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Sequenz-Anreicherung mit
Microtropfen-PCR fiir die
gezielte Sequenzierung

Jeff Olson, RainDance Technologies, Inc., Lexington, USA

Seit der Einfiihrung der Sanger-Sequenzierung in den siebziger Jahren hat die DNA-Sequenzie-
rungstechnologie grofRe Fortschritte erzielt. Das Rennen, die DNA-Sequenzierung ernsthaft zu
verbessern, begann 1990 mit dem Start des Human Genome Projects. Jedes der Next-Generation-
Sequencing-Verfahren, die nach Abschluss des Projektes im Jahr 2003 auf den Markt drangten,
nahm fiir sich in Anspruch, vollstindige Genome schneller, genauer und kostengiinstiger zu
sequenzieren. Obgleich die Fahigkeit, vollstandige Erbgutsatze sequenzieren zu konnen, oft
vorteilhaft ist, gibt es eine ganze Reihe von Anwendungen, die lediglich das Screenen ganz be-
stimmter genomischer Regionen erfordern, wie etwa Genotyp-Phdnotyp-Analysen, die Suche
nach chromosomalen Hot Spots und krankheitsrelevanten Genen sowie der Nachweis von SNPs
oder seltenen Genvarianten. Trotz der verbesserten Effizienz der Next-Generation-Seqencing-
Systeme bleibt die Sequenzierung tausender vollstandiger Genome gegen verschiedenste Pha-
notypen ein wirtschaftlich vollig unrealistisches Unterfangen. Um das volle Potential der neuen
Sequenzierungsverfahren ausschopfen zu konnen, wird daher ein robustes Verfahren benétigt, mit
dem relevante genomische Loci im Megabasen-Malstab isoliert werden kénnen. Methoden zur
Sequenzanreicherung und Genom-Partitionierung, die vor dem Sequenzieren eingesetzt werden
konnen, wurden bereits zur gezielten Abtrennung relevanter genomischer Regionen eingesetzt.
Diese Sequenzanreicherungs-Plattformen miissen kosteneffektiv, gezielt und verlasslich spezi-
fische genomische Regionen erkennen. Gelingt es effektiv, bestimmte Sequenzen anzureichern,
kénnen mehr Proben pro Zeiteinheit analysiert werden. Der dadurch bedingte héhere Durchsatz
hilft, Arbeit, Zeit und Kosten einzusparen.

Da die PCR (Polymerase chain reaction) einen
einfachen, flexiblen und robusten Arbeitsablauf
sowie ein hohes Ausmaf an Empfindlichkeit
und Spezifitat bietet, wird die Amplifikation inte-
ressierender Genomregionen als Goldstandard
bei der Sequenzanreicherung betrachtet. Der
Hauptnachteil des Verfahren zeigt sich jedoch
bei der Skalierbarkeit. Sobald die Zielregionen
grofler werden, miissen mehr Amplicons einge-
setzt werden, um diese abzudecken. Dies flihrt
zueinem hoheren Bedarfan Template-DNA und
PCR-Reagenzien, also zu insgesamt hoheren
PCR-Kosten sowie potentiellen Zusatzkosten
durch die Notwendigkeit, teure Automations-
[6sungen zu implementieren. Je ausgedehnter
also die Zielregion, desto unpraktischer erweist
sich die PCR bei der Sequenzanreicherung.

Eine neue Mikrotropfchen-basierte
Plattform zur Sequenzanreicherung

Raindance Technologies hat ein Verfahren
entwickelt, das das Skalierbarkeitsproblem I16st
und die robuste und einfache PCR-Methode mit
der Skalierbarkeit kleinvolumiger Mikrotrop-
fen verbindet. Herzstiick des Verfahrens, das
u.a. die empfindliche Hochdurchsatz-Analyse
individueller Genvariationen eroffnet, ist ein
Mikrotropfen-basiertes System fir den PCR-
Schritt (Rainstorm™). Dabei werden mehr als
eine Million Tropfchen, in denen jeweils eine
separate PCR-Reaktion ablduft, in ein einziges
Rohrchen gegeben, ohne dabei ihre Integritat

Abb. 1: Schema der Abldufe der Sequenzanreicherung auf einem Rainstorm™ Mikrofluidik-Chip. a. Injektion der Primer-Library-Tropfen.
b. Herstellung der Templatetropfen auf dem Chip. c. Tropfenfusion in der Mischkammer. Details siehe Text
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Abb.2: Resultate der gezielten Sequenzierung (454 FLX Daten). Gezeigt ist die Verteilung der
Amplicon-Readtiefe (rot) und der kumulativen Readiefe (blau) aller 3976 PCR-Amplicon.

zu verlieren. Die Picoliter-Tropfchen konnen
dadurchin Standard-Thermocyclern prozessiert
werden,denn ein proprietares Netzmittel stabili-
siert das wassrige Tropfchen an der Grenzflache
zum umgebenden OIfilm. Die stabile Trennung
der Picoliter-groRen Reaktionskompartimente
ermoglicht ein Multiplexing in einem einzigen
Rohrchen, das mehreren hundert bis tausend
PCR-Reaktionen entspricht, zugleich aber die Ki-
netik und Robustheit einer Singleplex-Reaktion
aufweist. Fur die PCR werden zwei Sets von
Tropfchen prapariert, sogenannte Template-
Tropfen sowie Primer-Library-Tropfen.

Die 25 pm im Durchmesser messenden,
vollautomatisch hergestellten Primer-Library-
Tropfen (Volumen 8 Picoliter) enthalten eine
Bibliothek von bis zu 4.000 Primerpaaren, wobei
jeder Tropfen ein anderes Primerpaar enthalt.
Das vollautomatische System, mit dem sich
jeweils mehrere hundert bis tausend Tropfen
eines jeden Primerpaares herstellen lassen,
zahlt beim Herstellungsprozess die Zahl der
produzierten Tropfen jedes Primerpaars und
Uberprift deren Volumen. Dies stellt sicher,dass
alle Primerpaare gleichstark in der Bibliothek
reprasentiert sind, damit eine ausgeglichene
Abbildung der interessierenden genomischen
Bereiche und Ampliconausbeute erreicht wird.
Die Primer-Library-Tropfen werden zentralisiert
im Kundenauftrag hergestellt und an Endkun-
den versandt.

Die 33 ym im Durchmesser messenden
Template-Tropfen (Volumen 18 pl), die im Labor
des Endnutzers auf dem RDT 1000-Instru-
ment herstellt werden, enthalten genomische
Template-DNA (2 pg Template-DNA reichen
dabei flir mehr als 10°Reaktionstropfchen aus),
DNA-Polymerase, dNTPs und PCR-Puffer.

Primer-Library-Tropfen und Template-Tropfen
werden unter Einsatz eines mikrofluidischen
Einmalchips auf dem RDT 1000-Instrument
zusammengefiihrt. Dazu wird die Primerpaar-
Library in Port Ades Chips geladen,wahrend die
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wassrige Template-Losung auf Port B des Chips
aufgetragen werden (vgl. Abb.1).

Die Template-Tropfen werden erst auf dem
Chip (an der Einspritzéffnung, vgl. Abb. 1, B)
geformt, wandern den Kanal hinab und ver-
binden sich im Verhaltnis ein Template-Tropfen
zu ein Primerpaar-Tropfen mit der Primerpaar-
Bibliothek. In der Mischkammer (Abb. 1C) in-
duziert ein elektrisches Feld die Vermischung
der bis dahin lediglich gepaarten Tropfchen
zu sogenannten PCR-Tropfchen. Diese werden
dann am Chipkanal-Ausgang (Abb.1, Off-Chip)
in Standard PCR-Rohrchen gesammelt und die
darinenthaltene DNA anschlieBend in handels-
tublichenThermocyclern jeweils im Tropfen am-
plifiziert. Nach der PCR-Reaktion wird die DNA
ausder Emulsionisoliert und kann anschlieBend
auf Next-Generation-Sequenzier-Plattformen
analysiert werden.

Um die Qualitat der Sequenzanreicherung
vor nachfolgenden Studien zu beurteilen, gibt
es insbesondere zwei fur Forscher wichtige
Kriterien, die einen direkten Einfluss auf die
Datenqualitat und Kosten einer Studien haben
konnen: Der Prozentsatz der reprasentierten
Zielbasen bei minimaler Abdeckung (Redun-
danz) sowie der Sequenzierungsaufwand, um
diese Abdeckungzu erreichen. Dabei interessiert
es besonders, soviel Targetsequenz wie moglich
mit ausreichender Abdeckung bei zugleich mi-
nimalem Sequenzierungsaufwand zu erhalten,
um eine groRere Probenanzahl untersuchen zu
kénnen und damit die Studie besser statistisch
abzusichern.

1,6 Mb genomischer Sequenz enthielt. Die
nachfolgende Sequenzierung erfolgte auf zwei
Kanalen eines lllumina GAll-Instrumentes. Bei
10 oder mehr Reads innerhalb eines Laufes
konnten 99% der Zielbasen dektektiert werden,
wobei 94% der Zielbasen sehr gleichmaRige
Reads (0,2 des Mittelwertes) zeigten (vgl. Abb.
2). Die Vollstandigkeit und Uniformitat der Se-
quenzanreicherung ermoglicht die gezielte Se-
quenzierung auf Next-Generation-Sequencing-
Plattformen, zum Beispiel, um zuverldssig und
mit minimalem Sequenzieraufwand Varianten
zu detektieren. Als Tei des 9.972 Primer-Tropfen-
Sequenzanreicherungsexperimentes wurde
eine HapMap-Probe der Coriel-Probenbank (NA
18858) sequenzangereichert und nachfolgend
aufzwei Kanalen des lllumina GAIl-Systems so-
wie einer halben Picoliterplatte des Roche/454-
GS-FLX-Systems analysiert. Bei der Analyse der
Sequenzldufe hinsichtlich des Auftretens von
SNPs zeigte sich eine Konkordanz von 99,8% zu
Daten der HapMap-Datenbank. Eine zusatzli-
che Allelfrequenz von 49,5% flr heterozygote
SNPs dokumentiert die Leistungsfahigkeit und
Arbeitsokonomie der hier vorgestellten Mik-
rotropfen-PCR bei der gezielten Anreicherung
spezifischer genomischer Regionen.

Ausblick

Die derzeitige Abkehr von hdufig auftretenden
Genvariationen bei der Suche nach krankheits-
relevanten Genvarianten zugunsten seltener
auftretenderVariationen, wird einen verstarkten
Einsatz der Next-Generation-Sequenzierung
begiinstigen. Um die Signifikanz seltenerer
Varianten statistisch belegen zu kénnen, wird
es erforderlich sein, groBere Probenzahlen zu
screenen. Neben der Optimierung der Next-
Generation-Sequencing-Verfahren wird deshalb
die Arbeitsokonomie und Leistungscharakte-
ristik von Sequenz-Anreicherungsverfahren fir
spezifische genomische Zielregionen immer
bedeutender werden, da diese die Kosten pro
Probe mafgeblich bestimmen.

Die von von Raindance Technologies ent-
wickelte Mikrotropfen-PCR zur Sequenzan-
reicherung bietet in diesem Zusammenhang
eine ganze Reihe von Vorziigen: die Flexibilitat
sowohl auf diskrete Loci als auch zusammen-
hangende Sequenzen abzuzielen; die Mog-
lichkeit die gezielte Sequenzierung in grofRen
Kohorten anwenden zu konnen; signifikante
Einsparungen an Studienzeit und -kosten sowie
drastische Verkiirzung der hands-on-Zeit durch
einen vereinfachten Arbeitsablauf.

Fallstudie

Entsprechende Daten wurden in einem Experi-
ment erhalten,in dem die Sequenzanreicherung
auf der Plattform von Raindance Technologies
mit einer Primer-Tropfen-Bibliothek durchge-
flhrt wurde, die 3.976 Amplicons entsprechend
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