Mediator-Sonden PCR

Neuer Echtzeit-Nachweis
von Nukleinsauren
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Kosteneinsparungen bei der real-time-PCR sind ein stets aktuelles Thema. Mit dem Ziel, die Kosten
beim Einsatz fluoreszenzmarkierter Sonden zu senken, wurde ein neues Verfahren entwickelt — die
Mediator-Sonden PCR' (Mediator Probe PCR, MP PCR): Eine nicht fluoreszenzmarkierte Mediator-
Sonde (MP) bindet wahrend der Annealing-Phase der PCR an die Zielsequenz. Durch die Nuklea-

seaktivitat der Polymerase wird von der Sonde ein Sequenz-Uberhang, der Mediator, abgespalten.

Dieser 16st an einem sekundéren universellen fluorogenen Reporter (Universal Reporter, UR) eine
Reaktion aus, wodurch ein Fluoreszenzsignal entsteht. Die MP PCR ist ebenso sensitiv wie eine
Hydrolyse-Sonden-PCR,aber hat den Vorteil, dass ein einziger fluorogener UR fiir verschiedene Assays
eingesetzt und markierungsfreie, amplikonspezifische Sonden verwendet werden kénnen.

An den Verzicht der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) in Forschung, Diagnostik und Forensik ist
heute nicht mehr zu denken2 Gendefekte, die
auf einem Sequenzunterschied von nur einem
Basenpaar beruhen, konnen aufgelost und
kleinste DNA-Mengen von Pathogenen in einer
Patientenprobe nachgewiesen werden. Dank

ihrer hohen Spezifitat und Sensitivitat wurde
die Methode in standardisierte Arbeitsablaufe
in den Laboren weltweit etabliert und fortlau-
fend weiterentwickelt. Eine Variante stellt die
real-time-PCR dar, die sich als Goldstandard zur
sensitiven Quantifizierung von Nukleinsauren
bewahrt hat. Dabei wird in jedem Zyklus eine
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Schematische Darstellung der MP PCR. Die verwendeten Oligonukleotide sind einge-
rahmt. Das Target (A) wird bei 95 °C denaturiert (B). In der Annealing-Phase hybridisie-
ren Primer und MP (C). Die Tag-Polymerase verlangert die Primer und spaltet die MP.
Dabei wird der Mediator freigesetzt (D). Der Mediator hybridisiert mit dem UR (E) und
wird von der Polymerase verldngert (F). Dabei wird der 5*-Quencher abgespalten (G)
bzw. der 5°-Terminus des UR verdrangt (H).
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Fluoreszenzsonde (Hydrolyse-Sonde) gespalten
und das entstandene Signal detektiert. Wahrend
der Entwicklung von PCR-basierten Nachweisen
werden viele verschiedene dieser Hydrolyse-
Sonden benétigt, um beispielsweise die optimale
Sondensequenz zu ermitteln. Aufgrund von zwei
Fluoreszenzmodifikationen (Fluorophor und
Quencher) pro Sonde ist die Anschaffung dieser
Sonden mit hohen Kosten verbunden. Hinzu
kommt,dass die initiale Hintergrundfluoreszenz
firverschiedene Hydrolyse-Sonden unterschied-
lich hochist. Dieser Effekt ist auf unterschiedliche
Effizienzen des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET) verschiedener Fluorophor-
Quencher-Kombinationen zurlickzufiihren3
und wird auch von der Sequenz sowie Lange
der Hydrolyse-Sonde beeinflusst. Dies kann sich
nachteilig auf die Signaldetektion auswirken,
fallsin einem parallelen Ansatz mehrere Sonden
in einem Farbkanal ausgelesen werden sollen.

Um die beschriebenen Nachteile der Hydro-
lyse-Sonden-PCR zu beheben, wurde eine neue
Methode entwickelt—die Mediator-Sonden PCR
—und im Oktober erstmals vorgestellt.

Das Reaktionsprinzip der MP PCR ist in Abbil-
dung 1 dargestellt. Ein Primer-Paar dient der
Amplifikation der Zielsequenz mittels PCR.
Zur real-time-Detektion werden zwei weitere
Oligonukleotide bendtigt, eine markierungs-
freie Mediator-Sonde (MP) und ein fluorogener
universeller Reporter (UR). Die MP besteht aus
zwei funktionellen Bereichen: dem 3"-Bereich,
der eigentlichen ,Sonde", die zur Zielsequenz
komplementar ausgelegt ist, sowie dem
5-Bereich, dem ,Mediator®, dessen Sequenz
standardisiert ist und keine Komplementaritat
zu verschiedenen genomischen Sequenzen
aufweisen darf. Bindet die MP in der Annealing-
Phase der PCRan die Zielsequenz, wird durch die
Nukleaseaktivitat der Polymerase der Mediator
abgespalten. Dieser besitzt ein freies 3-Ende, das
eine Strangverlangerung am UR initiieren kann.
Der UR enthadlt am 3-Ende eine Mediator-Hyb-
ridisierungssequenz, einen internen Fluorophor
in der Mitte und einen Quencher am 5-Ende.
Durch interne Hybridisierung des UR bildet er
eine Haarnadelstruktur, die Fluorophor und
Quencher in direkte Nahe bringt. Hybridisiert
nun der abgespaltene Mediator am UR, wird
dieser durch die Aktivitat der Polymerase ver-
langert. Dadurch wird in einem Reaktionsweg
die Haarnadel-Struktur des UR aufgefaltet oder
in einem anderen Reaktionsweg der Quencher
durch die Nukleaseaktivitat der Polymerase ab-
gespalten. In beiden Fallen werden Fluorophor
und Quencher voneinander getrennt, und eine
Zunahme der Fluoreszenz kann detektiert wer-
den. Die Nachweisreaktion am UR kann nicht
durch ungespaltene MPs ausgelost werden,
da diese nicht von der Polymerase verlangert
werden kénnen. Dadurch kénnen falsch-positive
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Kostenvergleich der benétigten Sonden-Oligonukleotide fiir MP PCR (MP + UR) und
Hydrolyse-Sonden-PCR. Die Betrdge beziehen sich auf die Synthesekosten der Oligo-
nukleotide (Synthesemafstab: : 0,05 nmol Hydrolyse-Sonde bzw. MP fiir 1 Target. 0,05,
0,2 bzw. 0,5 nmol UR fiir 1, 4 bzw. 10 Targets)

Anzahl der Targets 1

Hydrolyse-Sonden PCR 179

MP PCR 475
UR 435
MP 40

Signale ausgeschlossen werden. Ferner hat sich
gezeigt, dass die Aktivitat der Polymerase unbe-
einflusst von der Spaltung der MP ist.

Der entscheidende Vorteil der MP PCR besteht
darin, dass die Zielsequenz indirekt nachgewie-
sen wird und somit nur ein einziger UR flr die
Detektion verschiedener Zielsequenzen benotigt
wird. Die Spezifitat wird dabei durch die MP
erreicht, deren Sondensequenz an die jeweilige
Zielsequenz angepasst wird. Im Gegensatz
zur Hydrolyse-Sonden-PCR ist die Zielsequenz-
spezifische Sonde also nicht fluoreszenzmarkiert
und kann somit glinstig synthetisiert und in
verschiedenen Designs getestet werden. Da
zur Detektion ein einziger standardisierter UR
zum Einsatz kommt, der in allen Reaktionen
verwendet wird, kann dieser kostengiinstig in
grollem MafSstab synthetisiert werden. Schatzt
man die Kosten ab, ergeben sich bereits flr den
Nachweis vier verschiedener Zielsequenzen
deutliche Einsparungen flr die MP PCR gegen-
uber der Hydrolyse-Sonden-PCR (Tab. 1). Bei
einer hoheren Anzahl von Zielsequenzen sind
die moglichen Einsparungen durch Skalenef-
fekte bei der Herstellung des UR noch grofer.
Fur die Berechnung der Synthesekosten wurden
jeweils die identischen Mengen von MP, UR und
Hydrolyse-Sonde zugrundegelegt, wobei die
Menge des UR jeweils der Gesamtmenge aller
Hydrolyse-Sonden entsprach.

Anhand eines Modellsystems wurde die MP-PCR
mit der Hydrolyse-Sonden-PCR (TagMan-PCR)
verglichen. Als Modell diente ein Fragment des
Humanen Papillomvirus-18 (HPV18). Zunachst
wurde das Detektionslimit ermittelt, also die
Anzahl der DNA-Kopien pro Reaktion, die mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95% nachgewiesen
werden kann. Es war fur beide PCR-Varianten
vergleichbar [(78,3 (MP PCR) bzw. 85,1 (Hydrolyse-
Sonden-PCR)]. Zusatzlich wurde die Richtigkeit
fir die Amplifikation von102bis 10° HPV18-Kopien
bestimmt. Die Richtigkeit innerhalb einer Test-
reihe war +21,6 bis -8,1 % (MP PCR) bzw. +19,4
bis -9,8% (Hydrolyse-Sonden-PCR) und die Rich-
tigkeit zwischen funf verschiedenen Testreihen
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betrug+3,4 bis-7,0 % bzw.-2,0 bis -12,0 %. Ferner
wurde eine Duplex-PCR durchgefiihrt, beider die
HPV18-Zielsequenz sowie eine interne Kontrolle
[humane DNA, Zielsequenz 3-Aktin (ACTB)] nach-
gewiesen wurden (Abb. 2). Dabei wurde fiir jedes
Gen eine Mediator-Sonde mit unterschiedlicher
Mediator-Sequenz eingesetzt und entsprechend
zwei UR, die mit unterschiedlichen Mediator-
Hybridisierungssequenzen ausgestattet und mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen mo-
difiziert waren. Dadurch konnte jedem Gen ein
Farbkanal zugeordnet werden. Die vergleichend
getesteten Hydrolyse-Sonden waren ebenfalls
mit verschiedenen Farbstoffen markiert. 10? bis
10° DNA-Kopien der HPV18-Zielsequenz wurden
zuverldssig detektiert (r’=0,998 bzw. 0,988),
wobei die interne Kontrolle (300 Kopien ACTB)
nur eine minimale Abweichung zwischen den
einzelnen Reaktionen aufwies (Cq = 33,0+0,5
bzw. 31,840,4). Zusatzlich wurden mit beiden
PCR-Methoden in individuellen Reaktionen
verschiedene Genabschnitte von H. sapiens, E.
coli, S. aureus und HPV18 amplifiziert (r’=0,991-
0,999 bzw. 0,975-0,993), um die Anwendbarkeit
auf verschiedene Zielsequenzen zu zeigen. Bei
den Hydrolyse-Sonden-PCRs musste hierbei je
eine sequenzspezifische fluorogene Hydrolyse-
Sonde eingesetzt werden, wogegen bei der

7

10 3
] 10°

10° 4
] 10°

10° 4
] 10°

10* .
10°

10° 4

10t 141
1{]i "- LRI Rl e L e Ea il : H'-I-‘q |
10' 10° 10° 10* 10° 10° 10’
Mediator-Sonden PCR
(Kopien / Reaktion)

(Kopien / Reaktion)

Hydrolyse-Sonden PCR

Amplifikation der HPV18-Zielsequenz
durch MP PCR (r>=0,998) und Hyd-
rolyse-Sonden-PCR (r?=0,988). Die
eingesetzte Kopienzahl ist an den
jeweiligen Messpunkten angegeben.
Parallel wurde in jeder Reaktion ein
Kontrollgen (300 Kopien ACTB) amp-
lifiziert (nicht dargestellt).

Mediator-Sonden PCR

Mediator-Sonden PCR alle Zielsequenzen mit
nur einem fluorogenen UR nachweisbar waren.
Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden
Methoden besteht im Abstand von Fluorophor
und Quencher. Im Falle der Hydrolyse-Sonden-
PCR hangt dieser von der Lange der Sonde ab,
im Falle der MP PCR ist er konstant. Das hat den
Vorteil, dass bei der MP PCR der Fluoreszenzan-
stieg immer konstant und unabhangig von der
Zielsequenzist. Ferner bietet der UR eine hohere
Quenching-Effizienz als eine Hydrolyse-Sonde,
da zwischen Fluorophor und Quencher eine
geringere Distanz liegt.

Zusammenfassend kann die MP PCR als be-
deutender Fortschritt in der Entwicklung der
real-time-PCR* gewertet werden. Die Methode
ist universell anwendbar und ermoglicht eine
deutliche Kostenreduktion beider Entwicklung
neuer Assays. Hierbei konnen mehrere Design-
iterationen anhand markierungsfreier Sonden
fir eine bestimmte Zielsequenz getestet wer-
den, ohne dass es notwendig ware, zahlreiche
kostspielige Fluoreszenzsonden zu bestellen.
Bisherige Experimente zeigen, dass die Media-
tor-Sonden PCR bei entsprechendem Design der
Sonden in puncto Sensitivitat und Spezifitat mit
der weitverbreiteten Hydrolyse-Sonden-PCR
vergleichbarist. Viele Einsatzbereiche, in denen
die Mediator-Sonden PCR als Alternative ange-
wendet werden kann, sind denkbar: Neben der
Quantifizierung geringster DNA-Mengen ist die
Methode prinzipiell auch zur Allel-spezifischen
Genotypisierung oder fiir Expressionsanalysen
einsetzbar. Zudem bietet sich eine Adaption
bestehender Hydrolyse-Sonden-Assays an
die Mediator-Sonden-Technologie an, um das
bessere Quenching und die Zielsequenz-unab-
hangige Signalgenerierung nutzen zu kénnen.
Kiinftige Forschungsthemen sind die Erhéhung
des Multiplex-Grades sowie das Ableiten von
Design-Regeln fir die MP und den UR. Da die
Durchflihrung einer MP PCR keine zusatzlichen
technischen Voraussetzung gegentiber der Hy-
drolyse-Sonden-PCR bendtigt, bleibt besonders
spannend, ob die neue Methode auf eine breite
Akzeptanz bei den Anwendern stol3t.
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