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Target-katalysierte Transferreaktionen fiir den signalverstirkten RNA -

Nachweis

Tom N. Grossmann, Lars Roglin und Oliver Seitz*

Fiir den Nachweis geringer Mengen einer biologischen Ziel-
verbindung ist es von besonderer Bedeutung, ein messbares
Signal verstdrken zu konnen. In der Nucleinsdurediagnostik
gilt die Polymerasekettenreaktion (PCR) als Standardme-
thode zum hochempfindlichen Nachweis von DNA und RNA.
Die PCR vervielfiltigt die Zielsequenz und erleichtert da-
durch die anschlieBende Detektion des gebildeten Produkts.
Detektionsverfahren, die den Nachweis der Zielsequenz ohne
eine solche vorherige Vervielfiltigung ermoglichen, sind von
groBem Interesse, da sich die Testgerite vereinfachen lassen
konnten. PCR-freie Detektionsverfahren nutzen die kataly-
tische Bildung von Signalmolekiilen!!! sowie elektrochemi-
sche” oder Nanopartikel-basierte®! Ausleseverfahren. Hohe
Empfindlichkeiten wurden durch Kombination zweier Si-
gnalverstarkungsmethoden erreicht. In einer Strichcode-ba-
sierten Methode rekrutiert die Ziel-DNA mehrere Kopien
einer Strichcode-DNA. In einem zweiten Schritt wird die
Strichcode-DNA mithilfe Nanopartikel-katalysierter Silber-
entwicklung nachgewiesen.”! Ein Vorverstirkungsschritt wird
auch in einem Peptidnucleinsidure(PNA)-basierten Hybridi-
sierungsassay eingesetzt, in dem eine Ziel-DNA die Rekru-
tierung mehrerer Meerrettichperoxidasen (HRP) vermittelt,
was anschlieBend durch eine katalytische Farbreaktion an-
gezeigt wird."™ Bei all diesen Ansitzen fithrt der Rekrutie-
rungsschritt zu Bildung eines terndren Komplexes (Sand-
wichhybridisierung) aus einer immobilisierten Oligonucleo-
tidsonde und einer weiteren Sonde, die eine Reportergruppe
(z.B. Strichcode-DNA oder Biotin) trigt. Die Bildung dieses
Komplexes ist entscheidend fiir den Nachweis der Zielse-
quenz und wird durch die Hybridisierung komplementéirer
Oligonucleotidsequenzen vermittelt. Jedoch muss man beim
Waschschritt, der zur Entfernung der ungebundenen Oligo-
nucleotidsonden erforderlich ist, auf allzu harsche Bedin-
gungen verzichten, will man dabei die relativ schwache,
nichtkovalente Wechselwirkung im gebildeten Komplex nicht
aufbrechen.

Die oben diskutierten Sandwichassays beruhen auf der
Rekrutierung katalytisch aktiver Einheiten durch die DNA-
Sequenz. Alternativ kann die Zielsequenz selbst katalytisch
wirken, indem sie als Templat fungiert und die funktionellen
Gruppen modifizierter Oligonucleotide so anordnet, dass
eine schnelle und selektive Reaktion ermdglicht wird.F® Mit
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diesem Ansatz konnten unter anderem Verkniipfungs->* und
Hydrolysereaktionen! beschleunigt werden, die in Abwe-
senheit des Templats nur sehr langsam verlaufen. Bisherige
DNA -vermittelte Reaktionen ergaben bis zu 10*-fache Si-
gnalverstiarkungen, was jedoch fiir den PCR-freien Nachweis
sehr geringer Mengen an DNA nicht ausreicht. Hier stellen
wir eine Templat-katalysierte Reaktion vor, die als Vorver-
starkung fiir eine Enzym-basierte Nachweisreaktion dient.
Die Reaktion wurde so gestaltet, dass die Zielsequenz die
kovalente Anbindung einer Reportergruppe an Nucleinsidu-
resonden katalysiert. Es wird gezeigt, dass sowohl die Vor-
verstarkungsreaktion als auch die kovalente Anbindung der
Reportergruppe zur Empfindlichkeitssteigerung einer vom
ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay) abgeleiteten
Methode fiihren.

Kiirzlich haben wir ein Konzept zum Nachweis von Nu-
cleinsduresequenzen vorgestellt, das auf dem Templat-kata-
lysierten Transfer einer Reportergruppe R von einer PNA-
Ubertriigersonde 1 auf eine Akzeptorsonde 2 griindet (Ab-
bildung 1 A). Die Sonden 1 und 2 sind so aufgebaut, dass sie
mit benachbarten Abschnitten der Zielsequenz (Target) hy-
bridisieren. Die Anordnung des Thioesters 1 und des N-ter-
minalen Isocysteins (iCys) 2 im terndren Komplex Target-1-2
leitet den Thiolaustausch ein. In Analogie zur nativen che-
mischen Peptidkupplung!'” reagiert das gebildete Interme-
diat 4 in einem S—N-Acyltransfer zum Produkt 5. Ausgangs-
und Produktsonden haben dhnliche Affinitdten zum Target,
sodass der Strangaustausch in einem schnellen Gleichgewicht
wieder zum Komplex Target-1-2 fiihrt. In vorangegangenen
Arbeiten stellten wir den DNA-katalysierten Transfer eines
Fluoreszenzloschers vor (Abbildung 1B, oben).’! Der Lo-
scher (Dabcyl) wurde von einer Fluorescein(FAM)- auf eine
Tetramethylrhodamin(TMR)-modifizierte PNA-Sonde (6
und 7) tibertragen. Der Transfer aktivierte die Emission von
FAM und desaktivierte die von TMR.

Die Geschwindigkeit einer Nucleinsdure-katalysierten
Reaktion wird von der Architektur des Target-Sonden-
Komplexes beeinflusst.'’! In den meisten DNA-vermittelten
Reaktionen hybridisieren die Sonden direkt nebeneinander.
Wir haben demonstriert, dass eine ungepaarte Nucleobase
gegeniiber von der Verkniipfungsstelle bei PNA-Verkniip-
fungsreaktionen zu einer hoheren Sequenzselektivitdt und
einer verringerten Reaktionsgeschwindigkeit fiihren kann.'
Daher haben wir die Abhéngigkeit der Transferreaktion von
der Flexibilitdit am Reaktionszentrum untersucht. Hierzu
wurde die Zahl (n) der ungepaarten Nucleobasen (nt) zwi-
schen den reaktiven Gruppen der Sonden 6 und 7 variiert und
die Anfangsgeschwindigkeit der Transferreaktion untersucht.
Vorangegangene Versuche mit einer Ziel-DNA (n=1nt),
deren Sequenz einen Bereich um die kanzerogene G12V-
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Abbildung 1. A) Katalysezyklus des Nucleinsiure-katalysierten Trans-
fers einer Reportergruppe (R) von einer Ubertrdgersonde 1 auf eine
Akzeptorsonde 2 und die Hydrolysereaktion der Thioesterbindung in
Sonde 1; B) Art der Modifikationen fiir den Fluoreszenzléscher- und
Biotin-Transfer (FAM: 6-Carboxyfluorescein, Dabcyl: 4-(4-Dimethylami-
nophenylazo)benzoyl, TMR: 5-Carboxytetramethylrhodamin).

Mutation des ras-Gens umfasst, ergaben eine hohe katalyti-
sche Aktivitdt bei 32°C.®! In den Messungen zeigten #qui-
molare (grau) und substochiometrische (schwarz) Mengen
DNA interessanterweise dhnliche Abhéngigkeiten von der
Zahl der ungepaarten Nucleotide (Abbildung 2 A). Die ma-
ximalen Transfergeschwindigkeiten wurden fiir beide Kon-
zentrationen bei einem Abstand von n =3 nt beobachtet. So
verlief der Transfer bei n =3 nt mehr als doppelt so schnell
wie bei n=1 nt."” Vom auf 3 nt erhohten Abstand profitierte
besonders die katalytische Aktivitdt substochiometrischer
Mengen Ziel-DNA, die um mehr als das Dreifache gesteigert
wurde.

Wir wollten auch die Anwendbarkeit der Transferreak-
tionen auf den Nachweis infektioser oder pathogener RNA
testen und untersuchten daher die Reaktivitit der Sonden 6
und 7 an RNA-Templaten mit 0, 3 und 10 ungepaarten Nu-
cleotiden. PNA-RNA-Duplexe sind stabiler als PNA-DNA-
Duplexe; um den Strangaustausch zu gewéhrleisten, wurde
die Reaktionstemperatur daher auf 37°C erhoht. Unter
diesen Bedingungen wurden bei dquimolaren RNA-Kon-
zentrationen (grau, Abbildung 2B) &dhnliche Anfangsge-
schwindigkeiten beobachtet wie bei dquimolaren DNA-
Konzentrationen (grau, Abbildung 2 A). Von den untersuch-
ten RNA-Templaten fiithrte die RNA mit drei ungepaarten
Nucleotiden zwischen den Erkennungssequenzen (n =3 nt)
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Abbildung 2. Anfangsgeschwindigkeiten v (Dreifachbestimmung) der
Transferreaktion von Sonde 6 (FAM-AEEA-tcttccccac-Cys(Dabceyl-Gly)-
OH) und 7 (TMR-AEEA-Lys(iCys-cctacag)-NH,) in Gegenwart von DNA
(A, 32°C) und RNA (B, 37°C) mit einer unterschiedlichen Zahl unge-
paarter Nucleotide (nt); Target (fiir RNA: T=U): 5'GCGCTG-
TAGGXGTGGGGAAGAGT3' (unterstrichen: Erkennungssequenzen);

X (n): - (0), T (1), TT (2), TTA (3), TTATC (5), TTATCGA (7), TTATC-
GATTA (10); Bedingungen: 100 nm 6, 100 nm 7, 10 mm K,HPO,,

200 mm NaCl, 1 mm Triscarboxyethylphosphin (TCEP), 0.2 mgmL™
Roche Blocking Reagent, pH 7.0 (fiir RNA: 0.1 uplL™' RiboLock).

zu den hochsten Reaktionsgeschwindigkeiten. In Gegenwart
von substochiometrischen Mengen RNA beobachteten wir
langsamere Reaktionen und einen verringerten Einfluss der
Flexibilitdt am Reaktionszentrum. Moglicherweise wird unter
diesen Bedingungen der Strangaustausch zum geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt, ein Umstand, der im Allgemei-
nen auch bei Ribozymen beobachtet wird.'"¥ Diese Ein-
schriankung fiir RNA-vermittelte Reaktionen kann durch die
Verringerung der Sonden- und Target-Konzentrationen,
durch erhohte Reaktionstemperatur, durch kiirzere Sonden
oder verlidngerte Reaktionszeiten kompensiert werden.

Wir wihlten HIV-I-RNA als Zielsequenz und entschieden
uns fiir einen hochkonservierten!™™ Abschnitt (HIV) in einem
zuginglichen Bereich' der 5TLTR-Region des HIV-I-
Genoms. Fiir eine hohe Empfindlichkeit wére es vorteilhaft,
wenn sich die katalytische Aktivitdt der Ziel-RNA mit an-
deren Techniken zur Signalverstdrkung kombinieren lieSe.
Viele hochempfindliche bioanalytische Nachweisverfahren
basieren auf der nichtkovalenten Wechselwirkung von bio-
tinylierten Sonden mit der Zielsequenz und einer anschlie-
Benden Immobilisierung von Streptavidin-Enzym-Konjuga-
ten fiir die Katalyse einer charakteristischen Reaktion. Ap-
pella und Mitarbeiter nutzten beispielsweise PNA-Sonden
zur Immobilisierung von Ziel-DNA auf der Oberfliche von
Mikrotiterplatten.' Eine zweite, biotinylierte PNA-Sonde
vermittelte die Bindung von Meerrettichperoxidase, welche
die Bildung einer farbigen chinoiden Verbindung katalysierte.

Wir haben eine RNA-katalysierte Transferreaktion ent-
wickelt, die die kovalente Anbindung eines Biotin-Reporters
ermoglicht. Dieses Nachweissystem (Abbildungen 3 und 1B)
nutzt die PNA-Ubertrigersonde 8 mit einer biotinylierten
Reportergruppe und die PNA-Akzeptorsonde 9, die C-ter-
minal einen His-Tag (His,) trigt. Beide Sonden wurden so
gestaltet, dass sie in einem Abstand von drei Nucleotiden an
die Ziel-RNA binden (unterstrichene Sequenzen in HIV).
Bei der Transferreaktion (Reaktion I) wurden 500-750 fmol
der Sonden in 50 pL Puffer eingesetzt. In Gegenwart von HIV
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Abbildung 3. Doppelverstirkungsstrategie mit der RNA-katalysierten
Biotin (BT)-Transferreaktion zur Vorverstirkung (Reaktion I: 750 fmol 8
und 500 fmol 9 in 50 pL) und einem modifizierten ELISA zur finalen
Signalverstirkung (Reaktion I1). Sechs Mikrotitervertiefungen (96er-
Format) sind gezeigt (jede Reihe identische Bedingungen), die ohne
RNA (—HIV) und mit RNA (+HIV) behandelt wurden.
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wird die Reportergruppe (BT) iibertragen, und die Produkt-
sonden 10 und 11 werden gebildet. Die HPLC/MS-Analyse
der Transferreaktion zeigte das Potenzial einer 10*-fachen
Vorverstarkung (Abbildung S3 in den Hintergrundinforma-
tionen). Transferprodukt 11 trigt sowohl den Biotin-Reporter
als auch einen His-Tag. Da His-Tags stabile Komplexe mit
Nickel bilden, kann Sonde 11 auf der Oberfldche nickelbe-
schichteter Mikrotiterplatten immobilisiert werden. Nach
intensiven Waschschritten wurden die Platten mit einem
Meerrettichperoxidase-Streptavidin-Konjugat ~ (HRP-SA)
behandelt und erneut gewaschen. Nur in den Vertiefungen
mit Transferprodukt 11 konnte HRP-SA iiber die Streptavi-
din-Biotin-Wechselwirkung immobilisiert werden (12). Das
HRP-SA-Konjugat katalysiert anschlieBend die Oxidation
(Reaktion IT) von farblosem Tetramethylbenzidin (TMB, 13)
zur farbigen chinoiden Verbindung 14. Diese Reaktion wurde
mit kommerziell erhiltlicher 1-step-Ultra-TMB-Losung
durchgefiihrt und durch die Zugabe von 1M H,SO, gestoppt.
Die abgebildeten Vertiefungen wurden in Ab- (-HIV) und
Anwesenheit (+HIV, 50 fmol) der Ziel-RNA wie beschrie-
ben behandelt.

Um die Signalintensitdten zu bestimmen, wurde die Ab-
sorption bei 450 nm mit einem Plattenlesegerdt gemessen.
Abbildung 4 A zeigt die hintergrundkorrigierten Signale nach
der Biotin-Transferreaktion (Reaktion I, 2.5 h) in Gegenwart
von 5-500 fmol HIV, der Immobilisierung und der Behand-
lung mit 0.5 pgmL™" HRP-SA (grau). In Gegenwart von
500 fmol einer zufélligen RNA-Sequenz wurde kein signifi-
kantes Signal beobachtet (Tabelle S3 in den Hintergrundin-
formationen). Die Reaktionszeit fiir Reaktion I wurde fiir
50 fmol (0.1 Aquiv.) und 5 fmol (0.01 Aquiv.) bei sonst glei-
chen Bedingungen von 2.5 h auf 5 h verldngert. Dieses Vor-
gehen fiihrte zu mehr als 30% hoheren Signalintensitidten
(schwarz, Abbildung4A), was auf den vorverstirkenden
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Abbildung 4. Hintergrundkorrigierte Absorption bei 450 nm (Dreifach-
bestimmung), Bedingungen: Reaktion I: 750 fmol 8 und 500 fmol 9 in
50 uL Puffer (10 mm K,HPO,, 200 mm NaCl, 1 mm TCEP, 0.2 mgmL™"
Roche Blocking Reagent, 0.2 upL™" RiboLock, pH 7.0); Reaktion Il:

80 pL Ultra-TMB-L&sung fiir 25 min, anschlieflend Zugabe von 40 uL
1M H,SO,. A) Inkubation mit 0.5 ugmL™" HRP-SA, Kontrollexperi-
ment: Sonde 15 ohne Reaktion | (weif); B) Inkubation mit 2 pgmL™"
HRP-SA.

Effekt der Reaktion I hindeutet. In einem Kontrollexperi-
ment wurde der Einfluss von Reaktion I auf die Signalver-
stirkung genauer untersucht, indem ein Analogon des
Transferprodukts 11, die Biotin- und Hiss-modifizierte Sonde
15 (BT-Cys-agctttatt-Hisg), anstelle von Reaktion I eingesetzt
wurde. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit
500, 50 bzw. 5 fmol Sonde 15 behandelt und die Signale (weif,
Abbildung 4 A) mit den Werten verglichen, die fiir die gleiche
Menge an HIV mit 750 fmol Sonde 8 und 500 fmol Sonde 9
erhalten wurden. Hierbei lieferten 500 fmol 15 ein geringfii-
gig intensiveres Signal als 500 fmol HIV (1 Aquiv.) mit den
Sonden 8 und 9. Diese Beobachtung kann mit einer unter
Umsténden nicht quantitativ verlaufenden Transferreaktion
erklart werden. Mit substochiometrischen Mengen HIV (50
und 5 fmol) ergab die Transferreaktion (5 h, schwarz) mehr
als dreimal so intensive Signale wie bei Einsatz entspre-
chender Mengen an Sonde 15 (weil). Demnach muss die
Menge des bei der RNA-katalysierten Transferreaktion ge-
bildeten und anschliefend immobilisierten Produkts 11 die
Menge an Ziel-RNA iibersteigen. Dieser Befund belegt den
vorverstirkenden Effekt des RNA-katalysierten Biotin-
Transfers.

Um die Empfindlichkeit des Reaktionssystems zu unter-
suchen, wurden HIV-Mengen von 0.1-5 fmol 5h lang mit
750 fmol 8 und 500 fmol 9 umgesetzt. Nach der anschlie-
Benden Immobilisierung der Hisg-modifizierten Sonden
wurde mit 2.0 uygmL~' HRP-SA inkubiert. Dieses Vorgehen
ermdglichte den Nachweis von nur 500 attomol HIV (Ab-
bildung 4B). Ein analoger Sandwichassay, in dem eine zwei-
fach biotinylierte PNA-Sonde immobilisiert wurde und man
anschlieBend mit monovalentem HRP-SA inkubierte, er-
laubte lediglich den Nachweis von 1000 fmol DNA.M™ Dies
belegt deutlich die Vorteile einer Vorverstarkungsreaktion
und des kovalenten Anbindens des Biotin-Reporters.

Der Nachweis von Nucleinsduremengen im Zeptomol-
bereich wiirde eine Steigerung der Empfindlichkeit um das
10°-Fache erfordern. Fiir die Verwendung polyvalenter an-
stelle von monovalenter HRP-SA wurden Empfindlichkeits-
steigerungen um den Faktor 10° berichtet."" Dariiber hinaus
konnte die Signalverstidrkung durch den Einsatz verbesserter
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Enzyme und/oder chemilumineszenter Substrate in kleineren
Mikrotiterplatten gesteigert werden. Auch der Transfer
mehrfach biotinylierter Reportergruppen ist denkbar. Keine
dieser Optionen wiirde die in der PCR notwendige Thermo-
zyklierung erfordern.

Das Fazit lautet, dass der DNA- und RNA-katalysierte
Transfer einer Reportergruppe zur Signalverstarkung genutzt
werden kann. Der RNA-katalysierte Transfer eines Biotin-
Reporters ist dariiber hinaus als Vorverstarkungsreaktion fiir
ein Enzym-basiertes Auslesen geeignet. Anders als beim
Nucleinsdurenachweis iiber eine Sandwichhybridisierung
nutzt unsere Strategie die Vorteile des kovalenten Anbindens
der Reportergruppe. Mit der Doppelverstiarkungsstrategie
(Transfer + modifizierter ELISA) war es moglich, 500 atto-
mol einer HIV-I-RNA-Sequenz nachzuweisen. Dies iiber-
steigt die Empfindlichkeiten bisheriger nucleinsdurekataly-
sierter chemischer Reaktionen."™ Bemerkenswerterweise
wurde diese hohe Empfindlichkeit durch Bestimmung der
optischen Dichte mit einem {iiblichen Plattenleser und unter
Verwendung von Reagentien erreicht, die in jedem klinischen
Diagnostiklabor verfiigbar sind. Die meisten empfindlichen
Nachweismethoden benétigen dagegen spezielle, weit weni-
ger verbreitete Gerite.

Eingegangen am 20. Marz 2008,
verdnderte Fassung am 8. Mai 2008
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