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DNA als Informationsspeichersystem ist einfach zu verste-
hen, aber gleichzeitig komplex. Die Komplexitit entsteht
durch die vielen verschiedenen Anordnungsmoglichkeiten
der vier natiirlichen Nukleotide.! Die DNA-Synthese kata-
lysiert durch DNA-Polymerasen ist faszinierend, da diese
Enzyme in der Lage sind, die Verldngerung eines Primer-
stranges durch die Erkennung des DNA-Templats und die
Auswahl des passenden Nukleotids zu katalysieren.'™? Diese
Fiahigkeit kann genutzt werden, um die Variantionsmoglich-
keit des Vier-Basen-Codes durch den Austausch der natiirli-
chen Substrate mit modifizierten Analoga zu erhohen.?! Nu-
kleotid-Analoga, die mit verschiedensten detektierbaren
Gruppen (z.B Farbstoffen, Tags oder Spinmarkierungen)™
versehen sind, konnen in durch DNA-Polymerasen kataly-
sierten Reaktionen eingesetzt werden, um das Anwen-
dungsspektrum der DNA zu erhohen (beispielsweise zur
Strukturcharakterisierung, Sequenzierung oder Immobilisie-
rung).**3 Die Information, die durch die detektierbare
Gruppe eingebracht wird, ermoglicht es, durch die Auswer-
tung des erhaltenen Signals, Riickschliisse zu ziehen. Ein
immenser Vorteil konnte durch eine detektierbare Gruppe
erreicht werden, die die Eigenschaften eines Barcode-Eti-
ketts tragt. Typischerweise enthilt das Barcode-Etikett (ein
Begriff, der in anderen Kontexten schon im Zusammenhang
mit DNA verwendet wurde) selbst keine Information, son-
dern es besteht aus einer Reihe von Symbolen, die einer
hinterlegten Information zugeordnet werden konnen.[! Um
ein moglichst breites Anwendungsspektrum abzudecken,
sollte das Barcode-Etikett einfach aufgebaut und leicht an-
gebracht werden konnen und eine zuverldssige Zuordnung
zur hinterlegten Information gewéhrleisten. Oligodesoxynu-
kleotide (ODNSs) erfiillen diese Anforderungen in grofem
Mafe, da sie durch einen einfachen Code aufgebaut sind und
Eigenschaften wie Selbstorganisation und Hybridisierung
eine eindeutige Zuordnung gewihrleisten. Um dieses Bar-
code-Etikett in DNA einzubringen ist ein enzymatischer
Ansatz, ausgehend von ODN-modifizierten Nukleotiden
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(Barcode-markierten Nukleotiden) wiinschenswert.”! Aller-
dings sollte der sterische Anspruch dieser modifizierten Nu-
kleotide den enzymatischen Einbau erschweren. Es ist uns
gelungen, trotz des erhohten sterischen Anspruchs, die en-
zymatische Synthese von Barcode-markierter DNA durch-
zufithren. Dafiir wurden ODN-modifizierte Nukleotide ein-
gesetzt, die bis zu 40fach groBer als die natiirlichen Nukleo-
tide und erheblich ldnger als der Durchmesser einer DNA-
Polymerase sind (Abbildung 1 A).
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Abbildung 1. A) Schematischer Vergleich der Gréflenverhiltnisse. dTTP
versus dT"**TP verglichen mit KlenTag-DNA-Polymerase. B) Reaktions-

pfad zur Synthese der ODN-modifizierten dTTP. Ausbeuten und DNA-
Sequenzen sind in Tabelle S1 gelistet. C) Sequenzen der Barcode-DNA-
Stringe; die Zahlen geben die Oligonukleotidlinge wieder.

Wir berichten hier iiber 2’-Desoxyribonukleotid-Analoga,
die einen ODN-Strang an der Nukleobase tragen (Abbil-
dung 1B) und als Substrate fiir durch DNA-Polymerasen
katalysierte Reaktionen dienen. Wir wihlten die C5-Position
der Pyrimidine und die C7-Position der 7-Desazapurine um
den DNA-Einzelstrang anzubringen, da Modifikationen an
diesen Stellen bereits in mehreren Féllen von DNA-Poly-
merasen akzeptiert wurden.®® Um Nukleotide mit einem
Barcode-Etikett zu versehen, wurde ein an der festen Phase
immobilisierter ODN-Strang mit einem kommerziell erhélt-
lichen Carboxylierungsreagens am 5-Ende modifiziert und
anschliefend mit aminfunktionalisierten 2’-Desoxynukleo-
sidtriphosphaten gekuppelt (Abbildung 1B, weitere Infor-
mationen befinden sich in den Hintergrundinformationen).
Nach dem Entschiitzen und Abspalten der festen Phase
wurden diese ODN-modifizierten Nukleotide in durch DNA-
Polymerasen katalysierten Primerverlingerungsreaktionen
untersucht (Ausbeuten und DNA-Sequenzen sind in Abbil-
dung 1 C und Tabelle S1 aufgefiihrt).
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Abbildung 2. A) Teilabbildung der DNA-Sequenzen des Primers und
des Templats (weitere Informationen befinden sich in den Hinter-
grundinformationen) und PAGE-Analyse der Primerverlingerungsstu-
die unter Benutzung der Therminator-DNA-Polymerase, einem 23-nt-
Primer, einem 35-nt-Templat und 10 um dNTPs. M: DNA-Leiter; Spur
0: 5-*2P-markierter Primer; Spur 1: Primerverlingerungsreaktion in Ge-
genwart von dATP, dCTP und dGTP; Spur 2: wie Spur 1, aber in Ge-
genwart von dTTP; Spur 3: wie Spur 1, aber in Gegenwart von dT°TP;
Spur 4: wie Spur 1, aber in Gegenwart von dT'**TP; Spur 5: wie Spur
1, aber in Gegenwart von dT*TP; Spur 6: wie Spur 1, aber in Gegen-
wart von dT*’TP. B) Verlangerung eines einzelnen eingebauten dT*MP.
Linke Seite: In diesem Experiment durchgefiihrte Reaktionsabfolge
(weitere Informationen befinden sich in den Hintergrundinformatio-
nen). Rechte Seite: PAGE-Analyse der Primerverlingerungsreaktion
unter Benutzung der KlenTag-DNA-Polymerase. M: DNA-Leiter; Spur
0: 5'-*?P-markierter Primer, Spur 1: Primerverlangerungsreaktion | in
Gegenwart von dATP, dCTP, dGTP und dTTP; Spur 2: in Gegenwart
von dATP, dCTP, dGTP und dT?TP; Spur 3: Barcode-Primerverlinge-
rungsreaktion unter Benutzung von natiirlichen dNTPs und unmodifi-
zierter DNA; Spur 4: Barcode-Primerverlangerungsreaktion unter Be-
nutzung von natiirlichen dNTPs und dT*MP-modifizierter DNA.

Zunichst wurde die Akzeptanz der ODN-modifizierten
Thymidine als Substrat fiir DNA-Polymerasen in Primerver-
lingerungsreaktionen untersucht (Abbildung 2A fiir Ther-
minator-DNA-Polymerase, Abbildung S1 fiir KlenTag-DNA-
Polymerase). Hierfiir benutzten wir einen am 5-Ende radio-
aktiv markierten, 23 Nukleotide langen (nt) Primer und ein
35-nt-Templat. Das Templat tréagt an Position 27 ein A, das fiir
den Einbau eines Tymidinanalogons codiert, nachdem der
Primer um 3 Nukleotide verldngert wurde (Abbildung2 A).
Reaktionen mit DNA-Polymerase in Abwesenheit eines
Tymidinanalogons pausierten hauptséichlich bei Position 27
und danach, ohne signifikante Mengen an Volllingenprodukt
zu generieren (Abbildung 2 A, Spur 1). Reaktionen, denen
alle vier natiirlichen dNTPs zugesetzt wurden, zeigten Voll-
langenprodukt (Abbildung 2 A, Spur 2). Tauscht man natiir-
liches Thymidin durch eines der modifizierten Triphosphate
aus (dT°TP, dT™*TP, dT*TP oder dT*“TP; Hinweis: die
hochgestellte Ziffer gibt die Barcode-Etikettenlédnge wieder.
DNA-Sequenzen sind in Abbildung 1c und in Tabelle S1 ge-
listet), erhilt man Volllingenprodukt (Abbildung 2 A, Spuren
3-6). Doppelbanden wurden aufgrund von bereits bekanntem
templatunabhingigem Nukleotideinbau am 3’-Ende erhal-
ten.”) Wie erwartet, bewegen sich die Reaktionsprodukte auf
dem denaturierenden Polyacrylamidgel (PAGE) deutlich
langsamer als die unmodifizierten Volllingenprodukte.
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Daraus lésst sich schlieBen, dass die sterisch anspruchsvolle-
ren Nukleotide zur DNA-Synthese verwendet worden sind.
Die Mobilitdt nimmt mit zunehmender Barcode-Etiketten-
lange ab, was durch den Unterschied im Molekulargewicht
und den zusitzlichen sterischen Anspruch des eingebauten
Barcode-DNA-Strangs erklirt wird. Uber Verinderungen
der Laufgeschwindigkeit modifizierter Reaktionsprodukte
wurde bereits berichtet.!”]

Um die Effizienz des Nukleotideinbaus der modifizierten
Nukleotide im Vergleich zu den entsprechenden natiirlichen
Nukleotiden zu untersuchen, fithrten wir Einzeleinbaustudien
durch. Dabei konkurrierten die modifizierten Nukleotide
(dT°TP, dT*TP) direkt mit den entsprechenden natiirlichen
Nukleotiden um den Einbau (Abbildung S2). Der Anteil des
unmodifizierten und modifizierten Nukleotideinbaus wurde
mittels PAGE-Analyse ermittelt, da aufgrund der sterisch
anspruchsvollen Modifikation unterschiedliche Retentions-
zeiten vorlagen. Dieser Versuchsaufbau wurde bereits fiir den
gleichen Zweck® und fiir DNA-Selektivititstudien'!! ver-
wendet. Die Therminator-DNA-Polymerase baut die neu-
entwickelten Nukleotide ungefidhr 6- und 16fach schlechter
ein, verglichen mit den natiirlichen Nukleotiden; die Klen-
Tag-DNA-Polymerase dagegen mit 33- und 66fach schlech-
terer Effizienz. Die erhaltenen Effizienzen sind im dhnlichen
Bereich, wie sie fiir die kiirzlich untersuchten C5-modifizier-
ten dTTP-Analoga gefunden wurden.[!

Zusétzlich untersuchten wir den Mehrfacheinbau modi-
fizierter Nukleotide (Abbildung S3). Verwendet man in Pri-
merverlidngerungsreaktionen dT*°TP und ein Templat, das fiir
den Einbau von 46 TMPs codiert, so wird ein hochverzweigtes
Reaktionsprodukt mit mindestens 7 hintereinander folgen-
den modifizierten Nukleotiden erhalten. Ermutigt durch
diese Ergebnisse synthetisierten wir auch dATP-, dCTP- und
dGTP-Analoga (weitere Informationen befinden sich in den
Hintergrundinformationen) und untersuchten sie ebenfalls in
Primerverldngerungsreaktionen (Abbildung S4). Alle Ana-
loga wurden von der Therminator-DNA-Polymerase akzep-
tiert und ergaben Volllingenprodukt.

Des Weiteren untersuchten wir, ob der eingebaute Bar-
code-DNA-Strang von DNA-Polymerasen als Primer in Pri-
merverldngerungsreaktionen genutzt werden kann. Deshalb
fiihrten wir zunéchst eine Kontrollreaktion mit natiirlichen
dNTPs und eine Reaktion mit dT*TP anstelle von dTTP
durch. Wir benutzten hierfiir einen 24-nt-Primer und ein 42-
nt-Templat, das fiir den Einbau eines dTMP-Analogons co-
diert. Diese Reaktionsprodukte wurden mit einem weiteren
Templat (69-nt), das komplementidr zum eingebauten Bar-
code-DNA-Strang ist, hybridisiert und mit einer DNA-Poly-
merase und dNTPs fiir 1 h bei 60°C inkubiert, um die Bar-
code-Primerverldngerungsreaktion durchzufithren (Abbil-
dung 2B). Wir beobachteten das vollstindige Verschwinden
der urspriinglichen Bande (Abbildung 2B, Spuren 2 und 4)
und das Erscheinen einer neuen Bande, deren Retention
deutlich verzogert war. Dadurch zeigte sich, dass der einge-
baute Barcode-DNA-Strang als Primer verwendet und zur
Volllidnge verldngert wurde (Abbildung 2B, Spur 4). Wie zu
erwarten war, konnte keine Mobilitdtsinderung der Kon-
trollreaktion mit natiirlichen dNTPs beobachtet werden.
Zusitzlich haben wir die Verldngerung des eingebauten
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DNA-Strangs mittels Rolling Circle Amplification'” (RCA)
in Losung untersucht und fanden hier ebenfalls, dass eine
Verlidngerung stattgefunden hat (Abbildung S5).

Als nichstes untersuchten wir, ob diese ODN-modifi-
zierten Nukleotide als diagnostisches Mittel bei enzymati-
schen Reaktionen an der festen Phase eingesetzt werden
konnen. Dafiir untersuchten wir die Moglichkeit Einzelnu-
kleotidvariationen im Sequenzkontext des B-Typ-Raf-Kina-
sengens (BRAF) zu detektieren. Die BRAF-somatische
T1796A-Mutation konnte vermehrt bei Patienten mit mali-
gnen Melanomen und in anderen Krebszellen gefunden
werden.™ Genomische Verschiedenheiten, wie beispiels-
weise Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP), sind hiufig die
Ursache fiir Pridispositionen fiir Krankheiten!"*! und indi-
vidiumabhingige Arzneimittelwirksamkeit!!).

Fiir das SNP-Detektionssystem wurden die Primerstriange
auf mit aminopropyliertem PDICT (1,4-Phenylendiisothio-
cyanat) aktiviertem Glastriger immobilisiert."® Im ersten
Schritt wurde der Einbau der ODN-modifzierten Nukleotide
mit einem Templat, das fiir einen Einbau eines dTMP codiert,
durchgefiihrt (Abbildung3A). In zwei Reaktionsblocken
wurden jeweils 9 Primerspots mit DNA-Polymerase, Templat
und mit dA®TP bzw. dT™*TP inkubiert. AnschlieBend
wurden die Glastrdger gewaschen und mit Cy3-markierten
Oligonukleotidstriangen, die an den Barcode-Strang eines
eingebauten dT"**MP binden, inkubiert. Natiirlich wurde ein
starkes Fluoreszenzsignal nur dort detektiert, wo das kano-
nische dT'**MP eingebaut wurde. Um Signalverstirkung zu
erhalten, inkubierten wir die Barcode-modifizierte DNA mit
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Abbildung 3. Microarray-basiertes Detektionssystem fuir Einzelnukleo-
tidvariationen. A) Reaktionsablauf auf dem DNA-Microarray. Rechte
Seite: Auswertung bei 532 nm nach der Hybridisierung mit Cy3-mar-
kierten Oligonukleotiden. Alle Reaktionen wurden unter den gleichen
Bedingungen und auf dem gleichen Glastriger durchgefiihrt. B) Signal-
verstirkung durch Rolling Circle Amplification. Oben: mit komplemen-
tarem zirkuldrem DNA-Templat. Unten: mit nicht-komplementarem
zirkulirem DNA-Templat. Rechte Seite: Auswertung bei 532 nm nach
der Hybridisierung mit einem Cy3-markierten Oligonukleotidstrang.
Alle Reaktionen wurden unter den gleichen Bedingungen und auf dem
gleichen Glastriger durchgefiihrt.
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einer DNA-Polymerase in Gegenwart eines zirkuldren
Templats, das an den Barcode-DNA-Strang bindet (Abbil-
dung 3B). Das zirkuldre Templat ermdglicht die Verldnge-
rung des komplementiren Primers um zahlreiche Kopien der
Sequenz, die im zirkuldren Templat codiert ist. Dieser Prozess
wird Rolling Circle Amplification genannt. AnschlieBend
wurde zur Signalgenerierung mit Cy3-markierten Oligonu-
kleotidstrangen inkubiert. Wie erwartet, konnte nur an Posi-
tionen mit dem zum zirkuldren Templat komplementéren
Barcode-Strang eine signifikante Signalverstirkung detek-
tiert werden.

Wir haben Barcode-markierte Nukleotide als Substrate
fiir DNA-Polymerasen entwickelt und konnten zeigen, dass
kommerziell erhiltliche DNA-Polymerasen in der Lage sind,
modifizierte Nukleotide mit einem 40fachen Grofenan-
spruch im Vergleich zum natiirlichen Substrat prozessieren zu
konnen. Der sequenzspezifische Einbau der Barcode-modi-
fizierten Nukleotide und die Adressierbarkeit der DNA
durch einfache Hybridisierung der komplementiren DNA-
Strénge birgt grofies Potential und wird Anwendung in vielen
Applikationen finden. Da diese Methode duferst flexibel ist,
konnen verschiedene Techniken zur weiteren DNA-Mani-
pulation und weitere Detektionsmethoden wie z.B. Biotin-
Streptavidin-Chemie,['*  Nanopartikel'” oder verzweigte
DNA-Signalverstirker (z.B. TSA-Detektionskit, bDNA-
Verstirker)!'! verwendet werden. Das System hat das Po-
tential, zu einem Vierfarben-Detektionssystem ausgebaut zu
werden. Dazu werden Nukleotidanaloga mit individuellen
Sequenzen und die dazu passenden farbstoffmarkierten
komplementdren DNA-Stringe verwendet. Die herausra-
gende Kombination der Microarray-Technik mit dem se-
quenzspezifischen enzymatischen Einbau der Barcode-mo-
difizierten Nukleotide ertffnet ungeahnte Moglichkeiten fiir
zukiinftige Anwendungen.
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