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Die M�glichkeit der DNA-Sequenzierung in den sp�ten
1970er Jahren[1] hat die Forschung in den Lebenswissen-
schaften stark ver�ndert. Die Kettenabbruchmethode nach
Sanger,[1c] auch als Didesoxymethode bekannt, war jahr-
zehntelang die dominierende Sequenzierungstechnik und
gipfelte in der Entzifferung des menschlichen Genoms.[2]

Heute wird die Sanger-Methode zunehmend von Sequenzie-
rungstechniken der n�chsten Generation abgel�st, wie 454/
Roche,[3] Illumina/Solexa,[4] ABI/SOLiD,[5] Helicos[6] oder das
k�rzlich von Pacifc BioSciences entwickelte Verfahren.[7] Alle
diese neuen Techniken folgen dem Prinzip „Sequenzierung
durch Synthese“ und bieten eine betr�chtliche Erh�hung des
kosteneffektiven Durchsatzes, allerdings zu Lasten der Le-
sel�nge. Daher wurden diese Sequenzierungstechniken der
n�chsten Generation, besonders die 454-Sequenzierung,
haupts�chlich f�r die Sequenzierung von cDNA in der Tran-
skriptomanalyse genutzt, und weniger f�r die Sequenzierung
von genomischer DNA.

Die bei der Sanger-Sequenzierung notwendige In-vivo-
Amplifizierung wird �blicherweise umgangen durch klonie-
rungsfreie In-vitro-Amplifizierung r�umlich getrennter
DNA-Molek�le, bekannt als Emulsions-Polymeraseketten-
reaktion (Emulsions-PCR;[8] 454/Roche und ABI/SOLiD),
oder durch Festphasen-Br�cken-Amplifizierung von Einzel-
molek�l-DNA-Templaten (Illumina/Solexa). Dadurch wer-
den Kolonien von DNA-Molek�len generiert, die auf der
Festphase analysiert und sequenziert werden. Die von Heli-
cos[6] und Pacific BioSciences[7] entwickelten Verfahren be-
ruhen auf Einzelmolek�ltechniken, sodass �berhaupt keine
Amplifizierung erforderlich ist. Das Helicos-Verfahren nutzt
beispielsweise Primer-Templat-Duplexe, die auf Glaspl�tt-
chen immobilisiert sind, und die Sequenzierung der Einzel-
molek�le wird durch schrittweise Zugabe von Farbstoff-
markierten Nucleotiden gestartet. Nach jeder Runde der
Nucleotidzugabe werden die farbigen Positionen auf dem
Glaspl�ttchen visualisiert.

Dieses DNA-Sequenzierungsverfahren wurde nun f�r die
direkte RNA-Sequenzierung (direct RNA sequencing, DRS)
adaptiert.[9] Dies ist eine bedeutende Entwicklung, da mit

DRS prinzipiell Femtomolmengen der Gesamt-RNA einer
gegebenen Zellpopulation ohne vorherige Umschrift in
cDNA sequenziert werden k�nnen. Das ist eine entschei-
dende Bereicherung der Forschung auf den Gebieten Gen-
expressionsanalyse, Genomannotierung und Detektion von
Umordnungen f�r die Entdeckung nichtcodierender RNAs
und deren Quantifizierung.

So wie die Helicos-DNA-Sequenzierung,[6] ist auch DRS
eine Einzelmolek�ltechnik. Im ersten Schritt wird Poly(A)-
Polymerase (PAPI) aus E. coli genutzt, um eine Poly(A)-Se-
quenz am 3’-Ende der zu analysierenden RNA-Molek�le zu
generieren. Diese Prozedur ist f�r RNAs, die so wie mRNAs
von Natur aus eine Poly(A)-Sequenz enthalten, prinzipiell
nicht n�tig. Durch die Zugabe von ddATP zehn Minuten nach
dem Start der Poly(A)-Synthese wird die L�nge der Poly(A)-
Sequenz kontrolliert und gleichzeitig das 3’-Ende blockiert,
um den Einbau von Nucleotiden im Templat w�hrend der
Sequenzierungsreaktion zu verhindern. Die so behandelten
Templatstr�nge werden an Glaspl�ttchen mit immobilisierten
Poly(dT)-Sequenzen hybridisiert und anschließend durch
schrittweise Zugabe von Fluoreszenz-markierten 3’-O-ge-
sch�tzten Nucleotiden (virtuelle Terminatornucleotide, VT-
Nucleotide, genannt) sequenziert. Um den Sequenzierungs-
startpunkt zu definieren, werden die immobilisierten RNA-
Template mit dTTP aufgef�llt und durch anschließende Zu-
gabe von VT-A, -C und -G in Startposition gebracht (Abbil-
dung 1A). Nichteingebaute VT-Nucleotide werden durch
Waschen entfernt, und anschließend werden die farbigen
Bereiche auf dem Chip detektiert. Im Anschluss werden der
Fluoreszenzfarbstoff und der Inhibitor abgespalten, sodass
eine freie 3’-OH-Gruppe f�r die n�chste Runde der Nucle-
otidzugabe vorhanden ist (Abbildung 1B). Im weiteren Ver-
lauf werden alternierend die vier Nucleotide (VT-A, -C, -G
und -T) zugegeben, gefolgt von Waschschritten, Visualisie-
rung und Abspaltung (Abbildung 1C–F). Nach iterativen
Zyklen dieser Schritte werden die gesammelten Abbildungen
justiert und zur Bestimmung der Sequenz der individuellen
RNA-Molek�le genutzt.

Die Schl�sselelemente dieser Technik sind zum einen eine
Polymerase, die die modifizierten Fluoreszenz-markierten
Nucleotide als Substrate akzeptiert, und zum anderen das
Design der 3’-blockierten und markierten Nucleotide. Ob-
wohl die Einzelmolek�lsequenzierung bereits 1989 vorge-
schlagen wurde,[10] ist die Machbarkeit der Methode erst
k�rzlich demonstriert worden.[11] Die Vorteile der Einzel-
molek�lsequenzierung bestehen darin, dass nur minimale
Mengen der zu sequenzierenden Probe erforderlich sind, und
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vor allem in der Tatsache, dass jedes einzelne Molek�l indi-
viduell analysiert wird. Dadurch ist es nicht n�tig, dass jeder
Nucleotideinbau vollst�ndig erfolgt, was wiederum Fehlein-
bauten und im Zusammenhang damit die Fehlerraten redu-
ziert. Wegen ihrer deutlich langsameren Reaktionskinetik
k�nnen nichtkomplement�re Nucleotide nicht konkurrierend
w�hrend der Zeit eingebaut werden, die zur Polymerisation
von 80–90% der korrekten Nucleotide ben�tigt wird.[6, 8]

Um die markierten VT-Nucleotide einzubauen, ist eine
modifizierte Polymerase n�tig. Ozsolak et al.[9] haben be-
kannte reverse Transkriptasen und verschiedene DNA-ab-
h�ngige DNA-Polymerasen mit maßgeschneiderter Reverse-
Transkriptase-Aktivit�t[12] untersucht. Offensichtlich ist es
gelungen, eine Polymerase zu finden, die die VT-Nucleotide
effizient einbaut und dabei ausreichend gut zwischen pas-
senden und nicht passenden Nucleotiden unterscheidet. Lei-
der enth�lt der Artikel keine weiteren Informationen zur

Natur dieser Polymerase. Ebenso verh�lt es sich mit den VT-
Nucleotiden. Es bleibt der Fantasie des Lesers �berlassen,
was die chemische Natur dieser Nucleotide ist und wie der
Farbstoff und die Inhibitorgruppe abgespalten werden.

Eine M�glichkeit ist die Nutzung Fluoreszenz-markierter
3’-O-blockierter Nucleotide, deren Fluoreszenzmarkierung
an der heterocyclischen Base positioniert ist (Schema 1,

oben), sowie Abspaltung der Fluoreszenzmarkierung und der
3’-O-Schutzgruppe unter identischen Bedingungen.[13] Dies ist
eine nahe liegende Strategie, da eine Reihe von Polymerasen
Nucleotide mit volumin�sen Substituenten akzeptieren
kann.[14] Vermutlich sind auch die von Ozsolak et al.[9] ge-
nutzten VT-Nucleotide mit einem an die Nucleobase gekup-
pelten Farbstoff und einer separaten 3’-O-Schutzgruppe aus-
ger�stet, und die Abspaltung beider Gruppen erfolgt unter
identischen Bedingungen. Weiterhin ist zu vermuten, dass der
Farbstoff in allen vier VT-Nucleotiden identisch ist, da nach
jeder Runde des Nucleotideinbaus die Lokalisation der
Markierung auf dem Chip analysiert wird, und nicht die Farbe
des abgespaltenen Farbstoffs.

Alternativ k�nnte die Farbstoffmarkierung direkt mit der
3’-O-Schutzgruppe verkn�pft sein (Schema 1, unten), sodass
die Abspaltung der 3’-O-Schutzgruppe �ber das Verschwin-
den der Fluoreszenz detektierbar ist. Es ist fragw�rdig, ob
nat�rliche Polymerasen Nucleotide mit derart volumin�sen
Gruppen an der 3’-Position als Substrate akzeptieren w�rden.
Die modernen Techniken zur Proteinmutagenese und Evo-
lution bieten allerdings die M�glichkeit, solche Polymerasen
mit ver�ndertem Substratspektrum zu entwickeln.

Ozsolak et al.[9] haben mit der neuen DRS-Technik zu-
n�chst chemisch synthetisierte 40-mer-Oligonucleotide als
Modellsysteme sequenziert, um die zugrunde liegende Che-
mie zu entwickeln und zu optimieren. Anschließend wurde
Poly(A)+-RNA aus Saccharomyces cerevisiae sequenziert,
und die Sequenzs�tze wurden entsprechend dem Hefegenom
mit bioinformatischen Methoden zugeordnet. Die durch-
schnittliche Satzl�nge betrug 28.7 Nucleotide in 41 261 Se-
quenzs�tzen, mit 120 Sequenzierungszyklen �ber drei Tage.
Die Methode befindet sich zwar noch in einem fr�hen Ent-

Abbildung 1. RNA-Sequenzierung. A: Polyadenylierte Templatstr�nge
werden an Poly(dT)-beschichteten Oberfl�chen hybridisiert, mit dTTP
aufgef�llt und mithilfe von VT-Nucleotiden in Startposition gebracht.
B,D, F: Der Fluoreszenzfarbstoff und die 3’-O-Schutzgruppe werden
abgespalten, eine freie 3’-OH-Gruppe wird generiert. C,E: VT-Nucleoti-
de (z. B. VT-C oder VT-G) werden zugegeben, gefolgt von Waschschrit-
ten und Visualisierung der Position des Farbstoffes auf dem Chip.

Schema 1. M�gliche Struktur von VT-Nucleotiden. Die Fluoreszenz-
markierung kann an der heterocyclischen Base (B) lokalisiert sein, was
eine zus�tzliche 3’-O-Schutzgruppe erforderlich macht (oben). Alterna-
tiv kann der Fluorophor direkt mit der 3’-O-Schutzgruppe (PG) ver-
kn�pft sein (unten).
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wicklungsstadium, dieses Ergebnis belegt jedoch, dass DRS
eine Hochdurchsatztechnik mit Potenzial f�r interessante
Anwendungen ist. Nach Weiterentwicklung und Verfeine-
rung k�nnte die Technik z. B. genutzt werden, um Moment-
aufnahmen des Transkriptoms einer gegebenen Zellpopula-
tion oder gar einzelner Zellen zu generieren. Leider gibt der
Artikel von Ozsolak et al.[9] keinerlei Informationen zur
Chemie, die der Technik zugrunde liegt, sowie zu anderen
wissenschaftlichen Details. Dies kann vom kommerziellen
Standpunkt aus verst�ndlich sein, ist aber entt�uschend f�r
den Leser, der von einem Artikel in einem angesehenen
Wissenschaftsmagazin zu Recht erwartet, alle Informationen
zu erhalten, die er f�r das Verst�ndnis der Arbeit ben�tigt.
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