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Der Markt f�r schnelle und kosteng�nstige Technologien
zur DNA-Sequenzierung war nie gr�ßer als heute: Er umfasst
Forschungsinteressen im Bereich der vergleichenden Geno-
mik, der Evolution, der epidemiologischen Studien sowie der
Forensik und der medizinischen Diagnostik. Besonders ge-
fragt ist die Identifizierung von Sequenzvariationen (SNP)
des menschlichen Genoms, die einen Schl�ssel zum Ver-
st�ndnis von Gesundheit oder Krankheit verspricht. Das
starke Interesse an diesen biomedizinischen Problemen l�ste
die Entwicklung einer Reihe von Techniken[1a] f�r die SNP-
Genotypisierung und die DNA-Sequenzierung aus, von de-
nen einige Ergebnisse in Echtzeit liefern und die M�glichkeit
einer deutlichen Maßstabsvergr�ßerung bieten. Ein exzel-
lentes Beispiel stellt die Pyrosequenzierung[1b] dar, die zwar
nur bedingt f�r die Sequenzanalyse vollst�ndiger Genome
geeignet ist, daf�r aber in idealer Weise die Sequenzierung
kleinerer Fragmente mit bis zu 250 Basen und somit die SNP-
Genotypisierung und die Identifizierung multipler SNPs in
einem Fragment erm�glicht.

Die Entwicklung von Sequenziertechniken der n�chsten
Generation erfolgt mit dem Ziel, den enormen Aufwand an
Material, Arbeit und Zeit vor allem f�r die Amplifizierung,
Klonierung und Reinigung von DNA zu reduzieren, den die
derzeitig genutzten Techniken mit sich bringen, und dadurch
die Kosten f�r die Sequenzanalyse eines kompletten Genoms
letztlich bis auf 1000 $ zu senken.[2] Zu den zurzeit favori-
sierten Strategien geh�ren die Sequenzierung durch Hy-
bridisierung (SBH), die Nanoporen-Sequenzierung sowie die
Sequenzierung durch Synthese (SBS) und ihr Umkehrpro-
zess, die Sequenzierung durch Abbau.[3] Unter diesen ver-
schiedenen Ans�tzen sind insbesondere diejenigen Strategien
interessant, bei denen eine direkte Beobachtung der „Se-
quenziermaschinen“ mithilfe von Einzelmolek�l-Detek-
tionsverfahren m�glich ist, weil bei ihnen Amplifizierungs-
und Klonierungsschritte unn�tig sind und dadurch der ge-
samte Prozess der DNA-Sequenzierung deutlich beschleunigt
und vereinfacht wird. Faszinierend ist ferner die Tatsache,
dass sie das Auslesen von DNA-Sequenzen bis zu einigen
Tausend Basenpaaren erm�glichen und die Lesegeschwin-
digkeit – abh�ngig vom Enzym – auf einige Hundert Basen
pro Sekunde erh�hen k�nnten. Das Konzept der Einzelmo-

lek�lsequenzierung durch Synthese beruht auf der Beobach-
tung des schrittweisen Einbaus von Nucleotiden in eine
wachsende DNA-Kette und erfordert eine Technik f�r die
Unterscheidung der vier Monomere A, G, C und T, vor-
zugsweise durch die Verwendung von spektral separierbaren
Fluoreszenzfarbstoffen.

Obwohl die Idee, einzelne DNA-Molek�le zu sequen-
zieren, bereits vor 20 Jahren aufkam,[4] war die Realisierung
bislang schwierig, weil f�r eine konsistente, l�ckenlose Se-
quenzanalyse der vollst�ndige Austausch aller Nucleotide
durch entsprechende fluoreszenzmarkierte Analoga notwen-
dig w�re. DNA-Markierungsverfahren, die auf der Verwen-
dung von Nucleotiden mit Basen-gekoppelten Fluoreszenz-
farbstoffen beruhen, sind aufgrund zunehmender sterischer
Hinderung w�hrend des enzymatischen Einbaus problema-
tisch. Wiederholte Abspalt- und Waschschritte erschweren
hingegen Ans�tze, bei denen Nucleotide mit abspaltbaren
Farbstoffen verwendet werden. Weitere Probleme bereiten
die Isolierung und Handhabung einzelner Ziel-DNA-Mole-
k�le sowie die verl�ssliche spektroskopische Identifizierung
der Fluoreszenzfarbstoffe vor dem Hintergrundsignal.

Erst k�rzlich gelang Korlach und Turner zusammen mit
ihrem Team bei der Firma Pacific Biosciences ein Durchbruch
bei der Sequenzierung einzelner Molek�le durch Synthese.[5]

Sie f�hrten den Beweis einer Einzelmolek�lsequenzierung in
Echtzeit, bei der eine DNA-Polymerase den zu einer Matrize
komplement�ren DNA-Strang komplett aus vier unter-
scheidbaren, fluoreszenzmarkierten Nucleotiden aufbaut.
Diesen Erfolg verdankten sie vor allem zwei ausgekl�gelten
Techniken: der Verwendung von Nullmode-Lichtwellenlei-
tern (zero-mode waveguides, ZMW) und der kovalenten
Bindung von Fluoreszenzfarbstoffen an den 5’-Phosphatrest
der Nucleotide.

Konventionelle Methoden f�r die Untersuchung einzel-
ner Molek�le wie konfokale oder Totalreflexionsmikroskopie
nutzen Beobachtungsvolumina im Femtoliter-Bereich
(10�15 L) und erfordern demnach piko- bis nanomolare
Konzentrationen an Fluorophoren, um individuelle Molek�le
in L�sung zu isolieren. Polymerasen (und viele andere En-
zyme) arbeiten jedoch bei Substratkonzentrationen im mi-
kromolaren Konzentrationsbereich, sodass die Beobachtung
individueller Polymerasemolek�le „bei der Arbeit“ mit
fluoreszierenden Substraten eine 1000-fache Reduktion des
konventionellen Detektionsvolumens voraussetzt. Korlach
ging an dieses Problem heran, indem er nanophotonische
ZMWs entwickelte. Diese Strukturen bestehen aus auf
Quarzdeckgl�sern angeordneten Metallfilmen mit L�chern,
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deren Durchmesser kleiner als die zu verwendende Licht-
wellenl�nge ist.[6] Unterhalb einer kritischen Gr�ße, die so-
wohl von der Wellenl�nge des Lichts als auch von der Form
des Lichtwellenleiters abh�ngt, existieren keine sich aus-
breitenden Moden innerhalb des Hohlleiters, und man spricht
von einem Nullmode-Wellenleiter. Wenn dieser ZMW von
unten mit einem Laser angestrahlt wird, nimmt die Lichtin-
tensit�t im Hohlraum exponentiell ab. Das resultierende
Beobachtungsvolumen wird dadurch auf den Atto- bis Zep-
toliterbereich (10�18 bis 10�21 L) reduziert. Bei der Beobach-
tung einer Polymerasereaktion, die Nucleotidkonzentratio-
nen von 0.1 bis 10 mm f�r eine schnelle, genaue und prozessive
DNA-Synthese erfordert, l�ge somit die durchschnittliche
molekulare Belegung eines ZMW mit 100 nm Durchmesser
bei etwa 0.01 bis 1 Molek�l.

Probleme, die mit dem fortlaufenden Einbau von mar-
kierten Nucleotiden mit Basen-gekoppelten Farbstoffen ver-
bunden sind, konnten Korlach und Turner durch die Ent-
wicklung von vier Nucleotiden umgehen, die �ber einen 5’-
Oligophosphatrest mit einem Fluorophor verbunden sind
(Abbildung 1). Die so modifizierten Nucleotide fungieren als

Substrate f�r die DNA-Po-
lymerase des Bakteriopha-
gen F29, die die Fluoropho-
re von jedem einzelnen Nu-
cleotid w�hrend der Kn�p-
fung der Phosphodiesterbin-
dung abspaltet und dadurch
nat�rliche, unmodifizierte
DNA erzeugt. Die Wildtyp-
form der F29-DNA-Poly-
merase zeigt die h�chste
Prozessivit�t und Strangver-
dr�ngungsaktivit�t von allen
bekannten DNA-Polymera-
sen und ist in der Lage,
DNA-Molek�le mit mehr als
70 kb zu synthetisieren. Die
Anforderung an das Enzym,
Nucleotide mit 5’-Phosphat-
gebundenen Fluorophoren
als Substrate zu akzeptieren,

erforderte jedoch ortsspezifische Mutationen sowie eine
Anpassung der L�nge und der chemischen Eigenschaften des
Linkers, um den vollst�ndigen Ersatz der nat�rlichen Nu-
cleotide zu erm�glichen.

In Kombination haben die interessanten Entwicklungen
von Korlach und Turner das exemplarische Auslesen von
Sequenzdaten in Echtzeit erm�glicht. Das Prinzip ihres Ex-
periments beruht auf der Emission eines Fluoreszenzsignals,
das immer dann entsteht, wenn die Polymerase ein passendes,
farbcodiertes Nucleotid im Detektionsvolumen des ZMW
zur�ckh�lt (Abbildung 2). Da die Aufenthaltsdauer des zu-
r�ckgehaltenen Nucleotids deutlich gr�ßer ist als die eines
frei diffundierenden (ms) oder eines nichtkomplement�ren
Nucleotids (< 1 ms), k�nnen „Signale“ eindeutig von der
niedrigen und konstanten Hintergrundfluoreszenz unter-
schieden werden.

Eine Echtzeit-Sequenzierung mit vier Farben wurde von
Korlach und Turner anhand eines 150 Basen langen, linearen
Matrizenstrangs mit einem Zwei-Laser-Aufbau zur Anregung
von vier Fluorophoren demonstriert. Die Identifizierung der
Fluoreszenzsignale erfolgte nach farbstoffgewichteter Sum-
mierung von vier Referenzspektren und automatischem Ab-
gleich mit den gemessenen Spektren nach der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate. In einem einzigen Durchlauf
konnte so aus den aufgezeichneten Signalen eine Sequenz
von insgesamt 158 Basen extrahiert werden, von denen 131
korrekt identifiziert worden waren, w�hrend die �brigen 27
Signale Fehler darstellten (12 Deletionen, 8 Insertionen und 7
Fehlpaarungen). Die Lesegenauigkeit konnte durch Mitte-
lung von 15 Sequenzierl�ufen auf 99.3 % und somit auf einen
f�r Sequenzierungen bekannter Zielsequenzen ausreichen-
den Wert verbessert werden. Die detaillierte Analyse der
Daten f�hrte ferner zur Identifizierung der maßgeblichen
Fehlerquellen: 1) Zu kurze Intervalle zwischen zwei Ein-
bauereignissen erschienen als Deletionen innerhalb der ge-
lesenen Sequenz. 2) Die Dissoziation des korrekt paarenden

Abbildung 1. Beispiel f�r ein Nucleotid, das �ber einen 5’-Oligophos-
phatrest mit einem Farbstoff verbunden ist.[7] Die Abspaltung des Farb-
stoffs erfolgt durch die Aktivit�t der DNA-Polymerase zwischen Pa und
Pb.

Abbildung 2. Sequenz der Ereignisse beim Einbau eines einzelnen, am Phosphatrest markierten Nucleotids
(in Anlehnung an Eid et al.[5]). Die ZMW-Nanostruktur verringert das Anregungsvolumen auf 10�21 L und
erm�glicht dadurch die Detektion eines einzelnen fluoreszierenden Substratmolek�ls vor dem Hintergrund-
signal der L�sung. A) Ann�herung des markierten Nucleotids an die komplement�re Base des Matrizen-
strangs. B) Erkennung und Assoziation des Nucleotids in der aktiven Tasche des Enzyms rufen ein Fluores-
zenzsignal hervor, das auf dem entsprechenden Farbkanal verzeichnet wird. C) Die Kn�pfung der Phospho-
diester-Bindung f�hrt zur Freisetzung von Farbstoff-Linker-Oligo-/Pyrophosphat, das anschließend aus dem
ZMW herausdiffundiert. Dadurch sinkt das Fluoreszenzsignal wieder auf den Wert des Hintergrundsignals.
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Nucleotids aus dem Enzym-Substrat-Komplex vor der Bil-
dung der Phosphodiesterbindung erschien als Insertion.
3) Eine falsche Signalzuordnung aufgrund unzureichender
spektraler Separation erschien als Fehlpaarung.

Dieselbe Analyse f�hrte aber auch zu einem anderen
wichtigen Aspekt der Echtzeitbeobachtung auf Einzelmole-
k�lniveau: Die erhaltenen Daten �ber Signaldauer und
Zeitspanne zwischen zwei Signalen liefern Informationen
�ber die Kinetik des Einbaus jedes einzelnen Nucleotids und
offenbaren so die Verteilung kinetischer Daten in Hunderten
von verschiedenen Sequenzkontexten. Dadurch werden In-
formationen �ber DNA-Polymerasen und generell, �ber En-
zymkinetik, in bislang ungekannter Genauigkeit zug�nglich.

Hinsichtlich einer zuk�nftigen Anwendung ihrer Technik
f�r die Analyse langer Sequenzen untersuchten Korlach und
Turner schließlich auch das Potenzial der F29-DNA-Poly-
merase in „Rolling-circle“-Amplifizierungsreaktionen mit am
Phosphatrest markierten Nucleotiden. Das Enzym war dabei
mehr als eine Stunde in Gegenwart der modifizierten Nu-
cleotide aktiv und baute 4000 Nucleotide in den wachsenden
Strang ein. Folglich w�rden ungef�hr 30000 funktionst�chti-
ge ZMW ausreichen, um die Rohdaten des menschlichen
Genoms an einem Tag mit einfacher Abdeckung auszulesen –
eine kosteng�nstige Genomsequenzanalyse ist also in Sicht.
Daher sind wir gespannt auf die weitere Entwicklung der
Einzelmolek�lsequenzierung!
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