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Nukleinsaureamplifikation

Schnellnachweis von SARS-CoV-2 mit
recombinase polymerase amplification
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The COVID-19 pandemic highlights the need for fast and simple assays
for nucleic acid detection. As an isothermal alternative to RT-qPCR, we
outline the development of a detection scheme for SARS-CoV-2 RNA
based on reverse transcription recombinase polymerase amplification
(RT-RPA) technology. RPA uses recombination proteins in combination
with a DNA polymerase for rapid amplification of target DNA at a con-
stant temperature (39-42 °C) within 10 to 20 minutes and can be moni-
tored in real-time with fluorescent probes.
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B Die derzeitigen Protokolle zur Diagnose
von SARS-CoV-2-Infektionen beruhen auf der
quantitativen reversen Transkriptions-PCR
(RT-gPCR) fiir den Direktnachweis der vira-
len RNA [1]. PCR-basierte Methoden sind
jedoch aufgrund des notwendigen energiein-
tensiven Thermocyclings fiir schnelles und
dezentrales Screening vor Ort schwierig
umsetzbar. Alternativ sind seit einigen Jah-
ren isotherme Verfahren — wie die loop-medi-
ated isothermal amplification (LAMP) [2] oder
die recombinase polymerase amplification
(RPA) [3] - verfiigbhar, welche der PCR hin-
sichtlich Sensitivitat und Spezifitat gleich-
wertig sind. Diese Methoden erfordern keine
hochentwickelten Thermocycling-Instrumen-
te und beruhen auf enzymatischen Prozes-
sen. Aufgrund ihres vergleichsweise einfa-
chen Designansatzes, milder Prozesstempe-
ratur (39-42 °C), einer rasanten Amplifika-
tionsgeschwindigkeit (10-20 min.) und der
Verfiligharkeit von Reagenzien in lyophili-
sierter Form sehen wir die RPA als vielver-
sprechende isotherme Nukleinsdure-Nach-
weismethode fiir die Vor-Ort-Diagnostik
(Point-of-Care-Testing, POCT) an. Aufbauend
auf vorhergehenden Arbeiten, in welchen der
Nachweis anderer Coronaviren wie MERS-
CoV [4] und Bovines Coronavirus (BCoV) [5]
mittels RPA demonstriert wurde, stellen wir

in diesem Artikel die Entwicklung eines
RPA-Assays fiir den Schnellnachweis von
SARS-CoV-2 vor. Zusétzlich zum eigentli-
chen Assaydesign prdsentieren wir auch
einen neuartigen Ansatz fiir die Konstruk-
tion von fluoreszenzmarkierten Oligonukle-
otidsonden fiir den Echtzeitnachweis der
RPA.

Funktionsprinzip der recombinase
polymerase amplification (RPA)

Das grundlegende Funktionsprinzip der RPA
ist dem natiirlichen Replikationsmechanis-
mus von Bakteriophage T4 nachempfunden
(Abb. 1). Im ersten Schritt bindet das Enzym
T4 UvsX (recombinase) mit T4 UvsY (loading
factor) als Koenzym an die Primer. Dieser
Nukleoproteinkomplex bindet unter Ausbil-
dung einer Verdrangungsschleife (D-Loop, in
Abb. 1C angedeutet) an die zum Primer kom-
plementédre doppelstrangige Ziel-DNA. Nach
der Hybridisierung lost sich UvsX vom Pri-
mer, wahrend die gedffnete Verdrangungs-
schleife durch einzelstrangbindenende Pro-
teine (T4 gp32) stabilisiert wird. Nun wird
das freie 3’-Ende des Primers von einer meso-
philen DNA-Polymerase mit Strangverdran-
gungsaktivitit, z. B. Bsu oder Sau, verlangert.
Dieser Prozess wird sowohl vom Vorwarts-
als auch vom Riickwértsprimer gleichzeitig

initiiert, was zu einem exponentiellen
Kopierprozess der Ziel-DNA fiihrt.

Als weitere Komponenten sind dNTPs als
Bausteine fiir die DNA-Synthese sowie ATP
als Energiequelle und hochmolekulares PEG
zur Steigerung der Reaktivitdat im RPA-Mix
enthalten. Durch Hinzufligen einer reversen
Transkriptase (RT) kann die RPA-Reaktion
auch zum Nachweis von RNA verwendet wer-
den. Hierfiir erfolgt zundchst die Synthese
komplementdrer DNA (cDNA) ausgehend
von dem zur Ziel-RNA komplementdren
Primer. Die so entstandene komplementare
DNA wird sofort vom eigentlichen RPA-
Mechanismus erkannt und, wie zuvor
beschrieben, kopiert. Die fiir die RPA ver-
wendeten Primer sind mit 30 nt bis 35 nt
langer als typische PCR-Primer, da nicht die
Schmelztemperatur, sondern die Bindungs-
fahigkeit an UvsX fiir die Funktionalitat
bestimmend ist [6].

Sondensysteme fiir die RPA

Da der RPA-Prozess in vielen Fillen neben
dem gewiinschten Produkt weitere Neben-
produkte erzeugt, ist ein Echtzeitnachweis
der RPA durch interkalierende Fluoreszenz-
farbstoffe, wie z. B. SYBR Green, nicht emp-
fehlenswert. Fiir den fluoreszenzbasierten
Nachweis stehen exo-Sonden zur Verfiigung.
Hierbei handelt es sich um zum gewtiinschten
RPA-Produkt komplementare einzelstrangige
DNA-Oligonukleotide mit einer Ldnge von
mindestens 46 nt. Intern ist das Oligonukleo-
tid mit einer Struktur bestehend aus einem
Fluorophor, einer fehlenden Base (AP-Stelle)
sowie einem Fluoreszenzquencher modifi-
ziert (Abb. 2). Hybridisiert dieses Sondenmo-
lekiil an das komplementdre RPA-Produkt,
wird die nun im Doppelstrang enthaltene
AP-Stelle von der AP-Endonukleaseaktivitit
der Exonuklease III (Exolll) erkannt und
gespalten. Dies fiihrt zu einer rdumlichen
Trennung von Fluorophor und Quencher,
wodurch ein zur DNA-Kopienzahl proportio-
nales Fluoreszenzsignal entsteht. Zudem
dient das nun freigewordene 3’-Ende als
weiterer Primer und wird von der DNA-Poly-
merase verldangert.
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A Abb. 1: Prinzip der recombinase polymerase amplification (RPA). A, Bildung des Nukleoprotein-
komplexes. B, Die Nukleoproteinkomplexe finden ihre Komplementérsequenzen in der Ziel-DNA.
C, Anbindung der Primer unter Ausbildung einer Verdrangungsschleife. D, Stabilisierung der Ver-
drangungsschleife durch gp32 und Anlagerung der DNA-Polymerase. E, Verlangerung der Primer
durch DNA-Polymerase. F, Die Zielsequenz wurde kopiert.

Herausforderungen fiir das
Sondendesign

Eine Herausforderung im Design von Sonden
nach dem exo-Prinzip ist der interne Einbau
von Fluorophor- und Quenchermolekiilen.
Diese sind kommerziell zu einem vertret-
baren Preis nur als an Thymin gebundene
Bausteine verfiigbar. Da ein ausreichendes
Quenching nur dann gegeben ist, wenn Fluo-
rophor und Quencher nicht weiter als ein bis
fiinf Nukleotide voneinander entfernt sind,
muss die Sondensequenz zwei Thymine in
diesem Abstand aufweisen. Im Zusammen-
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hang mit weiteren Designregeln beziiglich
Homo- und Heterodimerbildung von exo-
Sonde und Primern fiihrt dieses oft zu Ein-
schrdnkungen in der Wahl der Zielsequenz
[7]. Unsere Arbeitsgruppe konnte jedoch
kiirzlich mit der Entwicklung des exo-1Q
(internally quenched)-Sondenprinzips eine
Losung fiir dieses Problem prasentieren [8].
Durch Verwendung einer alternativen, kom-
merziell verfiigharen Anbindungsmethode
fiir das Quenchermolekiil iiber einen Zwi-
schenlinker (Abb. 2) kann dieses unabhéan-
gig von der Basenabfolge der Sondensequenz

eingebaut werden. Dadurch ist lediglich das
Vorhandensein eines Thymins notwendig.
Durch die so gewonnene Flexibilitat in der
Auswahl der Sondensequenz kann die exo-
I0-Sonde nach einem festen Schema erstellt
werden. Hierdurch ist zudem gewahrleistet,
dass sich Fluorophor und Quencher immer
im geringen Abstand von nur zwei Basen
positionieren lassen, was eine deutlich bes-
sere Funktion der Sonde durch ein hoheres
Signal-Rausch-Verhéaltnis wahrscheinlicher
macht.

Design eines RPA-exo-I0-Assays am
Beispiel von SARS-CoV-2

Das fiir den Virusnachweis gewihlte Zielgen
muss hochspezifisch sein und einer geringen
Mutationswahrscheinlichkeit unterliegen
sowie vorzugsweise etwa 1 kb lang sein, um
gentigend Flexibilitat in der Positionierung
der RPA-Primer und exo-IQ-Sonde zu gewahr-
leisten. Im Fall der Coronaviren bietet sich
hierfiir das Nukleoprotein-Gen (N-Gen) mit
einer Linge von etwa 1,2 kb an, da dieses
zusdtzlich wahrend der viralen Replikation
auch in sehr hoher Kopienzahl vorliegt,
wodurch die diagnostische Sensitivitat
erhoht werden kann. Geeignete RPA-Primer-
und Sondensequenzen konnten bisher ledig-
lich semi-automatisch unter Zuhilfenahme
von angepasster PCR-Designsoftware erstellt
werden. Seit 2019 kann dies jedoch mit
PrimedRPA [9] erfolgen, der ersten
Designsoftware speziell fiir RPA-exo-Assays.
Ausgehend von diesen Daten werden
zunachst alle Sonden ausgewahlt, welche ein
Thymin an Position 30 besitzen und die
gewdhlten Sequenzen werden mittels Align-
ment auf ihre Selektivitdt beziiglich der
gewiinschten Zielsequenz gepriift. Bei der
Entwicklung einer SARS-CoV-2-RPA muss
hier insbesondere auf die Selektivitat gegen-
tiber SARS-CoV sowie weiterer respiratori-
scher Viren, welche ein dhnliches klinisches
Bild hervorrufen, geachtet werden. Da der
Nachweis von SARS-CoV-2 aus Nasen-/
Rachenabstrichen erfolgen soll, muss zusatz-
lich eine Kreuzreaktivitdt mit humaner DNA
ausgeschlossen sein. Ist eine Sondensequenz
gefunden, die alle theoretischen Bedingun-
gen erfiillt, werden zwei bis vier Paare flan-
kierender Primer aus der von PrimedRPA
generierten Liste ausgewdahlt. Nach der Syn-
these der Primerpaare und der Sonde wird
jede mogliche Kombination aus Vorwarts-
und Riickwartsprimer in Kombination mit
der Sonde getestet. Als Zielsequenz wird ein
in vitro-Transkript des SARS-CoV-2 N-Gens
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A Abb. 3: Ablaufschema des SARS-CoV-2-Schnellnachweises mittels RT-RPA. A, Probennahme
mittels Nasen-/Rachenabstrich. B, Extraktion der SARS-CoV-2-RNA aus der Patientenprobe.
C, Durchfiihrung der SARS-CoV-2-spezifischen RT-RPA. D, Ergebnisinterpretation/Befundung

anhand der Fluoreszenzsignalverléufe.

in definierter Konzentration verwendet. Die
Primerpaare werden nun anhand ihrer Reak-
tionsgeschwindigkeit und Fluoreszenzinten-
sitat bewertet. Ist eine vielversprechende
Kombination gefunden, wird diese mittels
einer Verdiinnungsreihe der Zielsequenz auf
ihre Sensitivitat gepriift. Konnte keine gute
Kombination gefunden werden, werden wei-
tere Primer ausgewahlt oder bestehende in
Lange und/oder Position verandert, bis ein
zufriedenstellendes Ergebnis erreicht wird.
Nach unserer Erfahrung ist die Wahl der
RPA-Primer und nicht so sehr die exo-IQ-
Sonde fiir die Funktionsfdhigkeit eines
Assays ausschlaggebend. Fiir die beste ermit-
telte Kombination aus Primern und Sonde
muss nun die zuvor in silico erfolgte Selekti-
vitdtsbestimmung experimentell verifiziert
werden. Hierfiir wird der Assay mit Nuklein-
sdureproben aus Zellkultur anderer respira-
torischer Viren durchgefiihrt. Wird keine
Kreuzreaktivitat beobachtet, kann der Assay
mit vollstindigen SARS-CoV-2-Virusgeno-
men aus Zellkultur analysiert und dann mit
Patientenproben validiert werden (Abb. 3).
Nach den Herstellervorgaben betragt das
Reaktionsvolumen eines RPA-Ansatzes 50 pl,
wobei bis zu 5 ul Probe eingesetzt werden
konnen. Da im Fall von SARS-CoV-2 eine
sehr hohe Konzentration an Zielmolekiilen
in Patientenproben vorhanden ist, kann das
Reaktionsvolumen auf ein Achtel reduziert
werden. Dies ist insbesondere wahrend
Pandemien vorteilhaft, da es hier schnell zu
Lieferengpédssen von Reagenzien kommen
kann.

Ausblick

Nach der Entwicklung des RT-RPA-Assays
steht nun die Integration in ein mobiles
Gesamtsystem nach dem Vorbild eines por-
tablen Kofferlabors [10] fiir den schnellen
Vor-Ort-Einsatz an. Da eine traditionelle Pro-
benpraparation tiber selektive Festphasen-
bindung fiir den mobilen Einsatz ungeeignet
ist, sollen schnelle Einschritt-Praparations-
verfahren, wie z. B. bereits von A. Ladha et al.
[11] vorgestellt, auf ihre Kompatibilitdt mit
der RPA untersucht werden. Zudem soll ver-
sucht werden, den bestehenden Assay zu
einem Multiplex-Assay auszubauen. Hierfiir
soll der Assay um eine humane Extraktions-
kontrolle fiir die Bewertung der Proben-
qualitit sowie weitere SARS-CoV-2-Zielgene
erweitert werden. Zukiinftig sind Projekte
fiir den Schnellnachweis weiterer respirato-
rischer Erreger geplant.
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