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DNA-Photographie: eine ultraempfindliche Methode zur Detektion
von DNA mithilfe photographischer Techniken**
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Die Fahigkeit zur Manipulation und Analyse der genetischen
Information von Organismen sowie die Entdeckung, dass
kleine RNA-Striange entscheidende zelluldre Funktionen
kontrollieren, haben zur Entwicklung neuer Methoden fiir die
ultraempfindliche Detektion von DNA und RNA gefiihrt.[!
Man nimmt an, dass solche Techniken die Diagnose genetisch
codierter Krankheiten wie Krebs revolutionieren werden.
Strebt man eine starker auf den jeweiligen Patienten abge-
stimmte Medizin an, so ist die Entwicklung von zuverléssigen,
ultraempfindlichen Methoden fiir den DNA-Nachweis sowie
von Methoden zur Isolie-
rung relevanter Gene aus
biologischen Proben uner-
lasslich. Das hier vorgestell-
te Verfahren bietet eine
Losung fiir das erstgenannte
Problem.
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tikeln, Aptameren oder neuartigen elektrochemischen Ge-
rédten zur Detektion von DNA mit Nachweisgrenzen im Pico-
oder Femtomolbereich berichtet.'”! Sogar Nachweisgrenzen
im Zeptomolbereich wurden erreicht.®! All diese Methoden
sind technisch tiberaus anspruchsvoll, was eine breite Nut-
zung deutlich einschriankt. Wir berichten hier iiber eine Me-
thode auf der Basis des Verstiarkungsprozesses der Schwarz-
weill-Photographie, mit der man DNA im Femto- bis Atto-
molbereich (10~** mol) nachweisen kann (Abbildung 1).
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neue Methoden fiir die De-
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Willner und Heeger iiber die
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1) Belichtung

2) Entwicklung

Abbildung 1. DNA-Nachweis mithilfe der Methoden der Schwarzweif3-Photographie. a) Graphische Darstel-
lung eines Photopapiers, das mit verschiedenen Konzentrationen des markierten Oligodesoxyribonucleotids
(ODN) beladen wurde. b) Kommerziell erhiltliches Photopapier nach Belichtung und Entwicklung. Visueller
Nachweis der markierten ODNs bei drei verschiedenen Konzentrationen. 1 pL aufgetragen (x4). Scanner-

Bei der Schwarzweif3-Photographie werden Photonen von
einer lichtempfindlichen, AgBr-Kristalle enthaltenden
Schicht (Film oder Photopapier) eingefangen, wodurch sich
Ag,-Cluster bilden, aus denen sich das latente Bild aufbaut.
Bei der anschlieenden Entwicklung katalysiert dieser Ag,-
Cluster (n > 3) die Reduktion des gesamten AgBr-Kristalls zu
Ag’, welches das Photopapier schwarz firbt.l”! Bis heute er-
folgte der Nachweis von Analyten anhand einer Silberab-
scheidung vor allem durch eine Abscheidung von Ag aus der
Losung und nicht durch ein Photopapier.!’! Diese Abschei-
dung aus der Losung liefert Verstarkungsfaktoren von nur
etwa 10°. Wir berichten hier iiber die Anwendung des pho-
tographischen Prozesses auf der Basis von AgBr-Kristallen in
Photopapieren fiir den Nachweis markierter Biomolekiile. Im
Prinzip kann dieser Prozess eine Verstarkung um den Faktor
10" ergeben,” dhnlich wie bei der Standard-PCR.

Kiirzlich berichteten wir iiber die Modifizierung von
Oligonucleotiden mithilfe der Kupfer(I)-katalysierten Azid/

Angew. Chem. 2007, 119, 4262 —4265



Alkin-Cycloaddition (Klick-Chemie).'"™ Um den DNA-
Nachweis nun mit dem photographischen Prozess zu ver-
kniipfen, planten wir, spezielle Farbstoffe — so genannte
photographische Sensibilisatoren — an die DNA zu kniipfen.
Diese Farbstoffe werden in der Schwarzwei3-Photographie
eingesetzt, um AgBr-Emulsionen in Photopapier gegeniiber
Licht im Bereich > 520 nm zu sensibilisieren, in dem AgBr
kein Licht absorbieren kann.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze dieser Methode
untersuchten wir zunidchst einen der in der Schwarzweil3-
Photographie am weitesten verbreiteten Sensibilisatoren, den
Pinacyanol-Farbstoff, in Form seines Azids 9. Dieser Farbstoff
hat den Vorteil, dass er stark am AgBr-Kristall adsorbiert
wird, woraus ein effizienter Energie/Elektronen-Transfer zu
den AgBr-Kristallen resultiert. Die Synthese des Farbstoff-
azids sowie die Strukturen des 2'-Desoxycytidinalkins 100
und des 2’-Desoxyuridinalkins 11, die fiir die Klick-Reak-
tion benotigt werden, sind in Schema 1 gezeigt.
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Schema 1. a) NBS, Benzoylperoxid, CCl,, Riickfluss, 47%; b) NaNj,
DMF, 97%; c) Etl, MeCN, 70% (basierend auf zuriickgewonnener Aus-
gangsverbindung); d) Triethyl-ortho-formiat, 140°C, 55 %,; e) Triethyl-
ortho-formiat, BuOH, Riickfluss, 91%; f) TsCl, DIPEA, CH,Cl,, 70%;

g) 1) 4, DIPEA, Pyridin; 2) Dowex 1x8-200, NH,BF,, 47 %. Ts =Toluol-
4-sulfonyl, DIPEA = Diisopropylethylamin.
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Zuerst wurde kommerziell erhéltliches 2,6-Dimethylchi-
nolin (1) mit N-Bromsuccinimid (NBS) zur monobromierten
Verbindung 2 umgesetzt.'”! Nucleophile Substitution von 2
mit Natriumazid ergab das Azidderivat 3, das anschlieend
mit Ethyliodid zum Chinoliniumsalz 4 alkyliert wurde. In
einer parallelen Synthese wurde p-Methoxyanilin (5) mithilfe
von Triethyl-ortho-formiat zum Amidin 6 kondensiert. Dieses
wurde anschlieBend mit 1-Ethyl-2-methylchinoliniumiodid
zum Hemicyaninfarbstoff 7 umgesetzt, der in der Folge
tosyliert (—8) und mit 4 zum gewiinschten Cyaninazid 9 ge-
kuppelt wurde. Als néchstes wurden drei Oligonucleotide
hergestellt, die verschiedene Alkin-modifizierte Nucleotide
enthalten (Tabelle 1). Wir bauten 5-Alkinyl-2'-dC (10)"? in
ODN-1 und ODN-2 sowie 5-Alkinyl-2-dU (1) in ODN-3
iiber die entsprechenden Phosphoramidite ein.

Tabelle 1: Alkin-modifizierte ODNs fiir die Klick-Reaktion von 9 mit
DNA M

ODN-Sequenzen (5'—3')

ODN-1 GCG CTG TXC ATT CGC G
ODN-2 GCG CTG XXC ATT CGC G
ODN-3 TTA ATT GAA TTC GAT TYG GGC CGG AYT TGT TTC

[a] X=5-Alkinyl-2"-dC, 10; Y =5-Alkinyl-2’-dU, 11.

In Gegenwart eines Cu'-Salzes und eines Cu' stabilisie-
renden Liganden™! verlief die Cycloaddition von 9 mit den
drei Alkin-modifizierten Oligonucleotiden einer MALDI-
TOF-Analyse zufolge quantitativ; dies belegt, dass die Klick-
Reaktion sowohl auf Cytidin- als auch auf Uridin-haltige
ODNs anwendbar ist. Zur Reinigung wurden die Oligonu-
cleotide anschlieBend aus Ethanol geféllt. Dank der hohen
Ausbeute der Klick-Reaktion geniigte bereits dieser einfache
Fallungsschritt, um die ODNs vom Uberschuss an Farbstoff
zu trennen, wie die sauberen HPLCs und MALDI-TOF-
Spektren der gefillten ODN-Verbindungen belegen.

Zur Detektion Farbstoff-modifizierter ODNs mithilfe des
photographischen Prozesses gaben wir 1 pL einer 10 um
Losung von ODN-1, -2 oder -3 unter Dunkelkammerbedin-
gungen tropfenweise auf kommerziell erhéltliches, aus-
schlieBlich UV- und Blaulicht-empfindliches Photopapier.
Das verwendete Photopapier enthielt keine Sensibilisatoren
fiir rotes Licht, wodurch es unempfindlich gegen Licht mit
Wellenldngen von > 520 nm war. In einem typischen Expe-
riment belichteten wir das Photopapier weniger als 30 s lang
mit Licht von 41>570nm und entwickelten anschlieBend
mithilfe kommerziell erhiltlicher Entwicklungsreagentien
(sieche Hintergrundinformationen). Unter diesen Bedingun-
gen fithrten alle ODNs zu tiefschwarzen Flecken von 2-3 mm
Durchmesser auf dem Photopapier. Kontroll-Oligonucleotide
ohne Farbstoffe ergaben hingegen keine Flecken (Daten
nicht gezeigt), was belegt, dass Farbstoff-modifizierte ODNs
mit dieser Methode selektiv nachgewiesen werden konnen.
Bei den Kontroll-ODNs konnte nur bei sehr hohen Konzen-
trationen von > 50 mm (50 nmol, siehe Hintergrundinforma-
tionen) ein schwacher Fleck beobachtet werden.

Als néchstes untersuchten wir die Empfindlichkeit der
Methode (Abbildung2a-—c). In einer Verdiinnungsreihe, in
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Abbildung 2. Photostreifen mit Sensibilisator-modifizierten ODNs:
a) ODN-1; b) ODN-2; c) ODN-3; d) Cy5-ODN; e) Cy3-ODN. Mengen
an DNA in H,0 (1 pL aufgetragen): 1: 10 pmol, 2: 1 pmol, 3:

300 fmol, 4: 100 fmol, 5: 30 fmol, 6: 10 fmol, 7: 3 fmol, 8: 1 fmol, 9:
300 amol, 10: 100 amol, 11: 30 amol, 12: H,0. Der schwarze Kasten
zeigt die Nachweisgrenze an.

der Farbstoff-modifizierte DNA-Proben tropfenweise auf das
Photopapier gegeben, belichtet und entwickelt wurden,
wurden alle ODNs mit einem (ODN-1) oder zwei (ODN-2
und ODN-3) Pinacyanol-Farbstoffmolekiilen mit einer
Empfindlichkeit von bis zu 300 attomol nachgewiesen. Zum
Nachweis geniigte dabei allein die Betrachtung des entwi-
ckelten Photopapiers mit dem bloen Auge. Hybridisierung
von ODN-3 mit seinem Gegenstrang erhohte die Nachweis-
grenze auf 30 femtomol. Um zu priifen, ob ein markiertes
ODN in einer Mischung mit anderen DNA-Fragmenten
nachgewiesen werden kann, verwendeten wir einen mit zwei
Farbstoffmolekiilen markierten Primer und erzeugten eine
300 bp lange dsDNA, die mit Restriktionsenzymen verdaut
wurde. Auch diese Mischung ergab einen tiefschwarzen Fleck
(sieche Hintergrundinformationen). Der gesamte photogra-
phische Prozess — Auftragen auf das Photopapier, Belichtung,
Entwicklung und visuelle Betrachtung — nahm typischerweise
weniger als 20 Minuten in Anspruch. Selbstverstdandlich
konnen auch mehrere Proben auf das Photopapier aufgetra-
gen werden, was eine giinstige, zeitsparende und benutzer-
freundliche parallele Detektion ermoglicht.

Mit einem Nachweis von 300 attomol DNA liegt unsere
Methode im gleichen Empfindlichkeitsbereich wie die meis-
ten Nicht-PCR-Methoden, wobei sie jedoch den Vorteil
bietet, dass keine Ausriistung auBler einer photographischen
Dunkelkammer benétigt wird. Da bereits mit gewohnlichem
Photopapier eine Nachweisgrenze von 300 attomol erreicht
werden konnte, ist abzusehen, dass ein spezielles, fiir diese
diagnostischen Zwecke optimiertes Photopapier die Emp-
findlichkeit noch weiter verbessern kann.

Als néchstes wollten wir priifen, ob diese Methode auch
fiir den Nachweis von ODNs anwendbar ist, die mit anderen
Farbstoffen zur DNA-Markierung modifiziert wurden. Dazu
gaben wir Cy5- und Cy3-markierte DNA ebenfalls tropfen-
weise auf das Photopapier (Abbildung 2d,e). Wie erwartet
konnten auch diese ODNs nachgewiesen werden, allerdings
mit einer deutlich reduzierten Empfindlichkeit (100 fmol),
was die bessere Eignung der fiir den photographischen Pro-
zess entwickelten Farbstoffe aufzeigt.

Die Nachweisbarkeit von mit iiblichen Farbstoffen mar-
kierten ODNs erméglichte es uns auch zu priifen, ob sich die
Methode prinzipiell fiir den Nachweis von gesundheitsge-
fihrdenden Pathogenen eignen konnte. Ziel eines ersten
Experiments war der Nachweis einer kurzen DNA-Sequenz,
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die fiir einen kleinen Teil des 16S-rRNA-Gens des Pest ver-
ursachenden Bakteriums Yersinia pestis kodiert." Eine
kommerziell erhiltliche DNA-Haarnadelstruktur (molecular
beacon, MB)?! mit einem 5'-Cy3-Fluorophor und einem
BHQ2-Fluoreszenzloscher am 3’-Ende wurde eingesetzt, um
zu untersuchen, ob das Ein- und Ausschalten der Fluoreszenz
des MB fiir unsere Nachweismethode genutzt werden kann.
Die Schleifenregion wurde komplementir zur DNA-Sequenz
des RNA-Gens entworfen, die unterstrichenen Sequenzen
bilden die Stammregion des MB (5'-Cy3-CGCTGCCCCTT-
GAGGCGTGGCTGCAGCG-BHQ2-3’, Abbildung 3).

Abwesenheit des Y.-pestis-Gens (5-AGCCACGCCT-
CAAGGG-3') befindet sich der MB in der geschlossenen
Form, in der die Fluoreszenz durch die Nihe zum BHQ-2-
Rest geloscht wird.”!l Wurde dieser nicht fluoreszierende MB
in hoher Konzentration (1 pL einer 1 um Losung) auf das
Photopapier aufgetragen, entstand wie erwartet nur ein
schwacher Fleck (Spot 3 in Abbildung 3b), was beweist, dass

a)
Zielsequenz
LZ W g in ) '
; N .4
zu analysierende zu analysierende % 5
Mischung MB Mischung
b) c)

Abbildung 3. a) Das MB-Konzept zur Detektion des Y.-pestis-Gens. Der
MB &ffnet sich in Gegenwart von Zielmolekiilen, wodurch sich die
Fluoreszenz und dadurch die Fihigkeit des MB zur Sensibilisierung
des Photopapiers verstirkt. b)Scanner-Reproduktionen von zwei pho-
tographischen Experimenten mit den positiven, schwarzen Spots bei
b4 und c4. 1 pL der gepufferten Lésungen wurde aufgetragen. Spots 1
und 5: Puffer (5 mm Tris (hydroxymethyl)aminomethan (Tris) /HCI pH 8,
5 mm KCl, 0.5 mm MgCl,); Spot 2: 10 um Zielsequenz (Target, T);
Spot 3: 1 um MB; Spot4: 1 um MB und 10 um T. c) Spot 1: Puffer

(5 mm Tris/HCl pH 8, 0.5 mm MgCl,); Spot 2: 0.1 um MB; Spot 3:

0.6 um T; Spot 4: 0.1 um MB und 0.6 pum (600 fmol) T.

BHQ-2 die Sensibilisierung der photographischen Emulsion
durch Cy3 verhindern kann; die schwache Farbung kann auf
verbleibende Fluoreszenz des geloschten MB zuriickgefiihrt
werden. Auch dieser Befund belegt eindrucksvoll die Emp-
findlichkeit der Methode. Wenn wir eine Mischung ver-
schiedener DNA-Stringe, unter denen sich die Y.-pestis-Se-
quenz befindet, zu dieser Haarnadellosung geben, o6ffnet sich
der MB, wodurch der Fluorophor vom Loscher getrennt wird
und eine Sensibilisierung der AgBr-Kristalle im Photopapier
moglich wird. In der Tat war ein grofler, schwarzer Fleck
sichtbar, als wir diese Mischung (1 pL einer 1 um Losung) auf
das Photopapier auftrugen, belichteten und den Streifen
entwickelten (Spot 4 in Abbildung 3b).

Zum Abschluss untersuchten wir die Nachweisgrenze des
Cy3-markierten MB. Wie aus Abbildung 3¢ ersichtlich ist,
konnten wir die Gegenwart des Y.-pestis-Gens mit blolem
Auge bis hinab zu 600 fmol (Spot 4) erkennen, selbst wenn
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wir zusétzliche genomische DNA zur Losung gaben (siche
Hintergrundinformationen).

Wir haben eine einfache Technik fiir den Nachweis von
DNA bis hinab zu einer Menge von 300 attomol entwickelt,
bei der lediglich die Probenlosung auf unsensibilisiertes
Photopapier aufgetragen, dieses einige Sekunden lang be-
lichtet und anschlieBend das Bild in einer gewohnlichen
photographischen Entwicklerlosung verstarkt wird. Diese
Methode fand Anwendung fiir die Detektion von
600 femtomol eines Zielmolekiils, das mit der Pesterkran-
kung in Verbindung steht, wobei Hybridisierungssonden
(MBs) zum FEinsatz kamen. Der Nachweis erfolgt lediglich
iiber die Betrachtung mit blofem Auge, ohne dass teure
Fluoreszenzdetektoren oder Szintillationszéhler notig wéren.
Die néchsten Aufgaben bestehen nun in der Optimierung des
Photopapiers, der Untersuchung anderer photographischer
Farbstoffe und der Entwicklung von Methoden, die eine ef-
fiziente Isolierung des zu detektierenden DNA-Analyten aus
biologischen Proben ermoglichen.

Eingegangen am 12. Dezember 2006,
veranderte Fassung am 27. Februar 2007
Online veroffentlicht am 25. April 2007
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Klick-Chemie - Sensibilisatoren
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