DIE LABORSEITE

Isothermale Amplifikation - DNA
vervielfdltigen ohne PCR? Geht das?

Ja, das geht! Hinter dem Kiirzel LAMP verbirgt sich eine Methode, mit
der es méglich ist, ohne Thermocycler bei konstanter Temperatur DNA
zu vervielfdltigen. Prima, damit kénnen wir also direkt an Ort und Stelle
die DNA in einer frisch gesammelten Probe amplifizieren, um z. B. einen

Erreger nachzuweisen.

Der Goldstandard versus LAMP
Seit mehr als 30 Jahren lernen und
lehren wir, dass die Standardme-
thode zur schnellen Vervielfiltigung
von DNA-Fragmenten die Polyme-
rasekettenreaktion - kurz PCR - ist.
Wir alle wissen, dass man dafiir die
DNA zunichst bei etwa 95 °C dena-
turieren muss, dann lagern sich bei
einer Temperatur zwischen 50 bis
70 °C die beiden Primer an, und
schlieBlich werden bei 72 °C von
der hitzestabilen DNA-Polymerase

die neuen DNA-Stringe synthetisiert.

Diese Temperaturwechsel erzeugt
der Thermocycler (,PCR-Maschine*)
voll automatisch in schneller Abfol-

ge. Nach etwa 30 Zyklen - fiir die
ein moderner Thermocycler etwa
eine Stunde braucht - entstehen
exponentiell Milliarden Kopien des
gewlinschten DNA-Fragments, das
wir iiber die Wahl entsprechender
Primer festgelegt haben.

Mit LAMP, der Loop-mediated
isothermal AMPlification, soll das
alles nun bei gleichbleibender Tem-
peratur - also ohne PCR-Maschine -
gehen. Wie soll das funktionieren?
Gleich vorneweg: Obwohl so ein-
fach in der Anwendung, ist der zu-
grundeliegende Mechanismus, der
von Notomie et al. 2000 erstmals
beschrieben wurde [1], kompliziert,
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ABB. 1 Primer und Loopbildung unter Verwendung der strangverdrangenden
Bst-DNA-Polymerase. a) Zielsequenz mit den Primer-Paaren FIP und BIP (For-
ward bzw. Backward Internal Primer) und den dazugehérigen duReren Pri-
mern F3 und B3. Die identischen bzw. komplementédren (mit c gekennzeichne-
ten) Sequenzen sind auf der Ziel-DNA ebenfalls abgebildet. b) Polymerisation
und Strangverdrdangung durch die Bst-DNA-Polymerase ausgehend vom Pri-
mer FIP. c) Loop-Bildung im FIP-Primerbereich des verdrangten Stranges, Poly-
merisation des zweiten Stranges ausgehend von F3.
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und wir wollen hier nur das Grund-
prinzip vorstellen.

Ganz dhnlich wie bei der PCR
werden fiir die isothermale Amplifi-
kation Primer bendétigt, die den Be-
reich eingrenzen, den man verviel-
faltigen mochte, aber anstelle von
nur zwei Primern, werden vier bis
sechs Primer benotigt. Auferdem
muss man eine besondere DNA-
Polymerase verwenden: Sie muss in
der Lage sein, wihrend der Elonga-
tion den Nicht-Matrizenstrang zu
verdringen. Das kann z. B. die
Bst-DNA-Polymerase aus Bacillus
stearothermopbilus (Abbildung 1b
und ©).

Besonders kompliziert ist die
‘Wahl und Verwendung der Primer.
Auf jeder Seite werden mindestens
zwei Primer benotigt (Abbildung
1a): ein Forward Internal Primer
(FIP) bzw. Backward Internal Primer
(BIP) sowie jeweils ein duf3erer Pri-
mer dazu (F3 bzw. B3). Das Beson-
dere am internen Primer ist, dass er
am 5'-Ende mit einer Sequenz (Flc
bzw. Blc) verlingert ist, die kom-
plementir zu einer stromabwirts
gelegenen Sequenz (F1 bzw. B1) ist,
so dass der durch FIP bzw. BIP er-
zeugte DNA-Strang einen Loop (eine
Schlaufe) ausbildet (Abbildung 1¢).
Daher also der Name Loop-vermit-
telte Amplifikation - der uns direkt
zum eigentlichen LAMP-Grundprin-
zip fithrt: Zunichst werden in einem
ersten Prozess hantelformige DNA-
Fragmente gebildet (Abbildung 2).
An die aueren Bereiche der Han-
teln (den Loops) konnen nun wie-
der die FIP- bzw. BIP-Primer binden,
so dass von hier ausgehend die DNA
neu synthesiert wird. Gleichzeitig
findet auch eine Kettenverlingerung
vom F1-Primer bzw. B1-Primer statt,
was die ,strangverdringende“ DNA-
Polymerase moglich macht. Am
Ende entstehen fortwihrend neue
Fragmente, die aus Vielfachen der
von den Primern eingerahmten Se-
quenz bestehen - Multimeren also,
auch Konkatemere genannt (Abbil-
dung 2). Die Choreographie dieses
Prozesses ist so komplex, dass eine
komplette Beschreibung das Format
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ABB. 2 Erzeugung

der Hantelstruk-
turen und der
konkatemeren
Amplifikate. Aus-
gangspunkt der
Konkatemerbil-
dung ist die Poly-
merisation der
am Loop binden-
den Primer FIP
bzw. BIP sowie
der Primerenden
F1 bzw. B1. Die
Konkatemerbil-
dung ist hier nur
fiir eine Seite
gezeigt.

ABB. 3 Youtube-
Video “Loop-
Mediated Iso-
thermal Amplifi-
cation (LAMP)”
von New England
Biolabs.
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der ,Laborseite“ sprengen wiirde.
Eine sehr eindrucksvolle Animation
der Abliufe finden Sie iiber den
QR-Code (Abbildung 3), der zum
Youtube-Video Loop-Mediated Iso-
thermal Amplification (LAMP) von
New England Biolabs fiihrt.

Nach maximal 30 Minuten - bei
einer konstanten Temperatur von
etwa 65 °C liegen Milliarden von
Kopien des gewlinschen Fragmentes
vor, allerdings in Form von Multime-
ren in den unterschiedlichsten Lin-
gen (,jingere“ Fragmente sind kiir-
zer, ,altere“ langer).

Nachweis der Amplifikate

Trennt man diese Fragmente im
Agarosegel auf, erhilt man eine gan-
ze Leiter bis hin zu einem Schmier
von Banden. Eine feinere Verfolgung
der Amplifizierungsreaktion erfolgt
mit der Real Time-Fluoreszenzmes-
sung, indem man, ganz dhnlich wie
bei der Real Time PCR mit Hilfe
eines Fluoreszenzfarbstoffs, der sich
in die DNA einlagert, die zunehmen-
de DNA-Menge verfolgt, wofiir aller-
dings eine entsprechende Apparatur
notwendig ist. Fiir den Einsatz ,im

3/2021 (51)

Feld“ kann die amplifizierte DNA
auch einfach durch die Einlagerung
eines Farbstoffes nachgewiesen
werden, der als kolorimetrischer
Nachweis direkt im Reaktionsgefif3
sichtbar wird. Noch einfacher und
basaler ist der Nachweis iiber Mag-
nesiumphosphat-Prizipitate. Hort
sich kompliziert an, ist es aber
nicht: Werden bei der DNA-Poly-
merisation Nukleotide in die wach-
sende Kette eingebaut, entsteht,
sozusagen als Abfallprodukt, Pyro-
phosphat. Gibt man nun Magnesium
dazu, fillt dieses als weifler Nieder-
schlag in Form von Magnesiumphos-
phat aus, was mit blofem Auge im
Reaktionsgefifd sichtbar ist. Eine Tri-
bung zeigt also an, dass ein Ampli-
fikat der gesuchten DNA vorliegt.

Vor- und Nachteile der
isothermalen Amplifizierung

Die Vorteile der LAMP liegen auf der
Hand: Es werden keine teuren und
komplizierten Gerite benotigt; ein
Heizblock, Pipetten, ein paar Eppis
und die Reagenzien gentligen, daher
kann sie direkt vor Ort bzw. beim
Endverbraucher angewandt werden.

www.biuz.de

Sie ist hoch sensitiv und spezifisch,
sehr schnell und bringt eine hohe
Ausbeute [1]. Ein Nachteil ist, dass
sie mit diesen vielen Primern nicht
so leicht zu entwickeln ist. AuBer-
dem ist es schwierig, mehrere ver-
schiedene DNA-Fragmente in einem
Ansatz nachzuweisen (kein einfaches
SMultiplexen®).

Anwendungsbereiche

Die LAMP kann hervoragend in der
klinischen oder Felddiagnostik einge-
setzt werden. Sie eignet sich sehr gut
als diagnostisches Werkzeug fiir fast
jeden Erregertyp, selbstverstindlich
auch fiir den Nachweis von SARS-
CoV2 [2]. Fur das RNA-Virus muss
allerdings zunichst noch eine Rever-
se Transkriptase zugesetzt werden,
um die RNA des Virus in DNA umzu-
schreiben, die dann amplifiziert wer-
den kann. Anwendung findet die
LAMP auch in der Lebensmittelkon-
trolle, hier kann z.B. der Befall mit
Schimmelpilzen direkt vor Ort nach-
gewiesen werden [3]. Im Umweltmo-
nitoring kann z.B. die Anwesenheit
von invasiven Muscheln (genauer
deren Eier und Larven) im Oberfla-
chenwasser identifiziert werden [4].
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