

17,

39
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<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>

EP 1772523 A2

SEQUENCE LISTING

Engel, Ho1$er
Pe1st Ral

Polymerase-Kettenreaktions-verfahren unter Einsatz
einer DNA-Polymerase mit Proofreading-Eigenschaften

PA156-EP

EP06121808.7
2006-10-04

DE102005047617.1
2005-10-05

22

<210> 1

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22
DNA
Artificial Sequence

PCR primer sequence ERCC-1 (forward)
1

gctgtttgat gtcctgcacg ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

21

DNA

Artificial Sequence

PCR primer sequence ERCC-1 (reverse)

2

gcctggectg ggaggacgat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

3

20

DNA

Artificial Sequence

sequence of the "feed" oligonucleotide
(P20-GAPDH)

modified_base

<222> 20

<223>
<400>

3 prime-phosphate
3

gcgtcaaagg tggaggagtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

4
30
DNA
Artificial Sequence

Sequence of the "feed” oligonucleotide
(P30-GAPDH)

modi fied_base

30

22

21

20
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<222> 30
<223> 3 prime -phosphate

<400> 4
gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg

<210> 5

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence of the "feed" oligonucleotide
(P45-GAPDH)

<220>

<221> modified_base
<222> 45

<223> 3 prime -phosphate

<400> 5

gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag

<210> 6

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR Primer sequence (CYST 3)

<400> 6
cccaaaccca acccatacac ac

<210> 7

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR Primer sequence (CYST 5)

<400> 7
ccttgcctta gatgtgtcgg ca

<210> 8

<211> 78

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> geguences of the "feed" oligonucleotides
P

<220>

<221> modified_base
<222> 78

<223> 3 prime -phosphate

<400> 8

(P78

30

45

22

22

gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcat gacttcaaca gcgacaccca gg

ctcctccacc tttgacgce

<210> 9

<211> 78

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223>

<220>
<221>

EP 1772523 A2

Sequences of the "feed" oligonucleotides (P78
3p-thio)

modified_base

<222> 77

<223>

<220>
<221>

phosphothioate in the backbone

modi fied_base

<222> 7

<223>
<400>

3 prime-phosphate
9

gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcat gacttcaaca gcgacaccca 60
ctcctccacc tttgacgce 78

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

10
26
DNA
Artificial Sequence

Sequences of the "feed" oligonucleotides
(N14-degAATAAA)

<220>

<221> misc_feature

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 17
<223> n = A, T,CoOr G

<400> 10

nannnnnnnn nnnnhhnddv aataaa

<210> 11

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Sequences of the "feed"” oligonucleotides (pA-I)
<220>

<221> modified_base

<222>

1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21

<223>
<400>

a is Inosine

11

ddadaaaaaaa aaaaaaaaaa aaataaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

12

35

DNA

Artificial Sequence

Sequences of the "feed" oligonucleotides
(betaActp-6I-3)

modified_base
30, 31, 32, 33, 34, 35
a i1s Inosine

32

26

27
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<400> 12
gtacactgac ttgagaccag ttgaataaaa aaaaa

<210> 13

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> )
<223> PCR Primer sequence (BACT-TM.5)

<400> 13
tcacccacac tgtgcccatc tacga

<210> 14

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR Primer sequence (BACT-TM.3)

<400> 14
cagcggaacc gctcattgcc aatgg

<210> 15

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> sequence of the "feed" oligonucleotide
(GAP45-thio)

<220>

<221> modified_base

<222> 44

<223> phosphothioate in the backbone

<220>

<221> modified_base
<222> 45

<223> 3 prime -phosphate

<400> 15
gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag

<210> 16

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Ssequence of the "feed" oligonucleotide
(G45-TP-1sp-d)

<220>
<221> modified_base
<222> 23

<223> abasic spacers
<220>

<221> modified_base
<222> 44

33

35

25

25

45
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<223> phosphothioate in the backbone

<220>

<221> modified_base

<222> 45

<223> 3 prime -Phosphate

<400> 16

gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag

<210> 17

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

24> .

<¥PB> Sequence of the "feed" oligonucleotide
(G45-TP-2sp-d)

<220>

<221> modified_base

<222> 11, 23

<223> abasic spacers

<220>

<221> modified_base

<222> 44

<223> phosphothioate in the backbone

<220>

<221> modified_base

<222> 45

<223> 3 prime -Phosphate

<400> 17

gcgtcaaagg tggaggagtg ggtgtcgctg ttgaagtcag aggag

<210> 18

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> PCR primer (beta-actin forward)

<220>

<221> modified_base

<222> 24

<223> phosphothioate in the backbone

<400> 18

tcacccacac tgtgcccatc tacga

<210> 19

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> PCR primer (beta-actin reverse)

<220>

<221> modified_base

<222> 24

<223> phosphothioate in the backbone

<400> 19

34

45

45

25
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cagcggaacc gctcattgcc aatgg 25

<210> 20

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> PCR primer (MPUC 3)

<400> 20
gctgcttgaa gaaacgagcg gtg 23

<210> 21
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer (MPUC5 +258)

<400> 21
ctgcaccttc tggaattccg actc 24

<210> 22

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence of the "feed" oligonucleotides

<220>

<221> modified_base

<222> 38

<223> phosphothioate in the backbone

<220>

<221> modified_base
<222> 39

<223> 3 prime - phosphate

<220>

<221> misc_feature

<222>1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,

32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39

<223> n = A, T,CoOr G

<400> 22
nNNNNNNNNN NNNNNNNNNN. NNNNANhNNN NnNANNNNN 39
Patentanspriiche
1. Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren, bei dem eine Template-Nukleinsaure, mindestens ein Primer, Deoxyribo-
nukleosidtriphosphate sowie eine Polymerase mit Proofreading-Aktivitét eingesetzt werden, dadurch gekennzeich-
net, dal bei der Polymerase-Kettenreaktion mindestens ein Zielsubstrat zugesetzt wird.
2. Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da? das mindestens eine

Zielsubstrat die 3'-5’-Exonukleaseaktivitédt der Polymerase mit Proofreading-Aktivitat partiell oder vollstandig inhi-
biert.
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Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dall das Zielsubstrat
ein einzelstrangiges Oligonukleotid ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal} das einzelstrangige Oli-
gonukleotid nicht durch die Polymerase mit Proofreading-Aktivitat verlangerbar ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,da  die Nichtverlangerbarkeit
des einzelstrangigen Oligonukleotids an seinem 3'-Ende durch eine Modifikation bewirkt wird.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daf? als Modifikation am 3'-
Ende des einzelstréangigen Oligonukleotids die OH-Gruppe durch eine Phosphatgruppe oder einen anderen Rest
ersetzt ist oder die Nichtverlangerbarkeit durch ein Didesoxy-Nukleotid, eine oder mehrere inverse Base(n), RNA,
abasische Sites, Spacer, Farbstoffe, Quencher-Reste, wie z.B. Black Hole Quencher, Dabcyl, Minor-Groove-Binder,
modifizierte Basen, wie z.B. Super-Basen oder halogenierte Basen, oder geeignete Basen-Analoga erreicht wird.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Riickgrat des Oligonukleotids modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da? das Rickgrat des Oli-
gonukleotids zumindest am 3’-Ende zwischen der letzten und der vorletzten Base modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daR  das
Phosphat im Rickgrat des Oligonukleotids durch Phosphothioat ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Oligonukleotid zu der Template-Nukleinsédure zumindest partiell komplementér ist, so daf3 sich ein DNA-Doppel-
strang ausbilden kann.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Oligonukleotid eine Zufallssequenz aufweist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daR das
Oligonukleotid Basen, ausgewahlt aus der Gruppe Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T), universelle
Basen (wie z.B. Inosin, 3-Nitropyrrol oder 5-Nitro-indol), ein oder mehrere Uracil, Methyl-Cytosin, Basen-Analoga
oder modifizierte Basen enthélt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daR das
Oligonukleotid eine oder mehrere PNA (Peptide Nucleic Acid) oder LNA (Locked Nucleic Acid) enthalt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 9 oder 11 bis 13, dadurch gekennzeich-
net, da das Oligonukleotid ein Homo-Oligonukleotid ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daR das
Oligonukleotid eine Lange von 10 bis 100 Basen, vorzugsweise 12 bis 80, insbesondere 20 bis 45 Basen, aufweist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daR das
Oligonukleotid in der Polymerase-Kettenreaktion in einer Konzentration von 0,1 bis 20 pM, vorzugsweise 0,2 bis
2,5 pM, insbesondere 0,5 bis 1,5 wM, vorliegt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daR das
Molekil-Verhaltnis der Polymerase mit Proofreading-Aktivitéat zu dem Zielsubstrat zwischen 1:1 und 1:1000, vor-

zugsweise zwischen 1:1 und 1:500, und insbesondere zwischen 1:1 und 1:200, liegt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf3 mindestens eine
Zielsubstrat ein doppelstrangiges Oligonukleotid ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dal} das doppelstréangige
Oligonukleotid nicht durch die Polymerase mit Proofreading-Aktivitat verlangerbar ist.
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Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche, 18 oder 19 dadurch gekennzeichnet, daf
das Riickgrat des Oligonukleotids modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daR das Rickgrat des Oli-
gonukleotids zumindest am 3’-Ende zwischen der letzten und der vorletzten Base modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, daf
das Phosphat im Rickgrat des Oligonukleotids durch Phosphothioat ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Zielsubstrat eine Zielsequenz aufweist, die eine mit sich selbst komplementéare Haarnadelstruktur ausbilden kann.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daR  das Zielsubstrat min-
destens eine Modifikation in der Basensequenz und/oder im Rickgrat der DNA aufweist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Zielsubstrat zumindest wahrend des Annealing-Schritts der Polymerase-Kettenreaktion einen DNA-Doppelstrang
ausbildet.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dal3 das Annealing bei einer
Temperatur zwischen 40 und 70°C durchgefuhrt wird.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 26, dadurch gekennzeichnet, da? im
Falle einer Haarnadelstruktur des Zielsubstrats die Lange des selbstkomplementéaren Bereichs zwischen 10 und
100 Basen, vorzugsweise 12 bis 80 Basen, insbesondere 20 bis 45 Basen, liegt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 26, dadurch gekennzeichnet, da die
Lange des Zielsubstrats zwischen 20 und 200 Basen, vorzugsweise zwischen 24 und 160 Basen, liegt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 28, dadurch gekennzeichnet, da? das
Oligonukleotid in der Polymerase-Kettenreaktion in einer Konzentration von 0,05 bis 20 wM, vorzugsweise von 0,2
bis 10 wM, und insbesondere von 0,2 bis 2,5 uM, vorliegt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 29, dadurch gekennzeichnet, da das
Molekiil-Verhaltnis der Polymerase mit Proofreading-Aktivitat zu dem Zielsubstrat zwischen 1:0,5 und 1:1000, vor-
zugsweise zwischen 1:0,5 und 1:500, und insbesondere zwischen 1:1 und 1:200 betragt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dal} das
5'-Ende des Oligonukleotids eine Modifikation tragt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daR das mindestens
eine Zielsubstrat ein doppelstrangiges DNA-Molekdl ist, das keine Bindungsstelle fur den bei der Polymerase-

Kettenreaktion verwendeten Primer enthélt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daf3 das doppelstrangige
DNA-Molekul nicht durch die Polymerase mit Proofreading-Aktivitat verlangerbar ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 32 oder 33, dadurch gekennzeichnet, dal das doppelst-
rangige DNA-Molekil an seinem 3'-Ende eine Modifikation aufweist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daR  als Modifikation am 3'-
Ende des doppelstrangigen DNA-Molekiils die OH-Gruppe durch eine Phosphatgruppe ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 35, dadurch gekennzeichnet, daR das
Ruckgrat des DNA-Molekils modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dal} das Riickgrat des DNA-
Molekiils zumindest am 3’-Ende zwischen der letzten und der vorletzten Base modifiziert ist.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

EP 1772523 A2

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 36 oder 37, dadurch gekennzeichnet, daf
das Phosphat im Riickgrat des DNA-Molekiils durch Phosphothioat ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 31 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Oligonukleotid ein zirkulares DNA-Molekiil ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daR das mindestens
eine Zielsubstrat ein einzelstrangiges DNA-Molekiil ist, das keine Bindungsstelle fir den bei der Polymerase-Ket-
tenreaktion verwendeten Primer enthélt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dal das einzelstrangige
DNA-Molekil nicht durch die Polymerase mit Proofreading-Aktivitét verlangerbar ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 40 oder 41, dadurch gekennzeichnet, daR  das einzelst-
rangige DNA-Molekil an seinem 3'-Ende eine Modifikation aufweist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, da als Modifikation am 3'-
Ende des einzelstrangigen DNA-Molekuls die OH-Gruppe durch eine Phosphatgruppe ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 40 bis 43, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Ruickgrat des DNA-Molekils modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dal} das Riickgratdes DNA-
Molekiils zumindest am 3’-Ende zwischen der letzten und der vorletzten Base modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 44 oder 45, dadurch gekennzeichnet, dal3
das Phosphat im Riickgrat des DNA-Molekiils durch Phosphothioat ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 40 bis 46, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Oligonukleotid ein zirkulares DNA-Molekl ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis47, dadurch gekennzeichnet, da? das
Verhdltnis Polymerase zu Zielsubstratbasen zwischen 1:20 und 1:1000 ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 48, dadurch gekennzeichnet, dal  als
Zielsubstrat eine Schar von DNA-Molekulen mit verschiedenen Sequenzmotiven eingesetzt wird.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 49, dadurch gekennzeichnet, da} das
Zielsubstrat zumindest wahrend des Annealing-Schritts der Polymerase-Kettenreaktion einen DNA-Doppelstrang

ausbildet.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dafl  das Annealing bei einer
Temperatur zwischen 40 und 70°C durchgefihrt wird.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 51, dadurch gekennzeichnet, dass die
Lange des Zielsubstrats bis zu 10.000 Basen betrégt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 39, dadurch gekennzeichnet, dal} das
5’-Ende der doppelstrangigen DNA eine Modifikation tragt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 das Zielsubstrat
eine RNA ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dal? die RNA Didesoxynu-
kleotide enthalt.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 54 oder 55, dadurch gekennzeichnet, daf3 die RNA an
ihrem 3’-Ende eine Modifikation aufweist.
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Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, da  als Modifikation am 3'-
Ende der RNA die OH-Gruppe durch eine Phosphatgruppe ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 54 bis 57, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Riickgrat der RNA modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, daR  das Riickgrat des Oli-
gonukleotids zumindest am 3’-Ende zwischen der letzten und der vorletzten Base modifiziert ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 58 oder 59, dadurch gekennzeichnet, dal3
das Phosphat im Ruckgrat des Oligonukleotids durch Phosphothioat ersetzt ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 54 bis 60, dadurch gekennzeichnet, da  die
RNA aus einer Schar von RNA-Molekilen mit verschiedenen Sequenzmotiven besteht.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 54 bis 61, dadurch gekennzeichnet, dal} das
RNA-Zielmolekil ein Homopolymer ist.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 54 bis 62, dadurch gekennzeichnet, dal das
Zielsubstrat zumindest wéahrend des Annealing-Schritts der Polymerase-Kettenreaktion einen DNA/RNA-Doppel-
strang ausbildet.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dafl  das Annealing bei einer
Temperatur zwischen 40 und 70°C durchgefihrt wird.

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 54 bis 64, dadurch gekennzeichnet, da die
Lange des Zielsubstrats zwischen 10 und 10.000 Basen liegt

Polymerase-Kettenreaktions-Verfahren nach einem der Anspriiche 54 bis 65, dadurch gekennzeichnet, da das
5'-Ende der RNA eine Modifikation tragt.

Kit zur Durchfuhrung eines Polymerase-Kettenreaktions-Verfahrens, vorzugsweise zur Durchfilhrung eines Poly-
merase-Kettenreaktions-Verfahrens geman einem der Anspriiche 1 bis 66, wobei der Kit mindestens ein Zielsubstrat
enthalt.

Kit nach Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet dal? der Kit zusétzlich mindestens einen Primer, Deoxyribonu-
kleosidtriphosphate, einen PCR-Puffer, eine Losung mit Mg2+-lonen, PCR-Additive und/oder eine Polymerase mit
Proofreading-Aktivitat enthalt.

Kit nach Anspruch 68, dadurch gekennzeichnet, dafl die PCR-Additive ausgew&hlt sind aus Betain, Polyethylen-

glykol (PEG), Dextran, Glyzerin, Dimethylsulfoxid (DMSO) Bovine Serum Albumin (BSA), einzelstrangiges, DNA-
bindendes Protein (single-strand DNA-binding-protein) und/oder (nicht-ionische) Detergenzien.

39



EP 1772523 A2

@ (LQQQ rlf‘q é() QQ rl/(\g é() Q(\Q (LQQ é\o rLQQq q}\q é() ’190() ILQQ éo @
FIG. 1
P78 3'P P78 3'P Thio

| Kontrolle

M 12 3 4 1234 1 2 3 41 2 341234 1 2 M

P78 3'P Thio P78 3'P Thio

M 3 41 2 3 41 2 3 41 2 3 4 1 2 3 4M

FIG. 2

40



EP 1772523 A2

PA/i

N14-deg-
AATAA

Kontrolle

3

FIG

GAP P78 3'P 0,25uM

Kontrolle

GAP P78 3'P 1uM

GAP P78 3'P 0,5uM

\\\

. 4A

FIG

41



EP 1772523 A2

Kontrolle GAP P78 3'p-Thio 0,25uM

GAP P78 3'p-Thio 14M

FIG. 4B

Kontrolle

N14-degAATAAA 0,25uM

N14-degAATAAA 1puM

42



EP 1772523 A2

Kontrolle

pA-l 0,25uM
\\\\\\\\\\\\\\\\\\W\\\\\\\\\\\ N

\

\\\\

\
Q O
'\(g '\@ & r\‘g ENA

Ny o o

FIG. 4D

Kontrolle

43



EP 1772523 A2

GAP45-3P 0,3uM GAP45-3'P 1uM
O o
o & & o & £
(o) & N o <O (o) W& R S O
@ FTITFEL @ ITF S

A
§\\&\N&\N&&§&§§\
\“ T kT,
\\\\\ \\V‘\\

-

\‘\\x§

\&\\\\\w\\\\&\\§§§x§§
TS R R N

. w@xﬁ»wx\sww\wx&\\§§&®§x&sw§&:

\§§§§x&§§g§Q\§§§§§§§§§
\

\\ \\‘ \‘ \\\\ \\‘\\\\\\\ \\\\\\*&\\‘
N \\\\ \\

\\\\\\\ \\ N

<

- —__
\\&&\\N

\i‘\“\\\\\\\\§§\\\\§\
- \\\\\

/

- \ \\\k\\\\\
&AN\&%\%&\&&@\Q\

R
N

”///

R

o

i
%
i

s
?
%

7

i
7
/é’;;

7
7
7
7

7
2

7

/27,

> O © - O
'\Q(\ h Q'“\ 69\ QQ'\ <
oF
GAP45-3'P 3uM GAP45-3'P 10uM
GAP45-Thio 0,3uM GAP45-Thio 1uM

& o
N PN PN RS S PN AN

w\%@ ., %\k&

\\ANNWNW
{§$\“\

\\\\\\ N Q\\&
N\ w\\\\\\\
- % N

\\ R §¥\\\ N
Ll
SRR \ \ \&\\ R AR
\\\\\\Q\\ \\\\\\\\*\\\ \\\\\ \\\\\\\\\\\\\ N
\\\\\\\\\\\\\\Q\\ N \\\§\§
X s §\\\
\\\\\\\\\\\\\\
-

///

\\\\\

\k\

GAP45-Thio 3uM GAP45-Thio 10pM

FIG. 5C

44

M: Marker



P 1772523 A2

Kontrolle

FIG. 6A

G45-TP-1sp-d 0,3uM

G45-TP-1sp-d 1M GA45-TP-1sp-d 3uM G45-TP-1sp-d 10uM

FIG. 6B



EP 1772523 A2

GAP45 TP 2sp-d 0,3uM GAP45 TP 2sp-d 1uM GAP45 TP 2sp-d 3uM

s

L

% m\\ \% w\ ..
QQ\ QQA\ _ \&\\“\“@N&V\

4,

o .
K

%o = E =
N i I
g, o«e_\\\\\ \\w - &\\\\ | S
4, 0 w& _ m\§ § | o . - | N
2 \“\\\\\ . A ° - IS
0 m\\\S\X\\%&\\\\&m\\\\\x_@go o = .\\ \ . 1IN
.. 7 X YN

RNA

400ng t
FIG. 7A

46

40ng t-RNA







EP 1772523 A2

200ng Poly-A-RNA 2000ng Poly-A-RNA

R

7

EZQ‘Q &2 '\QQQ(\& O

Q¥

20000ng Poly-A-RNA

FIG. 8B

R-Actin+Thio R-Actin
0,5uM 0,2uM

\\\\\\\\\\}\\\\\ TN \\\\\\

OO ® 40 OO r® U OO ® AT DO O
\@0 ATOAS @\@0 SN @\@0 ATOAS @\@0 SN
-Actin
0,5uM 0,2uM
N

\\Q\ N

DR

o G ®
< OO ® <O
\QQQ \Q{\ N é\'\ﬁﬁ(\ \Q(\ N é‘

FIG. 9

48



EP 1772523 A2

Q S ® e

L
.
-

GAP78-Thio 0,7pM GAP78-Thio 1uM
) O o«

) \000‘%60‘5 ij@ Q(w‘i/\o & rﬁ@ o <8 e/\o@

=
\\\\\\\\\M‘H\%\\M\ T, §
e .

FIG. 10

N40-Thio 0,3uM

N40-Thio 6,7uM N40-Thio 1uM




EP 1772523 A2

Kontrolle GAP45-Thio 1uM

GAP45-Thio 3uM GAP45-Thio 10puM

© 0 @ 20 0 0 @ %0
T P T 48P E

FIG. 12
Primer 0,2 pM Primer 0,5 pM Primer 1 pM
SO éo \Qoq'\“q Qi\@é/\o \Q(\g'\“qqt‘ogéo

QNS & N

Kontrolle

Primer 0,2 pM Primer 0,5 pM Primer 1 pM

Y ® <O oy O <O ) O <0
RO RO SRS D

+1uM N40-Thio

FIG. 13

50



EP 1772523 A2

IN DER BESCHREIBUNG AUFGEFUHRTE DOKUMENTE

Diese Liste der vom Anmelder aufgeftihrten Dokumente wurde ausschlie3lich zur Information des Lesers aufgenommen
und ist nicht Bestandteil des europdischen Patentdokumentes. Sie wurde mit gréf3ter Sorgfalt zusammengestellt; das
EPA libernimmt jedoch keinerlei Haftung fir etwaige Fehler oder Auslassungen.

In der Beschreibung aufgefiihrte Patentdokumente

.+ US 5677152 A [0013]
« EP 0771870 A [0013]

In der Beschreibung aufgefuhrte Nicht-Patentliteratur

« DE NORONHA, C. M.; MULLINS J. I. Amplimers
with 3'-terminal phosphoroPhosphothioat linkages
resist degradation by vent polymerase and reduce
Tag polymerase mispriming. PCR Methods Appl,
1992, vol. 2 (2), 131-136 [0004]

51

EP 0962526 A [0013]
DE 15628050 [0071]

SKERRA, A. PhosphoroPhosphothioat primers im-
prove the amplification of DNA sequences by DNA
polymerases with proofreading activity. Nucleic Ac-
ids Res, 1992, vol. 20 (14), 3551-3554 [0004] [0131]



	Bibliographie
	Beschreibung
	Ansprüche
	Zeichnungen

