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Stammlose PNA-Beacons fiir die empfindliche DNA- und RNA-
Detektion mit geringem Hintergrundrauschen**
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Oliver Seitz*

In einer Vielzahl von Bioassays werden Fluoreszenzsonden
zum Nachweis von spezifischen Nucleinsduren benotigt.
Hierzu zédhlen Tests zur DNA-Quantifizierung, zur SNP-Ty-
pisierung (SNP = Einzelnucleotidpolymorphismus) und zur
Analyse von mRNA in lebenden Zellen."! In den meisten
Sonden wird die abstandsabhingige Wechselwirkung zwi-
schen zwei Chromophoren ausgenutzt. Sensitive fluoreszie-
rende Hybridisierungssonden zeigen einen groBen hybridi-
sierungsinduzierten Anstieg der Fluoreszenzemission mit
einem Signal-Rausch-Verhiltnis (SRV) in der GroBenord-
nung von 10°." Selektive Sonden ermdglichen einzelbasen-
spezifische Fluoreszenzsignale. Eine empfindliche und zu-
gleich spezifische Detektion von DNA und RNA konnte
durch die Verwendung von Molecular Beacons (MBs) erzielt
werden (Schema 1A).P! Diese haarnadelformigen Sonden
sind so konstruiert, dass zwei miteinander wechselwirkende
Farbstoffe in unmittelbare Nachbarschaft gebracht werden
konnen. Das SRV ist hoch, da in Abwesenheit der Zielse-
quenz die Fluoreszenz durch resonanten Fluoreszenzener-
gietransfer (FRET), durch StoBloschung und/oder Bildung
eines Grundzustandskomplexes oder iiber Excimerbildung
effizient geloscht wird. MBs binden die Ziel-DNA mit hoher
Sequenzspezifitit, dies allerdings nur innerhalb eines be-
stimmten Temperaturfensters, das von der unterschiedlichen
thermischen Stabilitdt der passenden und nicht-passenden
Sonden-Target-Komplexe abhiingt."! Folglich ist es unter
Bedingungen, bei denen der passende und der nicht-passende
Sonden-Target-Komplex koexistieren, nicht moglich, kom-
plementire von nicht perfekt komplementédren Zielsequen-
zen zu unterscheiden.

Als grofite Einschrankung des MB-Designs gilt, dass Ei-
genschaften, die einen Anstieg der Empfindlichkeit fordern,
von Nachteil fiir die erzielbare Sequenzspezifitdt sind, und
umgekehrt. So konnen hohe Fluoreszenzanstiege nur erzielt
werden, wenn sich die Stammregion bereitwillig 6ffnet. Fiir
eine hohe Spezifitdt wird hingegen eine stabile Stammstruk-
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Schema 1. Vergleich von A) DNA-Beacons mit B) stammlosen FIT-
PNA-Beacons zur Detektion von komplementiren Nucleinsiuren. In
stammlosen FIT-PNA-Beacons dient ein Interkalatorfarbstoff wie Thia-
zolorange (TO) als Basensurrogat, das die Interkalation in einen per-
fekt komplementiren Doppelstrang durch FRET zu einem Farbstoff wie
NIR667, der im nahen Infrarotbereich emittiert, signalisiert.

tur gefordert, die einer Offnung durch Hybridisierung an die
nicht perfekt komplementire Zielsequenz standhélt. Wir
schlagen ein alternatives Sondendesign vor. Dieser Ansatz
behilt auf der einen Seite den in MBs genutzten Signalme-
chanismus bei, indem zwei Chromophore die Anderung der
Sondenkonformation anzeigen, allerdings ohne die Notwen-
digkeit, eine stabile Haarnadelstruktur zu bilden.”! Auf der
anderen Seite werden ,intelligente“ Markierungen einge-
fithrt, die nur dann fluoreszieren und einen FRET zu einem
Nabhinfrarot-Farbstoff initiieren, wenn der Donor in perfekt
komplementéirer Basenpaarung eingebettet ist. Es wird ge-
zeigt, dass die Kombination von zwei Prozessen, die Detek-
tion konformativer Anderungen durch einen Wechsel des
Energietransfermechanismus und die Erkennung geédnderter
Stapelwechselwirkungen an einem Interkalatorfarbstoff, eine
108-fache Fluoreszenzintensivierung bei Hybridisierung er-
moglichen. Von Interesse ist dabei, dass die stammlosen
Sonden komplementére von einzelbasenfehlpaarenden Ziel-
sequenzen nahezu bei jeder Temperatur unterscheiden
konnen. Es wird demonstriert, dass sowohl DNA als auch
RNA homogen detektiert werden konnen.

Das Sondendesign ist in Schema 1B veranschaulicht. Ein
Interkalatorfarbstoff, wie Thiazolorange, wird als Basensur-
rogat in eine Peptidnucleinsdure(PNA)-Sonde eingefiihrt und
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als Donor fiir den FRET verwendet. Ein terminal angebun-
dener Nahinfrarot-Farbstoff (NIR), wie NIR667, dient als
Akzeptorfarbstoff. Es wurde erwartet, dass die Anregung des
Donors in der einzelstriangigen Sonde eine vernachléssigbare
Emission des Akzeptorfarbstoffs induziert, da 1) der ange-
regte Zustand des Donors durch die Drehbewegung um die
zentrale Methinbriicke im entstapelten Thiazolorange rasch
entvolkert wird,””! 2) die NIR667(Akzeptor)-Emission durch
StoBe mit den Nucleobasen geloscht wird und 3) die Neigung
von ungeladenen, hydrophoben PNA-Molekiilen, eine kom-
pakte Struktur in Wasser anzunehmen, die Bildung intramo-
lekularer Farbstoffdimere oder kurzlebiger StoSkomplexe
erleichtert.* Fiir den Doppelstrang wurde erwartet, dass
die Akzeptoremission durch Anregung des Donors ausgelost
werden kann, denn 4) der Donor wird eingeschaltet als Folge
der Stapelung von Thiazolorange mit den gebildeten Basen-
paaren und der damit einhergehenden Einschréankung von
Rotationsfreiheitsgraden,*>*”  5)der Abstand zwischen
Donor und Akzeptor ist gering genug (< 30 A), um FRET zu
ermoglichen, und 6) die Rigiditdt des gebildeten Doppel-
strangs erschwert das Loschen durch Donor-Akzeptor- oder
Akzeptor-Nucleobasen-Kontakt. Dariiber hinaus sollte das
bekannte Ansprechverhalten des Thiazolorange-Farbstoffs
auf Storungen der lokalen Doppelstrangstruktur auch im
Energietransferprozess erhalten bleiben. In einer einzelba-
senfehlgepaarten Umgebung zeigt die , TO-Base“ nur
schwache Fluoreszenzemission, da geniigend Platz fiir die
Drehbewegungen vorhanden ist.[! Es sollte daher gelingen,
einzelbasenfehlpaarende Sequenzen unabhingig von der
thermischen Bestindigkeit des Sonden-Target-Komplexes zu
unterscheiden.

Das Sondensystem teilt eine Besonderheit mit den kiirz-
lich veroffentlichten FIT-Sonden (FIT = erzwungene
(forced) Interkalation), niamlich die Verwendung eines in-
terkalierenden Cyaninfarbstoffs als kiinstliche Nucleobase.""
Jedoch erwarteten wir, dass das Zusammenspiel des Inter-
kalators mit einem zweiten sorgfiltig ausgewihlten Farbstoff
die Empfindlichkeit wesentlich erhohen wird. Zunéchst un-
tersuchten wir die Modellsequenzen 1, 2 und 3 (Abbildung 1)
als Beispiel fiir Donor-markierte Sonden (1D, 2D, 3D), die
auf Hybridisierung mit unterschiedlich hohen Fluoreszenz-
anstiegen reagieren. Die Fluoreszenzspektren, gemessen vor
und nach Hybridisierung mit komplementérer und einzelba-
senfehlpaarender DNA, belegten, dass die Einfiihrung des
NIR-Akzeptorfarbstoffs in die Donor-Akzeptor-markierten

PNA: DNA:

1, X-gecgta-Y-atagceg-Gly oM. ODN1M, 5-CGGCTATTMACGGC-3’
2, X-gcegte-Y-ttageeg-Gly©>™ ODN2, 5-CGGCTAATGACGGC-3'
3, X-gcegta-Y-ctageeg-Gly*oM: ODN3, 5-CGGCTAGTTACGGC-3’
1-3D, X = Ac, Y = Aeg(TO); ODN1, M =T, ODN1G, M = G;
1-3DA, X = Lys(NIR), Y = Aeg(TO); ODN1A, M =A; ODN1C, M =C
1-3A, X =Lys (NIR), Y=a

MB:

MB1, 5-Cy5-GCACAGGCCGATGCCGATAAATGCCGATGCCTGT-
GC-FAM-3’

ODN4M, 5-ATCGGCATTMATCGGCATCG-3
ODN4, M =T, ODN4G, M = G; ODN4A, M =A; ODN4C, M =C

Abbildung 1. In dieser Untersuchung verwendete Testsequenzen.
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Sonden 1DA, 2DA und 3DA das Ansprechverhalten um eine
GrofBenordnung erhoht. So vermittelt beispielsweise der TO-
Farbstoff in Sonde 1D eine hohe Nachweisempfindlichkeit,
die durch einen hohen hybridisierungsinduzierten Fluores-
zenzanstieg von F/Fy,=24 gekennzeichnet ist (Abbil-
dung 2A).% Die Donor-Akzeptor-markierte Sonde 1DA
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Abbildung 2. Normalisierte Fluoreszenzspektren von 1D, 1DA und 1A
vor und nach der Zugabe von ODN1 (ODN = Oligodesoxyribonucle-
otid) bei der Anregung von A) TO (4,,=485 nm) und B) NIR-667
(Aex=620 nm). Bedingungen: 1 um Sonde und Target in 100 mm NaCl,
10 mm NaH,PO,, pH 7.0 bei 25°C. F(Fyymay), Fluoreszenzintensitit
(beim Emissionsmaximum des Doppelstrangs).

erweist sich wegen des sehr geringen Fluoreszenzhinter-
grunds als noch sensitiver. Die Quantenausbeute der Ein-
zelstrangemission von TO in 1DA wurde von ¢, = 0.0239 auf
¢ =0.0004 um 98% herabgesenkt (Tabelle 1). Der gleich-
zeitige Abfall der Quantenausbeute der NIR667-Emission in
1DA (¢=0.005 gegeniiber ¢,=0.03 der Akzeptor-mar-
kierten Sonden 1A) deutet auf einen kontaktbasierten Me-
chanismus der Fluoreszenzloschung hin. Eine Bestdtigung
lieferten UV/Vis-Spektren, die eine Rotverschiebung des
Hauptabsorptionspeaks von TO und NIR667 in 1DA auf-
zeigen (siche Abbildung S15 in den Hintergrundinformatio-
nen). Solche Anderungen der Form von Absorptionsspektren
deuten auf Grundzustandswechselwirkungen hin, die zum
Loschen der TO- und NIR667-Emission beitragen.®! Die
Schmelzanalyse zeigte nur eine geringfiigige Anderung der
Schmelztemperatur  (7,(1IDA-ODN1) = 75°C, T,-
(1D-ODN1) = 73°C) an, was darauf hindeutet, dass die
Farbstoff-Farbstoff-Wechselwirkung in 1DA zu schwach ist,
um die Bindungsaffinitit der PNA-Sonde wesentlich zu be-
einflussen. In der hybridisierten Form fluoreszieren sowohl
TO als auch NIR667, was durch einen 32-fachen bzw. 23-
fachen Anstieg der Emissionsquantenausbeuten ¢, gekenn-
zeichnet ist. Dies stiitzt die Vorstellung, dass ein kontaktba-
sierter Loschmechanismus in der ausgebildeten Doppelhelix
nicht ldnger wirken kann. Als Folge von FRET geht die Bil-
dung des Sonden-Target-Komplexes mit einer Verschiebung
des Fluoreszenzmaximums von 530 nm zu 691 nm einher. Am
bemerkenswertesten war, dass die Hybridisierung von 1DA
mit ODNI eine 108-fache Steigerung der NIR667-Emission
bewirkte, wenn bei der TO-Absorptionswellenlédnge angeregt
wurde.
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Tabelle 1: Fluoreszenzquantenausbeute und Fluoreszenzanstieg von Donor-markierten Sonden D, Donor-Akzeptor-markierten Sonden DA und Ak-
zeptor-markierten Sonden A
PNA: X-gccgtk-Y-1ltagccg-Gly“©N™
DNA: *CGGCAM-T-NATCGGC®
D DA A
Y =Aeg(TO); X=Ac Y =Aeg(TO); X=Lys(NIR667) Y=a; X=Lys(NIR667)
Aex=485 nm Aex=485 nm Aee=1620 nm Aex=485 nm Aex=1620 nm

Seq. k-M,I-N @, FuPYF P @y FaPF P g, FulfF 0 @open,  FalIIF g Fad/F

ss: 0.0239 ss: 0.0004 ss: 0.0050 ss: 0.0012 ss: 0.0307
VooataT o ggo30s7 X ds:00126 2 dso1138 % dsiooszg %8 ds:02399  *®

ss: 0.2004 ss: 0.0043 ss: 0.0126 ss: 0.0026 ss: 0.0473
2 Gt o3 12 ds: 0.0123 ¢ ds:01318 0 ds:00864 ds: 0.2115 34

ss: 0.0255 ss: 0.0009 ss: 0.0064 ss: 0.0022 ss: 0.0112
3ooaTeC s 0 ds:00133 2 ds:00184  °°  ds:00875 O ds:00789
[a] Messbedingungen siehe Abbildung 2. [b] 4., =530 nm. [c] A,,,=691 nm. Der Messfehler der Quantenausbeute wird auf 10% geschitzt.

Die Sonden 2DA und 3DA stellen weitere Beispiele dar, ~ A) 107 gEx4850m, Em:5300m  B) 107 = Ex: 495 nm, Em: 525 nm
in denen die Einfithrung von NIR667 als Akzeptor fiir einen " el el L " S RN
Energietransfer von TO das Signal-Rausch-Verhiltnis um
eine GroBenordnung erhoht. So reduziert die Anwesenheit 6 T 6
des NIR667-Farbstoffs in 2DA den Fluoreszenzhintergrund EerFid F_F/ a4l
im Einzelstrang von 2D um 98 % (Tabelle 1, siche auch Ab- me‘_ £ F"'a_ FG
bildung S12). Mit der TO/NIR667-markierten Sonde 3DA ™ " 2 R
konnte bei Hybridisierung ein 39-facher Anstieg des FRET- m
Signals gemessen werden, wohingegen die ausschlieBlich mit fehlgepagrl_e ODN1G ODN1A ODN1C feh\gepaaon; ODN4G ODN4A ODN4C
dem Donor markierte Sonde 3D eine nur méaBige 5-fache Targets: Targets:
Fluoreszenzintensivierung (F/F,=35) lieferte (siche Abbil- @ 5 BB A0 T Bl pgn B) 367 BB AoT aniEnt ppa
dung S13). 307w Ex: 620 nm, Em’ 691 nm 307w Ex: 650 nm, Em’ 665 nm

Ein Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung von 251 251
Sonden, die hohe Empfindlichkeit bei der Nucleinsdurede- 20 20
tektion mit hoher Spezifitit, sogar unter nicht-stringenten £ £ 151 F,—F, 157
Bedingungen, kombinieren. Sonde 1DA wurde entsprechend £ _F, 10 F.—F, 104
mit komplementdren ODN1- und einzelbasenfehlpaarenden 54 54
Targets ODN1 G hybridisiert. Das Auslesen der TO-Emission o4 o4
oder der FRET-induzierten NIR667-Emission bei 25 °C ergab fTe:rlézsgéaﬂe ODN1G ODN1A ODNIC fTe:r‘gg:Ifaﬁe ODN4G ODN4A ODN4C
fiir die komplementidre DNA ein 7-fach hoheres Signal als bei
Zugabe von einzelbasenfehlpaarendem ODN1G (Abbil- Abbildung 3. Spezifitit des Fluoreszenzsignals von Sonde 1DA (A, C)
dung 3A). Andere Einzelbasenfehlpaarungen in ODN1A und von MB1 (B, D), dargestellt als das Verhaltnis (Fr,—Fo)/(Fmi—Fo)
und ODNI1C koénnen ebenfalls unterschieden werden, (Fo=Einzelstrangfluoreszenz) dett.um das H|ntergrum.15|gnal korrigier-

.. ) ten Fluoreszenz des komplementiren (F,,) und des einzelbasenpaar-
obwohl komplementdre und -einzelbasenfehlpaarende fehlpaarenden (F,,) Sonden-Target-Doppelstrangs. A), B) 25°C und C),
Sonden-Target-Komplexe bei dieser niedrigen Temperatur ) 65°C. Bedingungen: A), C) siehe Abbildung 2 und B), D) 1 pm
nebeneinander vorliegen. Mit Sonde 2DA wurden unter  Sonde und Target in 10 mm Tris-HCl, 30 mm KCl, 2 mm MgCl,,
nicht-stringenten Bedingungen sogar hohere Sequenzselek- — pH 9.2; Tris = (HOCH,);CNH,).
tivitdten erzielt, wahrend 3DA geringere (Faktor 2) Selekti-
vitdten zeigte (Tabelle S1). Die hochste Spezifitdt wird er-
halten, wenn die Selektivitit des TO-Farbstoffs und die Se-
lektivitdat der Sonden-Target-Erkennung kombiniert werden.  nicht die durch Einzelbasenfehlpaarungen verursachten Sto-
Bei 65°C und in Gegenwart von komplementdrem Target rungen in der Doppelstrangstruktur anzeigt.
ODNI1 zeigt die Sonde 1DA ein 25-fach hoheres TO-Signal Es ist aufschlussreich, die stammlosen PNA-Beacons wie
als in Gegenwart des einzelbasenfehlpaarenden Targets 1DA hinsichtlich der Spezifitdt der Fluoreszenzsignalgebung
ODN1G (Abbildung 3 C). Die NIR667-Fluoreszenz des ein- mit DNA-MBs (siche Schema 1) zu vergleichen, die die
zelbasenfehlpaarenden Doppelstrangs war fast genauso hoch  gleiche Targetsequenz binden. Als Fluorophore wurden FAM
wie die des perfekt komplementdren Doppelstrangs und Cy5 gewihlt, da die Emission in dhnlichen spektralen
1DA-ODN1 (Abbildung 3 A). Folglich erhélt man durch di-  Bereichen erscheint wie die von TO und NIR667. Wir priiften
rekte Anregung des terminal gebundenen NIR667-Farbstoffs ~ drei MB-Strukturen (Abbildung S18). Fiir hochste Sequenz-
ein Emissionssignal, dass zwar die Hybridisierung, jedoch  spezifitit bei 65°C waren eine Verldngerung der Sondense-
Angew. Chem. 2008, 120, 9697 —9701 © 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 9699
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quenz und eine relativ lange (8 bp) Stammregion (unterstri-
chen) in MB1 erforderlich (Abbildung 1). Wie erwartet,
zeigte MB1 eine geringe FAM-Emission, die durch die
Zugabe von komplementdrem Target intensiviert wurde
(Abbildung S21). Einzelbasenfehlpaarende Targets liefen
sich unter Bedingungen, bei denen sowohl perfekt komple-
mentére als auch fehlgepaarte Sonden-Target-Doppelstréange
vorlagen, nur unzureichend unterscheiden (Abbildung 3B).
Dieses Verhalten wurde erwartet, da die Spezifitdt des Fluo-
reszenzsignals von MBs auf der Selektivitdt der Sonden-
Target-Erkennung beruht. Demgegeniiber liefern stammlose
PNA-Beacons wie 1DA wegen der Umgebungssensitivitét
des fluoreszierenden TO-Basensurrogats sogar unter nicht-
stringenten Bedingungen ein einzelbasenspezifisches Fluo-
reszenzsignal (Abbildung 3 A). Die Spezifitit von MB1 wird
bei erhohter Temperatur (60-70°C) im Bereich von T,, des
gebildeten Sonden-Target-Komplexes offenkundig (Ab-
bildung 3D). Der untersuchte Spezifitatsfaktor
(Fpa—Fo)/(Fpi—F,) ist unabhéngig vom dynamischen Signal-
bereich und sollte folglich nicht von der Wahl der Fluoro-
phore beeinflusst werden.

Im Weiteren untersuchten wir das Potenzial der stamm-
losen PNA-Beacons in der Detektion von RNA. Die doppelt
markierte Sonde 4DA wurde gegen ein Segment der TAR-
RNA, das die Reproduktion des humanen Immundefizienz-
virus (HIV) reguliert, gerichtet.”] Die Hybridisierung von
4DA mit komplementidrer RNA resultierte in einem starken
25- und 32-fachen Anstieg der TO- bzw. NIR667-Emission
(Abbildung 4 A). Anhand des Einbaus von Oxazolgelb (YO)
in 5SDA wurde evaluiert, ob andere Farbstoffe der Thiazol-
orange-Familie als umgebungssensitiver Donor eingesetzt
werden konnen." Auch die Fluoreszenz von 5DA wurde im
Einzelstrang effizient geloscht (Abbildung 4B). Sowohl die
YO- und als auch die NIR-Emission reagierten auf die Hy-
bridisierung mit RNA mit 30 bzw. 38-fachen Fluoreszenzan-
stiegen. In einer Modelluntersuchung verwendeten wir die
Sonde SDA, um eine 650 nt lange, in vitro transkribierte
RNA-Sequenz zu detektieren (Abbildung 4 C), die die TAR-
Schleife des HIV-Genoms mit einer TAR-CAT-Fusion auf-
spannt.''l Wir nahmen an, dass 5DA in der Lage ist, unter
Offnung der TAR-Schleife in dem hervorgehobenen Bereich
an die TAR-CAT-RNA zu binden. In der Tat war die Hy-
bridisierung von SDA mit TAR-CAT bei Anregung des YO
(467 nm) von einem 24- bzw. 11-fachen Anstieg der YO- und
NIR667-Emission begleitet (Abbildung 4D). Der Fluores-
zenzanstieg war bereits bei 25°C ein schneller Prozess, der
durch das Potenzial von PNA, in basengepaarte Regionen
eindringen zu kénnen, wahrscheinlich befordert wurde.'” Die
Zugabe von Kontroll-RNA fiihrte zu einem 5-fachen Fluo-
reszenzanstieg der YO-Emission, hatte jedoch keine Aus-
wirkung auf das FRET-Signal, da die NIR667-Emission
nahezu unveridndert blieb. Die Anregung bei der NIR667-
Absorption (620 nm) fiihrt zu einem 22-fachen Fluoreszenz-
anstieg durch Hybridisierung mit der TAR-CAT RNA, al-
lerdings auch zu einer 4-fachen Intensivierung bei Zugabe
von Kontroll-RNA. Demnach zeigt das FRET-Signal nach
Hintergrundkorrektur die stérkste Fluoreszenzantwort. Ver-
mutlich ist fir FRET die Bildung einer vollstindigen Dop-
pelstrangstruktur erforderlich, sodass weder die Donor- noch
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PNA:""Lys(NIR667)-ccagg-Y-tcagatc-Gly*"*
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Abbildung 4. Emissionspektrum von A) TO enthaltender Sonde 4 DA
und B) YO enthaltender Sonde 5 DA vor (gestrichelte Linie) und nach
Zugabe (durchgezogene Linie) von komplementirer synthetischer
RNA. Bedingungen: 1 um Sonde und 2 pm RNA-Target in Puffer

(20 mm Tris-HCl, 2.5 mm MgCl,, 12.5 mm NaCl, 1 mm Dithiothreitol,
pH 6.8, 25°C, A;, =485 nm fiir TO und A, =467 nm fiir YO). C) Vorge-
schlagene Sekundarstruktur eines Ausschnitts des in vitro transkribier-
ten T7-TAR-CAT-Plasmids und der Zielsequenz (grau schraffiert). D) Ki-
netikexperiment zur Fluoreszenzemission von 5DA vor und nach
Zugabe (6 min) der TAR-CAT-RNA (durchgezogene Linie) bzw. einer
Negativkontrolle (gesamte RNA der Griinalge Chlamydomonas rein-
hardtii) (gestrichelte Linie). Bedingungen: 30 nm 5DA in Puffer (siehe
Bedingungen fur (A) und (B)) und nach Zugabe von 300 nm RNA.

die Akzeptorfluoreszenz durch Farbstoff-Farbstoff- oder
Farbstoff-Nucleobasen-Kontakt geloscht werden kann.

Wir haben gezeigt, dass stammlose PNA-Beacons zu den
empfindlichsten bisher beschriebenen Hybridisierungssonden
gehoren, wie anhand eines durch Hybridisierung induzierten
Fluoreszenzanstiegs um das bis zu 10*-Fache belegt wurde.
Eine besondere Fihigkeit der stammlosen PNA-Beacons,
iber die DNA-MBs nicht verfiigen, besteht darin, den
hochempfindlichen DNA-Nachweis mit der einzelbasenspe-
zifischen Detektion kombinieren zu kénnen. Hierbei kann
zwischen komplementidren und einzelbasenfehlpaarenden
Zielsequenzen sogar dann unterschieden werden, wenn bei
geringen Temperaturen komplementdre und fehlgepaarte
Sonden-Target-Doppelstrange koexistieren. Die doppelt
markierten Sonden bieten drei Auslesemodi zur Erkennung
von Ziel-DNA und -RNA an, in denen entweder A) die YO-
oder TO-Anregung und -Emission (ex: 467 oder 485 nm, em:
510 oder 530 nm), B) die NIR667-Anregung und -Emission
(ex: 620 nm, em: 691) nm oder C) FRET durch die Anregung
von YO oder TO und der Emission von NIR667 (ex: 467 oder
485 nm, em: 691 nm) verwendet werden. Bei den Modi B und
C ergab die Hybridisierung sehr hohe Fluoreszenzanstiege.
Modus A bietet die hochste Sequenzspezifitéit, sogar unter
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nicht-stringenten Bedingungen. Beachtenswert ist, dass der
Abstand zwischen den beiden sich beeinflussenden Farb-
stoffen in stammlosen PNA-Beacons kleiner ist als in MBs.
Dies ermoglicht ein FRET-Signal (Modus C), das, wie hier
erstmalig beschrieben wird, bei Hybridisierung bis zu 10*-
fache, einzelbasenspezifische Fluoreszenzanstiege erlaubt.!™!
Weiterhin bot Modus C in Hybridisierungsexperimenten mit
gefaltetem RNA-Target in komplexen Puffersystemen die
hochste Empfindlichkeit iiber nichtspezifischen Hintergrund.
Die sehr hohe Targetspezifitdt und der sehr grof3e apparente
Stokes-Shift (>200 nm) legen nahe, die FRET-Signalisierung
vorzuziehen, wenn Nucleinsduretargets in biogenen Matrizes
detektiert werden sollen. Das direkte Auslesen der TO-
Emission (Modus A) sollte in der Analyse von Einzelbasen-
mutationen bevorzugt werden, da dieser Modus es gestattet,
Fehlpaarungen mit hoher Selektivitit (bis 25-fach) zu unter-
scheiden. Der Vergleich mit unseren vorausgegangenen ein-
zelmarkierten FIT-PNAs lédsst auf eine erweiterte Anwend-
barkeit in verschiedenen Sequenzkontexten schlieBen. Der
Verzicht auf ein Stammsegment sollte helfen, Kreuzhybridi-
sierungen mit anderen als den Targetsequenzen vermeiden zu
konnen.!'! Zusammenfassend folgern wir, dass die beobach-
tete Verschiebung der Emissionswellenlédnge vom Interkala-
torfarbstoff zum Nahinfrarot-Farbstoff, die hohe Empfind-
lichkeit und die hohe Spezifitit unter nicht-stringenten Be-
dingung sich als niitzlich erweisen konnten, um Hinter-
grundsignale, die bei der Analyse von Einzelbasenmutatio-
nen und in der Lokalisierung von RNA in lebenden Zellen
storen, zu minimieren.
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