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1. Einleitung

In der Gesamtheit des menschlichen Genoms, bestehend
aus ca. drei Milliarden Basenpaaren, unterscheiden sich
einzelne Individuen in ungef�hr 0.1% ihrer Nucleotidse-
quenz.[1,2] Am h�ufigsten unter diesen drei Millionen Nucle-
otidvariationen sind Einzelnucleotid-Polymorphismen (single
nucleotide polymorphisms), so genannte SNPs.[3–5] Als SNPs
sind solche Stellen im Genom definiert, an denen die
seltenere Allelvariante bei mindestens 1% der Bev/lkerung
vorkommt. Zwischen diesen Variationen und bestimmten
Krankheiten kann ein direkter Zusammenhang bestehen, der
in der Pharmakogenomik untersucht wird. Außerdem konn-
ten unterschiedliche Arzneimittelvertr�glichkeiten bei Pati-
enten direkt mit bestimmten SNPs in Verbindung gebracht
werden.[3,5, 6] Dementsprechend befassen sich viele For-
schungsprogramme mit dem Auffinden neuer SNPs sowie
der Aufkl�rung ihres Zusammenhangs mit verschiedenen
medizinisch relevanten Ph�notypen. Bis heute konnten mit-
hilfe vielf�ltiger Methoden 1.8 Millionen SNPs gefunden und
charakterisiert werden. In einem ersten Schritt werden Me-
thoden gebraucht, durch die unbekannte Nucleotidvariatio-
nen identifiziert werden k/nnen, um diese anschließend auf
ihre medizinische Relevanz zu untersuchen. Sobald der

exakte Sequenzkontext bekannt ist,
werden andere Methoden ben/tigt,
die das Durchmustern von Bev/lke-
rungsgruppen nach bekannten SNPs
oder die Analyse von Individuen im
Hinblick auf bestimmte SNP-Muster
erm/glichen. Daf=r sind Analyseme-

thoden notwendig, die eine Zeit, Arbeit und Kosten sparende
Untersuchung von Nucleotidvariationen in der t�glichen
Laborpraxis erm/glichen.[7–15] Die Zuverl�ssigkeit dieser Me-
thoden ist entscheidend f=r weitere Fortschritte in der Phar-
makogenetik, durch die zuk=nftig in bestimmten F�llen eine
Therapie m/glich sein k/nnte, die an die individuelle geneti-
sche Ausstattung des Patienten angepasst ist. Die Behandlung
mit Wirkstoffen, die aufgrund der genetischen Besonderheiten
des jeweiligen Patienten ineffektiv sind oder starke Nebenwir-
kungen verursachen, k/nnte so vermieden werden.

Heute sind viele Methoden zur SNP-Diagnostik bekannt,
aber keine konnte sich bisher durchsetzen.[8–15] Ein wichtiger
Fortschritt w�re, die Zahl der ben/tigten Arbeitsschritte auf
ein Minimum zu verringern. Die meisten bekannten Metho-
den erfordern eine Voramplifizierung der genomischen Ziel-
sequenz durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) vor dem
eigentlichen analytischen Detektierungsschritt. Diese Metho-
den bestehen also aus zwei oder mehr Arbeitsschritten.[7–14]

Erstrebenswert sind dagegen einstufige Methoden, f=r die
keine Voramplifizierung erforderlich ist. Wir werden uns in
diesem Kurzaufsatz auf die Beschreibung solcher Methoden
beschr�nken. Es werden Verfahren behandelt, die die Am-
plifizierung mit der Analyse in einem geschlossenen Gef�ß
(closed tube) in einem einzigen Arbeitsschritt verbinden.
Ferner beschr�nken wir uns auf Anwendungen, die die
Eigenschaft zahlreicher Enzyme nutzen, bevorzugt kanonisch
(nach der Watson-Crick-Regel) paarende DNA-Konstrukte
zu prozessieren. F=r einen generelleren Fberblick =ber
Methoden, die in der DNA-Diagnostik eingesetzt werden,
m/chten wir auf mehrere k=rzlich ver/ffentlichte Fbersichts-
artikel verweisen.[7–15]

Nucleotidvariationen im menschlichen Genom, wie single-nucleotide
polymorphisms (SNPs), sind mit wachsendem Interesse erforscht
worden, seit klar wurde, dass es eine direkte Verbindung zwischen
diesen Abweichungen und verschiedenen Krankheiten und Arznei-
mittelnebenwirkungen gibt. F)r die t*gliche Laborpraxis werden zur
Untersuchung genomischer DNA Methoden ben.tigt, die Zeit, Arbeit
und Kosten sparend sind. Diese Kriterien werden von so genannten
Closed-Tube-Methoden erf)llt, die ohne Voramplifizierung direkt auf
genomische DNA angewendet werden k.nnen.
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2. Sequenzspezifische invasive Spaltung von
Oligonucleotidsonden: der Invader-Assay

Der Invader-Assay kann in zwei Reaktionen unterteilt
werden:[16,17] Zuerst werden zwei als „Signalsonde“ und
„Invasivsonde“ bezeichnete Oligonucleotide gleichzeitig mit
genomischer Ziel-DNA hybridisiert. Die Sequenzen beider
Sonden sind so aufgebaut, dass sie eine charakteristische
Struktur bilden, wenn sie an die Zielsequenz binden (siehe
Schema 1a).

Die Signalsonde besteht aus zwei Regionen: einer Regi-
on, die komplement�r zur Zielsequenz ist, und der 5’-Arm-
Region (flap), die nicht komplement�r zur Zielsequenz und
zur Invasivsonde ist. Die gebildete Struktur wird durch
bestimmte 5’-3’-Nucleasen, z.B. die Flap-Endonuclease I
von Archaeoglobus fulgidus oder die DNA-Polymerase von
Thermus aquaticus (Taq), die eine 5’-3’-Exonucleaseaktivit�t
tr�gt, erkannt. Die Signalsonde wird dann an der markierten
Position gespalten und setzt ein Oligonucleotid frei,[18] das aus
der 5’-Arm-Region und einem Nucleotid aus der spezifischen
Zielsequenzregion besteht. Bemerkenswert ist, dass die Spal-
tungsgeschwindigkeit durch die Invasivsonde signifikant er-
h/ht wird.[18, 19] F=r die Spaltung ist zudem entscheidend, dass
die Signalsonde vollst�ndig komplement�r zur Zielsequenz
an der Stelle des SNPs ist. Beim Invader-Assay basiert somit
die Unterscheidung zwischen Einzelbasenvariationen auf der
F�higkeit des Enzyms, selektiv kanonische Komplexe aus
Zielsequenz und Signalsonde zu spalten. Einzelbasenvaria-
tionen in der Zielregion, z.B. aufgrund eines SNPs, f=hren zu
einem fehlgepaarten Komplex, der deutlich schlechter ge-
spalten wird (Schema 1b). Werden die Reaktionen bei er-
h/hten Temperaturen und mit einem Fberschuss an Signal-
sonde durchgef=hrt, so kann das generierte Fluoreszenzsignal
durch die Abdissoziation der geschnittenen Sonde von der
Zielsequenz und das wiederholte Anlagern einer ungeschnit-
tenen Signalsonde amplifiziert werden.[19]

Durch einen nachgelagerten zweiten Reaktionsschritt
kann das Signal noch weiter verst�rkt werden. In diesem
Schritt lagert sich der geschnittene Strang der Signalsonde an
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Schema 1. Genotypisierung durch den Invader-Assay. Durch das Anla-
gern von zwei Oligonucleotidsonden (Signal- und Invasivsonde) wird
an der zu untersuchenden Position eine Triplexstruktur gebildet. a) Im
Fall des kanonischen Triplex wird die Signalsonde an der markierten
Position durch eine Flap-Endonuclease geschnitten, und der 5’-Arm
der Sonde wird frei. Der freie 5’-Arm dringt sequenzspezifisch in eine
FRET-Kassette ein und katalysiert somit deren Restriktion durch die
Flap-Endonuclease. Durch die Restriktion tritt eine r3umliche Trennung
von Fluorophor- (F1) und QuenchermolekCl (Q) ein, und ein Fluores-
zenzsignal wird generiert. b) Wird aufgrund einer Einzelbasenvariation
ein nicht perfekt kanonischer Triplex gebildet, verhindert dies eine Spal-
tung der Struktur. Daraus folgt, dass die Spaltung der Fluoreszenzreso-
nanz-Energietransfer(FRET)-Kassette nicht katalysiert wird und das
Fluoreszenzsignal weiter unterdrCckt bleibt.
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eine Fluoreszenzresonanz-Energietransfer(FRET)-Kassette
an und dringt in eine kurze Haarnadelstruktur ein, die an
ihrem 5’-Ende ein Fluorophor-Quencher-Paar tr�gt. Die
Spaltung des Konstruktes an der markierten Position wird
erneut durch die 5’-3’-Nucleasefunktion der oben beschrie-
benen Enzyme bewirkt. Die Spaltung setzt den Farbstoff frei
und f=hrt zur Generierung eines Fluoreszenzsignals durch die
Trennung von Fluorophor und Quencher. Die gespaltete
Signalsonde katalysiert also die Spaltung der FRET-Kassette
und f=hrt im zweiten Schritt des Invader-Assays zum Frei-
werden des Fluorophors.[20] In der Praxis werden beide
Reaktionen im selben Reaktionsgef�ß durchgef=hrt, und es
wird innerhalb von vier Stunden eine 107fache Signalverst�r-
kung beobachtet. Eine direkte SNP-Analyse kann von Pro-
ben mit 10–100 ng genomischer DNA durchgef=hrt wer-
den.[17]

3. Genotypisierung durch die 5’-3’-Exonucleaseakti-
vit�t von DNA-Polymerasen: Der TaqMan-Assay

Beim TaqMan-Assay wird die 5’-3’-Nucleasefunktion von
DNA-Polymerase von Thermus Aquaticus genutzt.[21] Die
charakteristischen Schritte dieser Methode sind die DNA-
Synthese durch die DNA-Polymerase, teilweises Verdr�ngen
des Doppelstranges und die Spaltung einer FRET-DNA-
Sonde durch das Enzym. Durch die Spaltung werden Fluo-
rophor und Quencher voneinander getrennt, wodurch ein
Fluoreszenzsignal generiert wird (Schema 2).[21–24]

Mehrere Faktoren erm/glichen es, zwischen unterschied-
lichen Einzelnucleotidvariationen zu unterscheiden. So bil-
den komplement�re Sonden Duplexe mit der Zielregion, die
deutlich stabiler als Duplexe sind, die Fehlpaarungen enthal-
ten.[22] Folglich k/nnen durch sorgf�ltige Abstimmung von
Anlagerungstemperatur (Annealing-Temperatur) und Ver-
l�ngerungstemperatur Bedingungen geschaffen werden, un-
ter denen bei der PCR die Bildung der perfekt gepaarten
Duplexe gegen=ber der einfach fehlgepaarter Duplexe be-
vorzugt ist. Die Duplexbildung ist f=r die 5’-3’-Nucleasefunk-
tion der DNA-Polymerase zwingend notwendig. Erkennung
und Spaltung durch das Enzym finden am gegabelten Ende
eines Duplex statt. Daf=r m=ssen 1–3 Nucleotide am 5’-Ende
der Sonde abgel/st werden, bis die Sonde gespalten werden
kann. Fehlgepaarte Duplexe werden durch das Abl/sen
weiter destabilisiert, und eine Dissoziation der Sonde ist die
Folge, was ihre Spaltung und damit die Generierung des
Fluoreszenzsignals verhindert. Ein wesentlicher Parameter
f=r den Erfolg dieser Methode ist die Gestalt der Sonde: Sie
muss lang genug sein, um bei der Verl�ngerungstemperatur in
der PCR (ca. 70 8C) einen stabilen Duplex zu bilden – sie
muss aber auch kurz genug sein, um eine ausreichende
Diskriminierung der Sondenspaltung bei Fehlpaarungen,
bedingt durch Einzelbasenvariation in der Zielregion, zu
bewirken.

Es wurde gezeigt, dass Sonden, die mit einem Binder f=r
die kleine Furche der DNA konjugiert sind, eine h/here
Bindungsaffinit�t f=r vollst�ndig komplement�re Sequenzen
haben und immer noch durch das Enzym prozessiert werden
k/nnen (Abbildung 1).[22,25,26] Dies erm/glicht die Verwen-

dung verk=rzter fluorogener Proben, die eine h/here Se-
quenzspezifit�t aufweisen.

Die ganze Reaktion findet in einem geschlossenen Gef�ß
statt und erfordert keine weitere Prozessierung nach der
PCR. Außerdem kann die Analyse in Echtzeit durchgef=hrt
und verfolgt werden. Diese Methode ist sehr empfindlich und
erfordert nur kleinste Mengen genomischer DNA (2–
20 ng).[22]

Schema 2. Der TaqMan-Assay. a) Der Sequenzraum der Zielregion wird
in einer PCR durch Taq-DNA-Polymerase, die eine 5’-3’-Nucleaseaktivi-
t3t aufweist, amplifiziert. Die Sondensequenz ist komplement3r zu ei-
ner Allelvariante. b) Im Fall eines anderen Allels bildet sich ein fehlge-
paarter Komplex. Der perfekt kanonisch gepaarte Hybrid (a) ist bei
den Versuchstemperaturen thermodynamisch stabiler als der einfach
fehlgepaarte Hybrid (b). Wenn die Strangverl3ngerung voranschreitet,
spaltet die 5’-3’-Nucleaseaktivit3t der Taq-DNA-Polymerase kanonisch
gebundene Sonden und setzt einen Fluorophor frei, woraus ein Fluo-
reszenzsignal resultiert. Im Fall des nicht kanonischen Sonde-Zielse-
quenz-Komplexes wird infolge der Verdr3ngung eines Teils der Sonde
durch die DNA-Polymerase die thermodynamische Stabilit3t weiter re-
duziert, und die Sonde dissoziiert ab. Dadurch wird eine Spaltung der
Sonde verhindert, und es wird kein Fluoreszenzsignal erhalten.
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4. Genotypisierung unter Verwendung der DNA-Po-
lymerase-Selektivit�t : allelspezifische Amplifizierung

Ein konzeptionell sehr einfacher Ansatz zur Identifizie-
rung von Allelvarianten ist in der allelspezifischen Amplifi-
zierung (ASA) verwirklicht. Die ASA bestimmt Nucleotid-
variationen durch das Auftreten oder Ausbleiben von DNA-
Produkt nach der PCR-Amplifizierung. Das Prinzip der ASA
basiert auf der Bildung von kanonischen oder nicht kanoni-
schen Primer-Templat-Komplexen am Ende von allelspezifi-
schen Primersonden. An einem korrekt gepaarten 3’-Primer-
ende kann die Amplifizierung durch eine DNA-Polymerase
stattfinden, bei einem fehlgepaarten Primerende hingegen
sollte die Verl�ngerung gehemmt sein (Schema 3).[27–34]

Im Idealfall sollte die Verl�ngerung eines fehlgepaarten
Primerendes durch die DNA-Polymerase diskriminiert wer-
den. Im Fall einer Fehlpaarung ist die exponentielle Produkt-
bildung in der PCR verhindert, im Unterschied zu dem Fall, in
dem beide Primer komplement�r zur Zielsequenz sind. Die
Produktbildung kann durch Gelchromatographie analysiert
werden, aber auch eine Verfolgung in Echtzeit ist m/glich,
wenn ein spezifisch an doppelstr�ngige DNA bindender
Fluoreszenzfarbstoff (z.B. SybrGreen I) verwendet wird,
der nach einer sequenzunabh�ngigen Bindung an DNA
fluoresziert.[35] Der Hauptvorteil dieser Methode ist, dass
keine teuren Fluoreszenzsonden verwendet werden m=ssen.
Da aber nur die Zunahme an doppelstr�ngigen PCR-Pro-
dukten ohne jegliche Sequenzspezifit�t beobachtet wird,
werden Produkte aus unspezifischen Amplifizierungen, wie
Primerdimere, falsch-positiv detektiert. Um die Detektierung
von Fehlamplifikaten zu verhindern, werden sequenzspezifi-
sche FRET-Sonden, z.B. Signalmolek=le (molecular bea-
cons), eingesetzt. Diese binden sequenzspezifisch an das
gewollte Amplifikat und verkn=pfen somit die Signalerzeu-
gung mit der Vervielfachung des interessierenden Sequenz-
raumes.[36] Oft erfordert diese Methode aber eine aufw�ndige
zeit- und kostenintensive Optimierung der Reaktionsbedin-
gungen. Faktoren, die sich positiv auf die Selektivit�t und
Zuverl�ssigkeit der allelspezifischen-PCR auswirken, sollten
auch einen starken Einfluss auf die Zuverl�ssigkeit und
Robustheit der direkten SNP-Detektierung durch ASA ha-
ben.

K=rzlich wurde berichtet, dass die Genauigkeit der allel-
spezifischen PCR durch Einf=hrung chemisch modifizierter
Primersonden signifikant erh/ht werden kann.[37–41] Eine
deutlich erh/hte Amplifizierungsgenauigkeit wird bei Ver-
wendung von Primersonden erreicht, die kleine 4’-C-Modifi-
kationen wie Vinyl- (1) oder CH3OCH2-Gruppen (2) an
ihrem 3’-Ende tragen.[38] F=r die Amplifizierung wird eine
kommerziell erh�ltliche 3’-5’-Exonuclease-defiziente Varian-
te der DNA-Polymerase von Thermococcus litoralis (Vent-
(exo�)-DNA-Polymerase) verwendet (Schema 4).[37–39]

Wie gezeigt wurde, gelingt die Identifizierung von Ein-
zelnucleotidvariationen in Genen in Echtzeit durch die
Detektion mithilfe von SybrGreen I. Dadurch wird die
Echtzeit-PCR zu einem schnellen und zuverl�ssigen Werk-
zeug f=r die Identifizierung und Analyse von Allelvariatio-
nen. Interessanterweise haben Bausteine mit einer 2’-O-4’-C-
Methylen-Br=cke (3), die am 3’-Ende der Primersonde
angebracht sind, �hnliche Eigenschaften (Schema 4).[42]

Abbildung 1. Struktur des Konjugats aus DNA und einem Binder fCr
die kleine DNA-Furche.

Schema 3. Allelspezifische Amplifizierung. Das PCR-Primerpaar ist so
entworfen, dass ein Ausschnitt der interessierenden genomischen
DNA amplifiziert wird. Ein 3’-Ende eines der Primer ist so positioniert,
dass es der SNP-Position gegenCberliegt. Daraus resultiert ein kano-
nisch gepaarter (a) oder ein einfach fehlgepaarter Komplex (b) je nach
Art des Nucleotides in der Zielsequenz. Liegt ein kanonischer Hybrid
vor, kann die DNA-Polymerase den Primer verl3ngern. Daraus ergibt
sich eine exponentielle Amplifizierung. Die Verl3ngerung des fehlge-
paarten Primers und damit die Bildung eines PCR-Produktes sind ge-
hemmt.

Schema 4. Strukturen von modifizierten Primerstr3ngen, die in der
allelspezifischen PCR eingesetzt werden. B=Nucleobase.
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So genannte Multiplexreaktionen, bei denen die Unter-
scheidung beider Allelvarianten in einem einzigen Reakti-
onsgef�ß erfolgt, k/nnen durch Einf=hren einer spezifischen
5’-Fberhangsequenz in jeden allelspezifischen Primer reali-
siert werden. Dadurch wird die Signalerzeugung direkt an
einen der allelspezifischen Primer bei der PCR-Amplifizie-
rung gekoppelt. Als Fberhang werden zwei Haarnadel-
FRET-Strukturen mit Fluorophoren verwendet, die bei un-
terschiedlichen Wellenl�ngen fluoreszieren (Schema 5).[36]

W�hrend der PCR wird der Fberhang doppelstr�ngig, wo-
durch sich die Haarnadelstruktur /ffnet. Daraus resultiert ein
f=r ein Allel spezifisches Fluoreszenzsignal.

Bei einer weiteren Methode wird eine einfache lineare
Fberhangsequenz eingef=gt, die dann durch einen der oben
beschriebenen Fberhangprimer detektiert wird.[43] Dies hat
den Vorteil, dass die Primer, die die Fberhang-FRET-Struk-
tur tragen, unabh�ngig von der Zielsequenz und somit
universell einsetzbar sind (Schema 6). Dasselbe FRET-Pri-
merpaar kann in jedem Sequenzkontext eingesetzt werden,
und nur die einfachen, allelspezifischen Primer variieren.
Eine Unterscheidung zwischen Allelvarianten kann mit 40 ng
genomischer DNA erreicht werden.

Eine Verbesserung der Eigenschaft des Enzyms, in der
PCR ein fehlgepaartes Primerende zu diskriminieren, wurde

auch durch Mutation der DNA-Polymerase erreicht. Eine
Variante der Taq-DNA-Polymerase wurde identifiziert, die
im Vergleich zum Wildtypenzym eine deutlich erh/hte Fehl-

Schema 5. Parallele allelspezifische Amplifizierung. Jeder der allelspezi-
fischen Primer ist mit einem spezifischen Oligonucleotid verbunden,
das nicht mit der Zielsequenz komplement3r ist und eine Haarnadel-
struktur bildet. Jede dieser Strukturen tr3gt ein Fluorophor-Quencher-
Paar. W3hrend der PCR wird der allelspezifische Primerstrang verl3n-
gert und die Haarnadelstruktur linearisiert. Das fChrt zu einer Tren-
nung von Fluorophor und Quencher, und ein Fluoreszenzsignal wird
generiert. Dabei ist die Wellenl3nge des Konstruktes an die Allelvarian-
te gekoppelt, wie es exemplarisch fCr den Genotyp A, Signal F1 in (a),
und fCr Genotyp G, Signal F2 in (b), gezeigt ist.

Schema 6. Parallele allelspezifische Amplifizierung. Jeder allelspezifi-
sche Primer tr3gt eine spezifische, nicht zur Zielsequenz komplemen-
t3re Lberhangsequenz. W3hrend der PCR wird der allelspezifische Pri-
mer verl3ngert und die Lberhangsequenz an das PCR-Produkt ange-
h3ngt. Ein zur eingefChrten Lberhangsequenz komplement3rer Primer,
der eine eigene Lberhangsequenz mit einer Schlaufenstruktur tr3gt,
wird eingesetzt. W3hrend der fortschreitenden PCR wird diese Schlau-
fenstruktur linearisiert, und ein Fluoreszenzsignal resultiert. Dabei ist
die Wellenl3nge des Konstruktes an die Allelvariante gekoppelt, wie es
exemplarisch fCr den Genotyp A, Signal F1 in (a), und fCr Genotyp G,
Signal F2 in (b), gezeigt ist.
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paarungsdiskriminierung in der PCR aufweist.[44] Dies wurde
mithilfe eines kombinatorischen Ansatzes erreicht, bei dem
eine Genkassette der DNA-Polymerase randomisiert wurde
und anschließend die entstehende DNA-Polymerasenbiblio-
thek nach Varianten mit besserer Fehlpaarungsdiskriminie-
rung durchmustert wurde.

Methoden der DNA-Diagnostik, die keine kostspieligen
fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden erfordern, sind vorteil-
haft f=r die weitere Entwicklung hoch selektiver und robuster
Analysemethoden.

5. Isotherme Genotypisierung durch zirkularisierte
Oligonucleotidsonden: Padlock-Sonden und Rolling-
Circle-Amplifizierung

Padlock-Sonden sind zirkul�re einzelstr�ngige Oligonuc-
leotide aus 70–110 Nucleobasen. Sie haben die Form eines
offenen Kreises, der an jedem Ende eine zur Zielsequenz
komplement�re Region enth�lt (siehe Schema 7).[45]

In Gegenwart einer komplement�ren Zielsequenz werden
die beiden Enden der offen zirkul�ren Form von einer DNA-
Ligase kovalent zur geschlossen zirkul�ren Padlock-Sonde
verkn=pft. Anschließend k/nnen offen zirkul�re Sonden, die
aufgrund einer nicht kanonischen Zielsequenz nicht ligiert
wurden, durch Behandlung mit Exonucleasen abgebaut wer-
den. Geschlossene Sonden bleiben bei dieser Behandlung
intakt. In vielen Anwendungen folgt auf die Verkn=pfung zur
zirkul�ren Padlock-Sonde eine isotherme Amplifizierung, bei
der ein Primer eingesetzt wird, der aus der zentralen Region
der Padlock-Sonde abgeleitet ist. Daraus resultieren Hun-
derte von kovalent verkn=pften Kopien der Padlock-Sonde.
Dieser Kopiervorgang, der als Rolling-Circle-Amplifizierung
(RCA) bezeichnet wird,[46] erfordert eine DNA-Polymerase,
die doppelstr�ngige DNA verdr�ngen kann. Oft wird zu
diesem Zweck die DNA-Polymerase F29 eingesetzt, doch es
gibt auch Anwendungen, die thermostabile DNA-Polymera-
sen nutzen.[47, 48]

Die bekanntesten Anwendungen von Padlock-Sonden auf
dem Gebiet der Alleldiagnostik nutzen die fehlpaarungsdis-
kriminierenden Eigenschaften von verschiedenen Enzymen,

oft kombiniert mit Hybridisierungssonden. Im Fall der auf
DNA-Ligase basierenden Methoden ist die offen zirkul�re
Sonde so aufgebaut, dass sich in Abh�ngigkeit von der
Zielsequenz ein perfekt kanonisch gepaartes 3’-Ende bildet
oder aber eine Fehlpaarung auftritt.[46] Dank der Fehlpaa-
rungsdiskriminierung durch die eingesetzte DNA-Ligase wird
die Sonde im ersten Fall zirkularisiert, im zweiten Fall findet
dagegen aufgrund des fehlgepaarten Primer-Zielsequenz-
Komplexes keine Ligation statt.[49] Zus�tzlich sind die kom-

Schema 7. Rolling-Circle-Amplifizierung. a) In einem ersten Schritt la-
gert sich die offen zirkul3re Sonde mit den beiden zur Zielsequenz
komplement3ren Teilen an die Zielsequenz an. Beide Enden liegen sich
gegenCber und bilden eine LCcke, die einem Strangbruch 3hnelt. Im
Fall einer Allelvariante bildet sich am 3’-Ende ein perfekt kanonischer
Hybrid (a), in den anderen F3llen kommt es zu einer Fehlpaarung (b).
Die kanonisch gepaarten Enden werden durch eine DNA-Ligase ligiert,
und es wird eine zirkul3re Sonde gebildet. Im Fall des fehlgepaarten
Komplexes findet keine Ligation statt. Die ReaktionslMsung enth3lt au-
ßerdem ein Oligonucleotid, das komplement3r zu einem Teil der Son-
densequenz ist und als Primer fungieren kann. Eine DNA-Polymerase
verl3ngert diesen Primer, stoppt aber im anderen Fall (b) an der Stelle
der nicht ligierten LCcke. Wurde die Sonde durch die DNA-Ligase da-
gegen zirkularisiert, kann die Primerverl3ngerung fortschreiten (a).
Nach einem vollst3ndigen Amplifizierungsschritt wird der schon mit
der Sonde hybridisierte DNA-Strang durch die DNA-Polymerase ver-
dr3ngt. Es resultiert ein DNA-Einzelstrang aus Tausenden verknCpfter
Kopien der Sondenkomplement3rsequenz.
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plement�ren Enden so gestaltet, dass der 5’-komplement�re
Teil der Sonde fest mit der Zielsequenz hybridisiert, w�hrend
sich die 3’-Region in einem Assoziations-Dissoziations-
Gleichgewicht befindet, da ihre berechnete Dissoziations-
temperatur ca. 10 8C unterhalb der Reaktionstemperatur von
ca. 60 8C liegt.[50] Die Genauigkeit der Ligation wird somit
durch die bevorzugte Hybridisierung der perfekt kanonisch
mit der Zielsequenz paarenden offen zirkul�ren Form unter-
st=tzt. Im Anschluss an die Ligation kann eine lineare
isotherme RCA genutzt werden, um festzustellen, ob die
Sonde zirkularisiert wurde oder nicht.

Ein weiterer Ansatz basiert auf der Fehlpaarungsdiskri-
minierung durch DNA-Polymerasen.[47] Die offen zirkul�re
Form wird so entworfen, dass sich eine L=cke von =blicher-
weise sieben Nucleotiden zwischen den beiden zur Zielse-
quenz komplement�ren Teilen bildet (Schema 8). Diese
L=cke umfasst den Sequenzkontext, der die zu untersuchende
Position in der Zielsequenz umgibt. Im ersten Schritt wird
eine DNA-Polymerase verwendet, um die L=cke in der offen
zirkul�ren Sonde aufzuf=llen. Dies geschieht durch Einko-
pieren des Zielsequenzkontextes. Nach dieser Auff=llreakti-
on wird eine DNA-Ligase genutzt, um die Sonde zu schließen.

Schema 8. Hyperverzweigende RCA. Die beiden Enden der offen zirkul3ren Sonde hybridisieren unter Bildung einer LCcke mit der Zielsequenz. In
einer AuffCllreaktion schließt eine DNA-Polymerase diese LCcke, indem sie einen Teil der Zielsequenz in die Sondensequenz kopiert. Anschließend
wird die Sonde durch eine Ligase zirkularisiert. Im Anschluss findet eine RCA statt, ausgehend von einem mit der Sonde hybridisierenden Primer
P1. Das einzelstr3ngige Produkt enth3lt Wiederholungen des kurzen, eingefChrten Sequenzraumes, in dem sich die SNP-Position befindet. Ein
zweites, zu diesem Sequenzraum komplement3res Oligonucleotid lagert sich so an, dass das 3’-Ende komplement3r zu einer Allelvariante ist. In
einer zweiten Reaktion fungiert dieses Oligonucleotid als Primer (P2). Dieser kann nur dann verl3ngert werden, wenn ein kanonisches Primerende
gebildet wird (a); im fehlgepaarten Fall findet keine Verl3ngerung statt (b). Das Produkt aus diesen Verl3ngerungsreaktionen besteht aus der origi-
nalen Sondensequenz. Dadurch kann der erste Primer P1 an diese neu synthetisierten Produkte binden. Es resultiert die Amplifizierung eines stark
verzweigten DNA-Produktes.
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Danach wird die zirkul�re Padlock-Sonde durch RCA am-
plifiziert. Das lineare einzelstr�ngige Produkt tr�gt dann
Hunderte von miteinander verkn=pften Kopien der Padlock-
Sonde mit dem eingef=gten Sequenzkontext. Diese Sequenz-
abschnitte hybridisieren mit einem allelspezifischen Primer
(P2) und bilden entweder einen perfekt gepaarten Hybrid
(Schema 8a) oder eine Fehlpaarung am 3’-Ende (Sche-
ma 8b).

Im Anschluss werden die fehlpaarungsdiskriminierenden
Eigenschaften von DNA-Polymerasen wie Vent(exo�) ge-
nutzt, um die m/glichen Allele durch allelspezifische Ampli-
fizierung zu unterscheiden. Die Produkte dieses Amplifizie-
rungsschrittes bilden wiederholte Kopien der urspr=nglichen
zirkul�ren Sonde. Diese Sequenzen tragen wiederum viele
Bindestellen f=r den ersten RCA-Primer (P1). Durch die
Verl�ngerung dieses Primers wird ein sich wiederholendes
Muster aus doppelstr�ngiger DNA mit Verzweigungen gene-
riert; diese Methode wird deshalb hyperverzweigende RCA
(HRCA) genannt. Im Unterschied zur allelspezifischen PCR
wird eine Fehlpaarungsverl�ngerung nicht propagiert, da die
fehlgepaarte Base nur einmal in den Primer eingebaut und
nicht wiederholt abgelesen wird. Mit dieser Methode k/nnen
von einer zirkul�ren Sonde bis zu 109 Kopien in 90 min
generiert werden.[47]

2001 wurde von Qi et al. eine Anwendung vorgestellt, die
eine Sondenligation und anschließende RCA unter identi-
schen Reaktionsbedingungen erm/glicht.[48] Dadurch wird
die Durchf=hrung in einem geschlossenen Gef�ß oder einer
geschlossenen Mikroplatte m/glich.

6. Ausblick

Alle aktuellen Methoden haben Vor- und Nachteile, und
bis heute hat sich noch keine der hier beschriebenen Metho-
den allgemein durchsetzen k/nnen. F=r die Zukunft ist eine
erleichterte Anwendung in der t�glichen Laborpraxis erstre-
benswert.

Selektivit�t und Robustheit von Methoden, die auf dem
Einsatz von Enzymen in diskriminierenden Schritten basie-
ren, sollten sich durch geeignete Mutagenese der Enzyme
erh/hen lassen. Die hohen Kosten bleiben allerdings ein
wichtiger Punkt. Eine Kostenverringerung k/nnte durch die
Weiterentwicklung von Methoden erreicht werden, die keine
Sonden mit kovalent verkn=pften Farbstoffen ben/tigen,
deren Synthese zeit- und kostenintensiv ist.

Dank der Entwicklung kosteng=nstiger und schneller
Closed-Tube-Detektionsmethoden scheint das Ziel, die SNP-
Detektion zu einer generellen Methode in der klinischen
Praxis zu machen, in Reichweite zu liegen.
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