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Selektiver DNA-Strangbruch an fester Phase — eine Methode zur
Detektion von Basenfehlpaarungen**

Sandra Thoeni, Christoph J. Kressierer und Bernd Giese*

Die zurzeit intensive Erforschung genetisch bedingter
Krankheiten, die durch einen Einzelnucleotidpolymorphis-
mus (SNP) ausgelost werden, bringt einen Bedarf an analy-
tischen Methoden zur Detektion dieser SNPs mit sich. Diese
sollen schnell, verldsslich und billig sein. Methoden, die in den
vergangenen Jahren vorgestellt wurden, basieren auf der
Polymerasekettenreaktion (PCR),M auf enzymatischem
Verdau® und elektrochemischen Reaktionen” sowie auf
Techniken, bei denen die Doppelstrangbildung mit der Ziel-
sequenz direkt eine Fluoreszenzinderung bewirkt. Wir
préasentieren hier ein neues Konzept zur Detektion von Ba-
senfehlpaarungen (mismatches), das auf der chemischen
Spaltung von DNA an fester Phase beruht (Schema 1). Bei
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Schema 1. Konzept der Methode zur Detektion von Basenfehlpaarun-
gen: Ein Oligonucleotid, das mit einer photolabilen Sollbruchstelle in
der Strangmitte (schwarze Quadrate) und einer Markierung am Strang-
ende (rote Kreise) modifiziert ist, wird an einer Festphase angebracht.
Nach Hybridisierung mit der Zielsequenz (a) und photolytischer Spal-
tung des DNA-Strangs (b) verbleibt die Markierung entweder an der
Festphase (bei korrekter Basenpaarung) oder wird freigesetzt (bei Ba-
senfehlpaarung). c) Eine anschliefende Wiarmebehandlung setzt die
Markierung quantitativ frei.

a) |

dieser Methode ist ein einzelner DNA-Strang, der eine Soll-
bruchstelle an der Strangmitte und einen Detektionsmarker
am 5-Ende enthilt, tiber das 3'-Ende an eine Festphase an-
gebracht. Der DNA-Strang bildet mit dem Zieloligonucleotid
einen Doppelstrang. Bei Bestrahlung wird der DNA-Strang
gespalten, und falls sich im Doppelstrang eine Basenfehl-
paarung befindet, wird das Fragment mit der Markierung
freigesetzt. Der hohere Schmelzpunkt im Fall korrekter Ba-
senpaarung (,,matched case*) verhindert die Dehybridisie-
rung des Doppelstrangs.

Als Sollbruchstelle wird das modifizierte Nucleotid 5'-0-
Nitrophenylthymidin (1, T*; Schema 2) in die DNA einge-
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baut. Dieses bildet mit Adenosin selektiv Basenpaare und
wird bei Bestrahlung (360 nm) in Losung quantitativ gespal-
ten, wodurch auch der gesamte DNA-Strang gespalten wird."!
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Schema 2. Das photolytisch spaltbare, modifizierte Nucleotid 1.

Zum Einbau von 1 wurde die Phosphoramidit-Methode ver-
wendet, und das resultierende modifizierte 21mer 2 wurde an
Agarose immobilisiert (Bildung von 3; Schema 3).1 Als
Markierung verwendeten wir Dispersrot 1 (DR1).”? Nach der
Bestrahlung (10°C, 10 min, 4 =360 nm) konnten wir unmit-
telbar eine Farbidnderung der Festphase beobachten. Zur
Quantifizierung der Ergebnisse wurde das markierte Frag-
ment 4, das sich nach der Bestrahlung in Losung befand,
durch HPLC-Analyse detektiert. Im Festphasensystem ver-
bleibendes markiertes Fragment 4 wurde nach der Bestrah-
lung durch Erwdrmen quantitativ freigesetzt (Schema 3 und
Experimentelles).

Durch Bestrahlung der immobilisierten Einzelstrénge 3
wurden 98 % des Photolyseprodukts 4 freigesetzt, und die
Festphase entfdrbte sich. Dies belegt, dass der modifizierte
Strang nicht nur in Loésung,”’ sondern auch an Agarose
quantitativ gespalten wird. Das Ergebnis ist in Einklang mit
friheren Photolyseexperimenten mit Agarose als fester
Phase."

Bei Zugabe eines geringen Uberschusses des Gegen-
strangs zur modifizierten Festphase 3 wurde eine quantitative
Doppelstrangbildung beobachtet. Die Doppelstrangbildung
war auch dann quantitativ, wenn der Gegenstrang ein oder
zwei Fehlpaarungen enthielt (Experimentelles). Im Unter-
schied zu den Einzelstrangexperimenten wurde nach Be-
strahlung des korrekt gepaarten Doppelstrangs bei 10°C nur
eine geringe Menge des 10mers 4 in der Losung detektiert
(15%), und die Festphase blieb rot. Eine anschlieBende
Wirmebehandlung setzte den abgespaltenen Strang 4 quan-
titativ frei, wobei sich die Festphase entfirbte."”! Ein ganz
anderes Verhalten wurde beobachtet, wenn der Gegenstrang
Fehlstellen enthielt. Durch Bestrahlung von Strédngen mit
zwei Fehlstellen bei 10°C wurden zwischen 70 und 98 % des
10mers 4 in die Losung freigesetzt (Tabelle 1).
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Schema 3. a) Immobilisierung des modifizierten Oligonucleotids 2 an Agarose (1 h, pH 4.4, 35°C); b) Photolyse des Einzelstrangsystems 3

(10 min, pH 7.0, A=360 nm, 10°C). Py =2-Pyridyl.

Tabelle 1: Ergebnisse fiir Bestrahlungen von Doppelstringen mit zwei
Fehlpaarungen zwischen dem immobilisierten Oligonucleotid 3 und den
Gegenstrangen 6-12.

Tabelle 2: Ergebnisse fiir Bestrahlungen von Doppelstringen mit einer
Fehlpaarung zwischen dem immobilisierten Oligonucleotid 3 und den
Gegenstrangen 13-25.

DR1-CGTAGCTAGAT*TCGAATCGTAM! 4 [%]" DR1-CGTAGCTAGAT*TCGAATCGTA® 4 (%]

6 3'-GCATCGAGCTA AGATTAGCAT 78 13 3’-GCATCGATCTA AGCTCAGCAT 45
7 3'-GCATCGATGTA AGATTAGCAT 85 14 3-GCATCGACCTA AGCTTAGCAT 49
8 3'-GCATCGAAGTA AGCTTAGCAT 94 15 3’-GCATCGAACTA AGCTTAGCAT 50
9 3'-GCATCGATGCA AGCTTAGCAT 85 16 3’-GCATCGATCTA AGTTTAGCAT 51
10 3-ACATCGATGTA AGCTTAGCAT 89 17 3'-GCATCTATCTA AGCTTAGCAT 68
1 3'-GCATCGATGTA AGCTCAGCAT 70 18 3’-ACATCGATCTA AGCTTAGCAT 70
12 3'-TCATCGATCTA AGCTTAGCAG 98 19 3’-GCATCGATCTA AGGTTAGCAT 74
o : . 20 3'-GCATCGATCTA AGATTAGCAT 79

[a] Immobilisierter Einzelstrang 3, der mit den Gegenstrangen 6-12 hy- ,
bridisiert; Mutationen in fetter Schrift. [b] Ausbeute des Photolysepro- 2 3,-GCATCTATCTA AGCTTAGCAT 82
dukts 4 in der Lésung bei 10°C 22 3'-GCATCGATCTA AGCTTACCAT 86
' 23 3'-GCATCGATCTA AGCTTAGCAT 17
24 3’-GCATCGATCTA TGCTTAGCAT 30
25 3’-GCATCGATCTA AGCTTAGCAG 31

Demnach wurden die Schmelzpunkte des photolytisch
gespaltenen Systems durch die beiden Fehlstellen soweit
herabgesetzt, dass das markierte Fragment 4 in die Losung
freigesetzt wurde. Experimente in homogener Losung besti-
tigten diesen Befund. Der Schmelzpunkt eines Doppelstran-
ges bestehend aus der Sequenz 2 (mit T anstelle von T*) und
einem komplementidren 21mer-Gegenstrang betrug 62.6°C
(10 mm KH,PO,, 0.5M NaCl, pH 7.0). Die Hybridisierung des
21mers mit zwei passenden 10mer-Fragmenten, die die Si-
tuation nach der Bestrahlung imitieren sollten, setzte den
Schmelzpunkt auf 32.2°C herab. Wurden in dieses System
jedoch eine oder zwei Fehlstellen eingefiihrt, konnte kein
Schmelzpunkt tiber 15°C beobachtet werden.

Wie die Ergebnisse in Tabelle 2 zeigen, konnen auch
einzelne Fehlstellen (Einzelnucleotidpolymorphismen, SNPs)
detektiert werden (Stringe 13-22, 45-86 % freigesetztes 4 bei
10°C). Nur wenn sich der SNP neben dem gegeniiber T*
liegenden Adenosin befand, fiel die Ausbeute an 4 auf 17 bzw.
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[a] Immobilisierter Einzelstrang 3, der mit den Gegenstrangen 13-25
hybridisiert; Mutationen in fetter Schrift. [b] Ausbeuten des Photolyse-
produkts 4 in der Lésung bei 10°C.

30% (Stridnge 23 und 24); allerdings blieb die Effizienz der
photolytischen Spaltung durch die Gegenwart dieser SNPs
unbeeintréichtigt. Vermutlich beeinflussen SNPs am Ende
eines DNA-Strangs den Schmelzpunkt nicht stark. Diese
Vermutung ist in Einklang mit Ergebnissen von Richert et al.
in flissiger Phase.l''l Die Ausbeute an freigesetztem 4 war
ebenfalls gering, wenn sich die Fehlstelle am ,,unteren“ Ende
(5'-Ende) der Zielsequenz befand (Strang 25). Dagegen war
die Ausbeute an Photolysefragment 4 hoch (70 %, Strang 18),
wenn sich der SNP neben der Markierung DR1 (am ,,oberen*
Ende der Zielsequenz) befand. Dies wird durch die m-mt-
Wechselwirkung der endstidndigen aromatischen Markierung
mit der endstindigen DNA-Base begriindet.'!
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Zur Anwendung dieser Methode zur Detektion von me-
dizinisch relevanten SNPs, die die Anlage zur Ausbildung von
Krankheiten haben, miissen immobilisierte Strange verwen-
det werden, bei denen sich die entsprechenden Mutationen
mindestens zwei Basenpaare entfernt von der Sollbruchstelle
und dem Abstandhalter befinden. Der Farbwechsel der
Festphase zeigt das Vorliegen eines SNP an, und die Losung
sollte analysiert werden. Im besten Fall generiert ein spezifi-
scher SNP eine typische Ausbeute an freigesetztem markier-
tem Fragment. Dabei zeigt sich der Vorteil dieser einfachen
und raschen Methode: Ein qualitativer Befund, der aus dem
Farbwechsel der Festphase resultiert, kann durch die Analyse
der Losung verlésslich quantifiziert werden, da durch an-
schlieBende Wirmebehandlung auf der Festphase verblei-
bendes Fragment quantitativ freigesetzt werden kann. Nicht
nur die Sequenz, sondern auch die Linge des Doppelstrangs
spielt hier eine Rolle. Die optimale Lénge eines Doppel-
strangs mit der immoblisierten Sequenz 3 war ein 21mer.
Wurde der Gegenstrang auf ein 19mer verkiirzt (Verkiirzung
um ein Nucleotid pro Ende), wurden schon im Fall korrekter
Basenpaarung 65 % des Fragments 4 nach der Bestrahlung
bei 10°C freigesetzt. Uberhiingende Enden an der Zielse-
quenz hatten jedoch keinen Einfluss auf die Effizienz unserer
Analysemethode.

Ein neues Konzept zur Detektion von Einzelnucleotid-
polymorphismen wurde entwickelt. Hierbei wird die Mar-
kierung an der Festphase angebracht, und die unmarkierte
Zielsequenz muss nicht chemisch modifiziert werden. Dieses
neue Testsystem ermoglicht die rasche Detektion von SNPs,
da die Hybridisierung nur 2 h und die Bestrahlung nur 10 min
dauert und eine einfache Filtration direkt das Resultat liefert
(Farbianderung der Festphase).

Experimentelles
Synthese und Reinigung der DNA: Die DNA wurde auf einem DNA-
Synthesizer synthetisiert (PerSeptive Biosystems, Expedite). Kom-
merziell erhiltliche Modifikationen (Phosphoramidit spacer9, modi-
fizierte Festphase; Eurogentec) wurden wie vom Hersteller angege-
ben in die DNA eingebaut. Das modifizierte Nucleotid 1 wurde wie in
der Literatur® beschrieben eingebaut. DR1 wurde in das entspre-
chende Phosphoramidit iiberfithrt und an die DNA gekuppelt
(15 min). Nach Entschiitzen, Reinigung durch denaturierende Elek-
trophorese (PAGE; 20%, 130V, 15h) und Entsalzen der Stringe
iiber NAP-Sédulen wurden die Disulfide der Oligonucleotide mit einer
Pufferlosung (Reduktionspuffer: 100 mm Dithiothreitol (DTT),
40 mm Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), 0.5M NaCl, 1 mm
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), pH 8.3) reduziert (30 min,
30°C). AnschlieBend wurde die Losung mit Essigsdureethylester ex-
trahiert, und die Oligonucleotide wurden mit 2,2’-Dithiodipyridin
inkubiert (30 min, 30°C); anschlieBend wurde ein zweites Mal mit
Essigsdureethylester extrahiert. Zur abschlieBenden Reinigung von 2
wurde eine RP-HPLC eingesetzt. Unmodifizierte Oligonucleotide
(Microsynth AG) wurden nach Reinigung mit RP-HPLC eingesetzt.
Alle Oligonucleotide wurden mit MALDI-TOF-MS charakterisiert.
Immobilisierung: Kommerziell erhéltliche 2-Pyridyldisulfid-ak-
tivierte Agarose (Pharmacia Biotech AB, Sepharose 6B) wurde zu-
néchst durch den Reduktionspuffer reduziert (30 min, 30°C). Danach
wurde eine Losung des modifizierten Oligonucleotids 2 in Immobi-
lisierungspuffer zugesetzt (370 mm, NaOAc, 0.5mm NaCl, 1 mm
EDTA, pH 4.4, 1 h, 35°C). Uberschiissiges Thiol wurde desaktiviert

(Cap-Losung 1: 60 mm S-(2-Thiopyridyl)-2-mercaptoethanol, 40 mm
MES, 40 mm MgCl,, 0.5m NaCl, 1 mm EDTA; Cap-Losung II:
200 mm S-(2-Thiopyridyl)-2-mercaptoethanol in EtOH). Die Ober-
flichenbeladung wurde mit RP-HPLC bestimmt (als interner Stan-
dard wurde ein unmodifiertes Oligonucleotid verwendet).

Hybridisierung: Losungen der Gegenstringe (1.2-2.0 Aquiv.) in
Phosphatpuffer (10 mm KH,PO,, 100 mm NaCl, pH 7.0) wurden zum
immobilisierten Strang gegeben. Die Mischung wurde unter Riihren
auf 85°C erwdrmt und wihrend 1.5 h auf 35°C abgekiihlt. In allen
Fillen waren die mit RP-HPLC bestimmten Ausbeuten praktisch
quantitativ (als interner Standard diente ein Oligonucleotid).

SNP-Detektion durch Bestrahlung: Gepufferte Losungen der
Doppelstrange wurden unter Rithren mit einer Quecksilberbogen-
lampe (4 =360 nm, 500 W; Osram) bestrahlt (10°C, 10 min, pH 7.0).
Die Losungen wurden filtriert, und der Farbwechsel der Festphase
wurde direkt beobachtet. Um die Effekte zu quantifizieren, wurden
die Losungen mit RP-HPLC unter Verwendung eines externen
Standards analysiert. Die Losungen konnten auch mit UV/Vis-
Spektroskopie analysiert werden. Zugabe von weiterem Puffer zur
Festphase, Erwarmen auf 85°C und Filtration nach 3 min setzte ver-
bleibendes markiertes Fragment 4 in die Losung frei.
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