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Multiplex-Nachweis von
Einzelbasenpolymorphie in DNA durch
massenspektrometrische Verfolgung einer
PNA-Verknüpfung**
Amos Mattes und Oliver Seitz*

Der Austausch einzelner Nucleobasen (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) ist die am häufigsten auftretende
genetische Variation.[1, 2] Einzelbasenmutationen können zur
Entstehung von Krankheiten wie Zystischer Fibrose,[3] erbli-
cher Hypercholesterinämie[4] und Krebs[5] führen. Den Ver-
fahren zum Nachweis einer DNA-Sequenz ist gemeinsam,
dass sie auf der Bindung einer komplementären Oligonu-
cleotid-Sonde mit der nachzuweisenden DNA beruhen. Die
Selektivität der Hybridisierung reicht aber nur selten aus, um
eine komplementäre DNA-Probe von einer DNA-Probe mit
nur einer einzigen Fehlpaarung zu unterscheiden. Eine
bessere Diskriminierung kann durch die Nutzung eines
Ereignisses erreicht werden, das die Sonden modifiziert.
Beispiele hierfür sind der Oligonucleotide Ligation Assay[6]

und der Primer Extension Assay.[7] Ein zunehmender Bedarf
besteht an der Entwicklung von Nachweisystemen, bei denen
in einer einzigen Untersuchung gleichzeitig mehrere diagnos-
tische Ereignisse erfasst werden können (Multiplexing). Am
gebräuchlichsten sind hier Fluoreszenzmethoden wie die
Fluorescent Dye-Terminator-Extension,[7] der TaqMan As-
say,[8] Molecular Beacons[9, 10] oder Scorpion-Sonden.[11] Ein
Nachteil ist jedoch die Notwendigkeit einer arbeits- und
kostenintensiven Einführung der Fluoreszenzmarker. Da-
rüber hinaus ist der erreichbare Grad des Multiplexings durch
die Zahl der spektral aufgelösten Fluorophore begrenzt.
Hingegen bietet die matrixassistierte Laserdesorptions/ioni-
sations-Flugzeit(MALDI-TOF)-Massenspektrometrie den
Vorteil einer sehr hohen Auflösung, und sie wurde bereits
erfolgreich zur Genotypisierung von Einzelbasenmutationen
eingesetzt.[12, 13] Die bei der Verwendung von Oligonucleotid-
Sonden häufig auftretenden Fragmentierungen und die be-
kannte Tendenz zur Bildung von DNA-Metallsalz-Addukten
verringern jedoch die Auflösung der MALDI-Detektion.[14, 15]

Im Folgenden beschreiben wir einen neuen Ansatz zum
Nachweis von Einzelbasenmutationen, in dem die Vorteile
der Verwendung von Peptidnucleinsäuren (PNAs)[16] ± che-
misch stabilen, nichtionischen DNA-Analoga, die hervor-
ragende Basenpaarungseigenschaften aufweisen und zudem
sehr einfach und präzise nachgewiesen werden können[17, 18] ±
genutzt werden. Anders als in früheren Arbeiten über
MALDI-TOF-Genotypisierungen unter Verwendung von

PNAs[19, 20] wird hier nicht die Hybridisierung einer einzelnen
langen Sonde, sondern die DNA-vermittelte chemische Ver-
knüpfung zweier kurzer Sonden verfolgt.[21]

Es wurde bereits gezeigt, dass die MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie hinsichtlich Auflösung und Genauigkeit sehr
gut für die Analyse von PNAs geeignet ist.[19, 20] Die Sequenz-
selektivität der PNA-Hybridisierung selbst hängt allerdings
von der Basenzusammensetzung, von der Sequenz und vor
allem von der Länge des Oligomers ab. Für eine eindeutige
Sequenz werden Oligomere mit einer Länge von mehr als 16
Basenpaaren benötigt. PNA-Segmente dieser Länge sind
jedoch relativ unselektive DNA-Binder.[22] Hingegen zeich-
nen sich kurze PNA-Oligomere bei einer immer noch
ausreichenden DNA-Affinität durch eine sehr gute Einzel-
basendiskriminierung aus. Somit sollte eine hochspezifische
Sequenzanalyse eines eindeutigen Genabschnittes unter Ver-
wendung einer PNA-Verknüpfungsstrategie möglich sein. Da
keine der bekannten Ligasen PNA als Substrat erkennt, muss
ein solcher Ansatz auf rein chemischen Methoden beruhen.

PNAs können als Pseudopeptide auf einfache Weise durch
Peptidkondensationsreaktionen verknüpft werden.[21] Für die
Entwicklung einer sequenzspezifischen, auf PNA basierenden
Verknüpfungsreaktion untersuchten wir ein PNA-Modellsys-
tem (Schema 1). Zunächst wurde die Carbodiimid-vermittelte
Kondensation der PNA-Fragmente 1 a und 2 a untersucht. Die
Zugabe des komplementären Templates 3 a beschleunigte die
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Schema 1. PNA-Fragmentkondensation des Tetramers 1a und des Trimers
2a sowie die Basenlückenkupplung der PNA-Glycin-Konjugate 1 b und 2b
an dem vollständig komplementären PNA-Templat 3 a und dem Einzel-
basen-fehlpaarenden Templat 3b (die Mutationsstelle (B) ist fett hervor-
gehoben). Konzentration der Kupplungssonden 1 und 2 sowie der PNA-
Template: 160 mm. EDC� 1-Ethyl-3-(3'-dimethylaminopropyl)carbodi-
imid-hydrochlorid.
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Verknüpfung und erhöhte die Ausbeute deutlich (Abbil-
dung 1 A). Erstaunlicherweise führte das Templat 3 b, welches
eine Fehlbase enthält, zu einer noch höheren Ausbeute.

Das Problem der mangelnden Templatselektivität lösten
wir, indem die Verknüpfungsreaktion so durchgeführt wurde,
dass gezielt eine Basenlücke erzeugt wurde. Unter der
Annahme, dass der Einbau einer Basenlücke die Koopera-
tivität der Basenstapelung beeinträchtigt, sollte dadurch der
ternäre Komplex 1 ´ 2 ´ 3 weniger tolerant gegenüber weiteren
Störfaktoren sein.[23] Die Basenlücke wurde durch den Aus-
tausch des zentralen PNA-Monomers gegen ein isosteres
Dipeptid eingebaut, welches durch die Verknüpfung zweier
PNA-Glycin-Konjugate wie 1 b und 2 b gebildet wurde. Die
Modellstudien bestätigten die Gültigkeit des gewählten An-
satzes (Abbildung 1 B). Die Zugabe des komplementären
Templates 3 a erhöhte die Ausbeute des Verknüpfungspro-
duktes 4 b. Darüber hinaus wies die Verknüpfung eine
bemerkenswerte Sequenzselektivität auf: Das fehlpaarende
Templat 3 b war nicht in der Lage, die Bildung des PNA-
Dipeptid-Hybrides 4 b zu beschleunigen.

Die Bedingungen, die im PNA-Modellsystem eine hohe
Sequenzselektivität der Verknüpfungsreaktion gewährleiste-
ten, wurden auf die MALDI-TOF-MS-Analyse einer Einzel-
basenmutation in einer 17mer-DNA-Probe übertragen.[24]

Hierbei testeten wir die Verknüpfung der 8mer-PNA-Gly-
cin-Konjugate 5 und 6 in Gegenwart der DNA-Proben 7 a ± d.
Diese Oligonucleotide unterscheiden sich in einer Position,
die jeweils eine aller möglichen Nucleobasen enthielt (Sche-
ma 2). Die Konzentrationen an DNA und den Verknüpfungs-
sonden betrugen 10 mm, wodurch die Hintergrundreaktion
vollständig unterdrückt wurde. Nach 6 h wurden die DNA-

Schema 2. Basenlückenkupplung der PNA-Glycin-Konjugate 5 und 6. Die
DNA-Proben 7 unterscheiden sich in einer Position (fett hervorgehoben):
X�T (7 a), G (7 b), C (7 c), A (7 d)). Die der Mutationstelle gegenüber-
liegende PNA-Base ist ebenfalls fett dargestellt. Konzentration der
Kupplungssonden 5 und 6 sowie der DNA-Proben 7 a ± d : 10 mm.

Template durch Umsetzung mit Trifluoressigsäure
(TFA) zerstört. Bei der MALDI-TOF-MS-Analyse
wurde nur bei der Reaktion mit der vollständig
komplementären DNA (X�T) 7 a ein intensives
Signal bei m/z 4437 für das Verküpfungsprodukt 8
beobachtet (Abbildung 2). Alle anderen DNA-Tem-
plate (X�A, C, G) erwiesen sich als unproduktiv, und
es wurden nur Spuren von 8 nachgewiesen.

Abbildung 2. MALDI-TOF-MS-Analyse der Basenlückenkupplung von 5
und 6 in Gegenwart der DNA-Template 7a ± d nach 6 h (m/z [(M�H)�]:
2237 (5), 2219 (6), 4437 (8)). Matrix: Sinapinsäure.

Zur Untersuchung des Diskriminierungsvermögens der
Kupplung unter Verwendung einer Basenlücke wurde die
Verknüpfungsreaktion mit drei um das Templat konkurrie-
renden PNA-Glycin-Konjugaten durchgeführt. Das Ziel be-
stand darin, eine G!T-Mutation im DNA-Segment 11
nachzuweisen (Schema 3). Die drei nucleophilen PNA-Gly-
cin-Konjugate 9 a ± c dienten dazu, die Mutationstelle zu
erkennen, und wurden mit dem Acyldonor 10 umgesetzt. Der
MALDI-TOF-Analyse zufolge wurde in Gegenwart der
Mutanten-DNA 11 a (X�T) nur eines der drei möglichen
Kupplungsprodukte gebildet (Abbildung 3). Der m/z-Wert
von 4545 entsprach der Molekülmasse des PNA-Diglycin-
Hybrids 12 a, d.h., allein die A-enthaltende Sonde 9 a wurde
verknüpft. Die Reaktion mit der Wildtyp-DNA 11 b (X�G)
führte zur überwiegenden Bildung des C-enthaltenden Pro-
dukts 12 b. Die hohe Selektivität der Verknüpfung wurde
darüber hinaus durch die Tatsache belegt, dass die T-enthal-
tende PNA-Sonde 9 c nicht gekuppelt wurde.

Abbildung 1. Kinetik der Produktbildung in Gegenwart des komplementären
Templates 3a (&), des nichtkomplementären Templates 3 b (^) und ohne Templat
(*). A) PNA-Fragmentkupplung von 1a und 2a ; B) Verknüpfung der PNA-Glycin-
Konjugate 1b und 2 b unter Bildung einer Basenlücke. Die Ausbeuten der
Kupplungsprodukte wurden durch HPLC-Analyse aliquoter Proben bestimmt.
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Schema 3. Nachweis einer G!T-Mutation (fett markiert) in der DNA 11.
Die drei variablen PNA-Glycin-Sonden 9a ± c (Sondierungsposition fett)
wurden mit einer konstanten PNA-Glycin-Sonde 10 in Gegenwart der
Mutanten-DNA 11a (X�T) oder der Wildtyp-DNA 11 b (X�G) umge-
setzt. Konzentration der Kupplungssonden 9a ± c und 10 sowie der DNA-
Proben 11a, b : 10 mm. H�Histidin.

Abbildung 3. MALDI-TOF-MS-Analyse der Konkurrenzreaktion zum
Nachweis einer Einzelbasenmutation in Gegenwart von A) der Mutan-
ten-DNA 11 a (X�T) und B) der Wildtyp-DNA 11b (X�G). Die
detektierten Peaks entsprechen den Kupplungsprodukten 12a (m/z : 4545
[(M�H)�]) bzw. 12 b (m/z : 4521 [(M�H)�]). Matrix: Sinapinsäure.

Die positiven Ergebnisse aus dem Konkurrenzexperiment
ermutigten uns, die hohe Sequenztreue der Kupplung und die
hohe Präzision der massenspektrometrischen Detektion für
einen Multiplex-Kupplungsassay zu nutzen. Das Ziel war es,
in einem einzigen Experiment Informationen über drei
potentielle Mutationen im ras-Gen vom Schwein zu erhal-
ten.[25] Die untersuchten Mutationen entsprachen den karzi-
nogenen G12V- (G!V), F28L- (T!C) und E63H-Trans-
formationen (G!C, G!T). Jede potentielle Mutationstelle
wurde durch die Verknüpfung eines konstanten PNA-Glycin-
Acyldonors mit einem Wildtyp- oder Mutanten-PNA-Glycin-
Konjugat bestimmt (Abbildung 4 A). Insgesamt wurden zur
Multiplex-Kupplung sechs nucleophile PNA-Glycin-Sonden
und drei Acyldonoren verwendet, sodass sechs spezifische
Verknüpfungsprodukte und zwölf Kreuzkupplungsprodukte
entstehen konnten. Die Konzentrationen an DNA und

Abbildung 4. A) Für den Multiplex-Nachweis dreier karzinogener Muta-
tionen im ras-Gen-Abschnitt des Schweines (G12V (G!T), F28L (T!C),
E63H (G!C, G!T)) wurden drei konstante PNA-Sonden mit drei
Wildtyp- und drei Mutanten-PNA-Sonden (die Sondierungposition ist fett
dargestellt) in einem einzigen Experiment umgesetzt. Die kursiv darge-
stellten Glycinbausteine dienten als Massenmarker. Konzentration der
Kupplungssonden und der DNA-Proben: 500 nm. B, C) MALDI-TOF-
Massenspektren im Positiv-Ionen-Modus in Gegenwart der drei Mutanten-
bzw. der drei Wildtyp-DNA-Proben. Matrix: Sinapinsäure.

Kupplungssonden betrugen dabei 500 nm. Nach einer Reak-
tionszeit von 4 h hatten sich, wie die MALDI-TOF-MS-
Analyse ergab, in Gegenwart der Mutanten-DNAs nur drei
der 18 möglichen Verknüpfungsprodukte gebildet (Abbil-
dung 4 B). Die Verknüpfungen waren hochspezifisch, und ein
Vergleich mit den berechneten Massen der möglichen Kupp-
lungsprodukte ergab, dass nur für die drei Mutanten-Kupp-
lungsprodukte signifikante Signale erhalten worden waren. In
einem Kontrollversuch wurde die Multiplex-Kupplung in
Gegenwart der Wildtyp-DNAs untersucht. Das Massenspek-
trum der Kupplungsprodukte bestätigte eindeutig das Vor-
liegen der Wildtyp-DNAs. Die beobachteten Molekülmassen
stimmten mit denen der Wildtyp-Kupplungsprodukte überein
(Abbildung 4 C).
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Übergangsmetallkomplexe des
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Hans-Ulrich Wüstefeld, William C. Kaska,*
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Bernt Krebs
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Wir berichten über die erste erfolgreiche Synthese und
vollständige Charakterisierung von Übergangsmetallkomple-
xen mit dem Protonenschwamm 4,9-Dichlorchino[7,8-h]chi-

Um die Empfindlichkeit des Detektionssystems zu testen,
wurde die Verknüpfung mit einer Mischung der Wildtyp- und
Mutanten-Template von Codon 12 der ras-Sequenz durch-
geführt. Bei einem Wildtyp/Mutante-Verhältnis von 9:1 und
einer DNA-Gesamtkonzentration von 500 nm konnte die
Mutante problemlos nachgewiesen werden, und auch bei
einem Mischungsverhältnis von 99:1 war das Mutantensignal
immer noch wesentlich intensiver als das Rauschsignal.
Hingegen konnte bei Verwendung eines reinen Wildtyp-
Templats kein Mutanten-Kupplungsprodukt detektiert wer-
den. Diese ersten Untersuchungen zur Nachweisempfindlich-
keit deuten darauf hin, dass das Kupplungssystem bei einer
Konzentration der DNA-Probe von bis zu 5 nm zuverlässige
Ergebnisse liefern sollte.

Ausgehend von einem einfachen Modellsystem haben wir
eine DNA-gesteuerte PNA-Verknüpfungsstrategie ent-
wickelt, die durch den Einbau einer Basenlücke an der
Verknüpfungsposition eine hohe Selektivität bezüglich Ein-
zelbasen-Fehlpaarungen aufweist. PNA ist im Unterschied zu
DNA gegenüber einer sauren Hydrolyse stabil, sodass DNA-
Hintergrundsignale entfernt werden konnten. Aus diesem
Grund kann auf den Einsatz von Festphasen-Hybridisierungs-
techniken verzichtet werden. Die mit den sechs unterschied-
lichen Sequenzen erhaltenen Daten lassen den Schluss zu,
dass die Nucleobase gegenüber der Glycylglycin-Basenlücke
keine wesentliche Rolle spielt, denn Adenin, Guanin und
Thymin wurden toleriert. Daher scheint die Basenlücken-
kupplung eine generell anwendbare Reaktion zu sein, die
einen Multiplex-Nachweis von Einzelbasenmutationen in
homogener Lösung ermöglichen sollte. In weitergehenden
Untersuchungen werden wir den PNA-Kupplungsassay für
PCR-amplifizierte DNA-Proben einsetzen.
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