PCR:
Eine ausgezeichnete Methode

Kaum eine Erfindung hat die biologi-
sche Wissenschaft so schnell so sehr
verdndert wie die Polymerase Chain
Reaction, die PCR. Mit ihrer Hilfe
lassen sich winzige Mengen an DNS
in kiirzester Zeit so stark verviel-
faltigen, dass sie ohne Probleme
nachzuweisen, zu untersuchen und
weiterzuverwenden sind. Langst hat
auch die Medizin dieses Potenzial
erkannt - und immer neue Anwen-
dungen kommen hinzu. Uberall dort,
wo Gene Aufschluss iiber den Grund
oder den Verlauf einer Krankheit
geben, ist die PCR die Methode der
Wahl.



Wotiir langweilige Autofahrten doch gut sein konnen. Dunkel-
heit, Wochenende, eintonige Strecke — der amerikanische Che-
miker Kary Mullis verdankt dieser Situation seinen Nobelpreis.
Denn dort, am Steuer seines Wagens an einem Aprilwochenen-
de im Jahr 1983, erfand er nach eigener Aussage das Prinzip der
Polymerase-Kettenreaktion. Zwischen den Geritschaften seines
Labors wire Mullis die folgenreichste Idee seines Lebens viel-

leicht nie gekommen.

Begriffe

DNS Desoxyribonukleinsdure, engl. DNA; die chemische
Substanz, aus der unser Erbgut besteht.

RNS Ribonukleinsaure, engl. RNA; die chemische Sub-
stanz, aus der unter anderem die Arbeitskopien der Gene
(mRNS) bestehen.

Nukleinsauren Der chemische Uberbegriff fiir DNS und
RNS; Nukleinséuren sind kettenférmige Molekiile, deren ein-
zelne Bausteine die Nukleotide sind.

Nukleotide Die Bausteine der DNS; sie bestehen aus den
vier Basen Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin (A, T, C, G; in
der RNS kommt statt Thymin die Base Uracil mit dem Kiirzel U
vor), einem Zucker- und mindestens einem Phosphatrest;
ohne Phosphatrest spricht man von Nukleosiden.

Sequenz Abfolge der Bausteine der DNS (DNS-Sequenz)
oder der RNS (RNS-Sequenz).

Primer Eine kurzes Stlick DNS mit definierter Sequenz, das
als Verlangerungspunkt fiir Polymerasen dient.
Polymerasen Enzyme, die aus den einzelnen Nukleotiden
lange DNS- oder RNS-Ketten knipfen.

Hybridisierung Die Verbindung zweier komplementérer
DNS-(oder RNS-)Strange zu einem Doppelstrang.
Komplementdre DNS Die Bausteine der DNS und RNS
bilden bestimmte Paare. Zwei Strange, deren Bausteine jeweils
perfekte Paare bilden, nennt man komplementar; sie konnen
einen stabilen Doppelstrang bilden.

Binnen weniger Jahre hat
die PCR — das ist die gingige
Abkiirzung fir die Polyme-
rase Chain Reaction — die
biologischen Labors der
Welt erobert. Schon Mitte
der 1980er Jahre wurde mit
dem Gen fiir die Sichelzell-
anidmie zum ersten Mal eine
Krankheit durch PCR diag-
nostiziert; etwa gleichzeitig
hielt die Methode Einzug in
die Gerichtsmedizin. Threm
Erfinder hat die PCR in
Rekordzeit die wichtigste
wissenschaftliche Auszeich-
nung beschert: 1993, nur
zehn Jahre nach der besag-
ten Autofahrt, war Kary
Mullis Nobelpreistriger fiir
Chemie. Der Grund fiir
diesen auflergewohnlichen

Schnelle Vervielfaltigung

von DNS
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Erfolg liegt darin, dass die Methode die Losung fiir eines der
dringendsten biologischen Probleme ihrer Zeit war — der Ver-
vielfiltigung von DNS.

Mit der PCR lassen sich unmessbar kleine Men-
gen DN in kurzer Zeit so oft kopieren, dass man
sie mit den tblichen Labormethoden untersu-
chen und zum Beispiel sequenzieren (also die Abfolge ihrer Bau-
steine feststellen) kann. Theoretisch gentigt dafiir ein einziges
DNS-Molekiil — die PCR ist damit eine der empfindlichsten bio-
logischen Techniken tiberhaupt. Mit diesen Fihigkeiten hat
Mullis” Methode letztlich das Zeitalter der Genomik eroffnet.



Vom Human-Genom-Projekt tiber die Suche nach Targets bis

zur Entwicklung von Gentests kommt kaum ein Bereich der ge-
netischen Forschung ohne sie aus. Erst mit der Verwendung im-
mer empfindlicherer DNS-Chips bekommt die PCR seit weni-
gen Jahren in einigen ihrer Einsatzbereiche Konkurrenz (siche
Kapitel tiber DNS-Chips). Doch auch dabei ist oft zuvor eine
Vervielfiltigung der gesuchten DNS notig, weshalb PCR und

DNS-Chips hiufig ineinander greifen.

Einfach und wirkungsvoll: Das Prinzip der PCR
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Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reac-

tion, kurz PCR) dient der Vervielfaltigung der DNS. Sie

beruht auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei

Schritten:

1. Denaturierung: Die Reaktionsldsung mit den DNS-
Molekilen (welche kopiert werden sollen), den Poly-
merasen (welche die DNS kopieren), den Primern (wel-
che als Start-DNS dienen) und den Nukleotiden (wel-
che an die Primer angehangt werden) wird auf 95°C
erhitzt. Dadurch trennen sich die beiden komplementa-
ren Strange, die DNS «denaturiert».

2. Hybridisierung: Durch das Herabsetzen der Temperatur
auf 55°C verbinden sich die Primer mit der DNS - ein
Vorgang, den man «Hybridisierung» nennt. Diese Ver-
bindung ist nur dann stabil, wenn Primer und DNS-
Abschnitt komplementar sind, sich also zwischen ihren
Bausteinen Basenpaare bilden kdnnen. An diesen Stel-
len beginnen die Polymerasen damit, weitere komple-
mentéare Nukleotide anzubauen und damit die Verbin-
dung zwischen Primern und DNS zu starken.

3. Verlangerung: Die Temperatur wird nun wieder erhéht,
diesmal auf 72°C. Das ist die ideale Arbeitstemperatur
fur die verwendeten Polymerasen, welche weitere Nuk-
leotide an die entstehenden DNS-Strdnge anbauen.
Zudem brechen die losen Verbindungen zwischen Pri-
mern und solchen DNS-Abschnitten wieder auf, die
nicht vollstdndig komplementar sind.

Durch die standige Wiederholung dieser drei Schritte ver-

doppelt sich jedes Mal die Anzahl an kopierten DNS-Mole-

kiilen. Nach 20 Zyklen entstehen auf diese Weise aus einem
einzigen DNS-Doppelstrang etwa eine Million Molekiile.

Die oberen Angaben zu Temperatur und Dauer der einzel-

nen Schritte beziehen sich auf das am haufigsten verwen-

dete Standardprotokoll. Inzwischen gibt es eine Vielzahl
von Abwandlungen, die fir spezielle Anforderungen bes-
sere Ergebnisse bringen.

PCR: Eine ausgezeichnete Methode
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Kopien von Kopien Das Grundprinzip der PCR ist einfach. Wie der

von Kopien

Name sagt, handelt es sich um eine Kettenreak-

tion: Aus einem DNS-Molekiil werden zwei, dar-
aus vier, daraus acht und so weiter. Bewerkstelligt wird die stidn-
dige Verdopplung von bestimmten Proteinen, den Polymerasen.
Diese Enzyme sind in der Lage, die einzelnen Bausteine der DNS
zu langen Molekiilstringen zu verbinden. Sie benotigen dafiir
erstens die einzelnen Bausteine der DNS — die Nukleotide aus
den Basen Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin (A, T, C oder
G). Zweitens benotigen sie ein kleines Stiick DNS, an das sie die
Bausteine anbauen — den so genannten Primer. Und drittens
brauchen die Polymerasen fiir ihre Arbeit eine Vorlage in Form
eines lingeren DNS-Molekiils, welches als Schablone fiir den
Zusammenbau des neuen Stranges dient — die Matrize, auf eng-
lisch Template. Sind diese drei Vorgaben erfiillt, erstellen die En-
zyme prizise Kopien ihrer Vorlagen (siehe Kasten auf Seite 69).
Wichtig ist dieser Vorgang zum Beispiel bei der Zellteilung,
wenn DNS-Polymerasen das Erbgut verdoppeln. Daneben gibt
es auch RNS-Polymerasen, die entsprechend RNS-Bausteine
zu Molekiilstringen zusammenbauen; sie erstellen vor allem
mRNS, das sind die Arbeitskopien der Gene.

Unbekannte DNS kopieren  Fiir die PCR bedient man sich nun dieser Enzy-
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me, um beliebige Bereiche von Nukleinsduren zu
vervielfiltigen. In der Regel sind das DNS-Striange; wenn RNS
kopiert werden soll, schreibt man diese meist zunédchst mithilfe
des Enzyms «Reverse Transkriptase» in DNS um. Diese Metho-
de nennt man RT-PCR (reverse transcription PCR). Fur die an-
schlieffende Vervielfiltigung muss nur ein kleines Stiick des ge-
suchten DNS-Bereichs bekannt sein, nach dessen Vorlage man
den entsprechenden Primer zur Einleitung der Reaktion her-
stellt. Von diesem Primer aus kann man dann mit der PCR v6l-
lig unbekannte DNS-Sequenzen kopieren — und genau das ist
eine der wichtigsten Eigenschaften der Methode.
Da Gene immer wieder von dhnlichen, kurzen Abschnitten
begleitet werden, kann man mithilfe dieser Muster auch unbe-
kannte Gene vervielfiltigen. Das ist ein wichtiger Ersatz fiir das
so genannte molekulare Klonen, bei dem DNS-Stiicke langwie-
rig in Bakterien oder anderen Wirtsorganismen vervielfiltigt
werden — mit der PCR lisst sich dieses Ziel schneller, einfacher
und vor allem in vitro, also im Reagenzglas, erreichen. Dartiber
hinaus kann man bei der PCR bekannte Bereiche langer DNS-



Molekiile wie etwa eines Chromosoms nutzen, um davon aus-
gehend weiter in unbekannte Bereiche vorzudringen.

Hilfe aus heien Quellen Die PCR-Methode ist bald nach ihrer Entdeckung
in vielfiltiger Weise weiterentwickelt worden.

Eine der ersten Verinderungen des urspriinglichen Protokolls
betraf die verwendeten Polymerasen. Wie alle Enzyme arbeiten
sie am besten bei der gewohnten Korpertemperatur des Orga-
nismus, aus dem sie stammen. Beim Menschen sind das 37°C —
darunter sinkt die Aktivitit der Enzyme schnell, dariiber werden
sie bald zerstort. Bei der PCR miissen jedoch die beiden Stringe
der DNS getrennt werden, um ein Anheften der Primer zu er-
lauben. Dafiir ist eine Temperatur von etwa 95°C nétig, eine
Hitze, bei welcher die Polymerasen der weitaus meisten
Organismen unwiderruflich zerstort werden. Daher musste in
den ersten Reaktions-Ansitzen bei jedem Zyklus wieder neues
Enzym zugegeben werden — ein zeitraubendes und teures Ver-
fahren.
Abhilfe fiir dieses Problem
fand man in heiflen Quellen: F
Unter den unwirtlichsten i
Bedingungen, bei Tempera-
turen bis tber 100°C und
zum Teil extremen Salz-
oder Siduregehalten, leben
dort noch Mikroorganis-
men. Thre Polymerasen sind
an die hohen Temperaturen
angepasst — und bieten sich
daher auch fiir die PCR an.
Die Polymerasen in fast al-

len PCR-Ansiitzen der Welt  HeiRe Quelle: Thermus aquaticus. In fast allen PCR-An-
stammen heute daher aus  satzen der Welt finden sich heute so genannte Taq-Poly-
merasen aus dem Bakterium Thermus aquaticus. Dieser
Mikroorganismus lebt in heiBen Quellen bei etwa 70 °C.
Der erste T. aquaticus-Stamm, aus dem Polymerasen fiir
heiflit das prominente Bak-  die PCR gewonnen wurden, stammte aus dem amerika-
terium, und seine «Taq»_ nischen Yellowstone-Nationalpark.

einem solchen Mikroorga-
nismus: Thermus aquaticus

Polymerase  bildet  die

Grundlage fiir eine ganze Industrie. Es stammt urspriinglich aus
einer etwa 70°C heilen Quelle in der Nihe der Great Fountain
Geyser im amerikanischen Yellowstone-Nationalpark. Mitar-
beiter der Firma Cetus, fur die Kary Mullis zur Zeit seiner Er-
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findung arbeitete, nahmen dort die ersten Proben, aus denen sie
im Labor dann einen der heute wichtigsten Bakterienstimme
der Welt ziichteten. Inzwischen wurde Thermus aquaticus in vie-
len dhnlichen Quellen iiberall auf der Welt gefunden.

Weiterentwicklung Die Einfithrung der Taq-Polymerase in die PCR

weltweit

ist bei weitem nicht die einzige Veranderung und

Weiterentwicklung der Methode geblieben. Maf3-
geblich dazu beigetragen hat die Tatsache, dass Mullis seine Er-
findung relativ frith publiziert hat — wenn auch mit Problemen:
Die beiden renommiertesten Fachzeitschriften, Science und Na-
ture, erkannten die Bedeutung der PCR nicht und lehnten die
Veroffentlichung ab. Auch ist die Verwendung der Technik heu-
te trotz eines weltweiten Patentschutzes fiir die nicht-kommer-
zielle Grundlagenforschung frei und kostenlos — eine Entschei-
dung des Rechteinhabers Roche. Das Unternehmen hat 1991 fiir
300 Millionen Dollar eine exklusive Lizenz von Mullis’ dann
schon ehemaligem Arbeitgeber Cetus erworben. In vielfiltiger
Weise haben Wissenschaftler in aller Welt die PCR-Methode bis
heute immer wieder verandert und fiir die Routine-Diagnostik
und die molekulare Forschung angepasst. Zugleich sind immer
neue Anwendungen fiir die Technik gefunden worden.

Wegbereiter der Genomik:  In den 1990er Jahren gab es in der Biologie nur
DNS-Sequenzierung ein grofles Thema: die Genom-Entschliisselung.
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Mitriesigem technischem und organisatorischem
Aufwand entriss man zunichst Viren und Bakterien, dann He-
fen, Pflanzen und Tieren und zuletzt sogar den Menschen das
Geheimnis ihres Erbguts. Moglich wurden diese Projekte erst
durch die PCR, denn nur diese Methode erlaubte es, in kiirzes-
ter Zeit die fur die Sequenzierung benétigten grofien DNS-Men-
gen bereit zu stellen. Die einfache Vervielfaltigung von DNS ist
daher eine der zentralen Aufgaben der Methode geblieben.
So kommt die PCR auch heute noch iiberall dort zum Einsatz,
wo die genaue Abfolge der DNS-Bausteine bestimmt werden
muss: Bei weiteren Genom-Projekten, bei der Erforschung neu-
er Gene, bei der Untersuchung von Veranderungen im Erbgut,
bei der Suche nach Targets und so weiter. Aktuelle Themen sind
zum Beispiel SNPs, punktuelle Verinderungen im Genom, die
offenbar einen groflen Teil unserer individuellen Unterschiede
ausmachen (siehe Kapitel iiber SNPs). Sie sind unter anderem



Die DNS - unser Erbgut.

fiir Anfilligkeiten gegeniiber Krankheiten und fiir unterschied-
liche Reaktionen von Patienten auf Medikamente verantwort-
lich. Um solche erblichen und zum Teil weit verbreiteten Varia-
tionen zu erkennen, muss das Erbgut vieler verschiedener
Menschen parallel entschliisselt werden. Zugleich stellen Gene
mit SNPs auch mogliche Targets, also Ziele fiir neue Arzneimit-
tel dar. Auch in diesem zentralen Bereich der Medikamenten-
forschung spielt die PCR daher eine wichtige Rolle.

Empfindlicher Nachweis: Dient eine PCR allein dem Nachweis eines be-
Qualitative PCR stimmten DNS-Abschnittes, spricht man von ei-
ner qualitativen PCR. Dabei wird in der Regel das

Standardprotokoll angewandt. Weil theoretisch ein einziges

DNS-Molekiil in der Probenlosung ausreicht, um den entspre-

chenden Nachweis zu erbringen, ist die qualitative PCR eine ex-

trem empfindliche Methode. In vielen Fillen werden auf diesem

Weg bestimmte Gene vervielfiltigt, um zum Beispiel krank-
heitsverursachende Verinderungen erkennen zu konnen. Wie

erwihnt, war das erste mittels PCR nachgewiesene Gen fiir den

Ausbruch der Sichelzellanimie verantwortlich; bis heute sind

unzihlige weitere solcher Gentests hinzu gekommen. Auch bei

der Identifizierung von Personen in der Gerichtsmedizin hat die

qualitative PCR heute weltweite Verwendung gefunden. Dabei

werden in der Regel individuelle Bereiche des Genoms verviel-
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HI-Virus.
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faltigt und betrachtet, die bei jedem Menschen unterschiedlich
sind, aber keinerlei Aussagen iiber die Eigenschaften der betref-
fenden Person zulassen.

Neben menschlichen Genen lassen sich allerdings auch jene von
Bakterien und Viren nachweisen. Eines der wichtigsten medizi-
nischen Einsatzgebiete der klassischen PCR-Methode ist daher
der Nachweis von Krankheitserregern. Hier ersetzt die qualita-
tive PCR vor allem die tiblichen immunologischen Methoden,
bei denen Antikorper gegen einen Erreger im Blut der Patienten
nachgewiesen werden. Da die Antikorper erst Wochen nach ei-
ner Infektion erkennbar sind, erlaubt die PCR hier eine wesent-
lich frithere Bestimmung der Erbsubstanz der Erreger. Zudem
bleiben Antikorper auch nach der Heilung einer Infektions-
krankheit im Blut, sodass man nur durch die qualitative PCR er-
kennen kann, ob die Krankheit ausgeheilt ist, ob sie chronisch
verlduft (also moglicherweise unbemerkt fortschreitet) oder ob
sich die betreffende Person sogar mit einem verwandten Erreger
neu angesteckt hat. Viele Viren besitzen allerdings keine DNS,
sondern RNS als Erbgut; in diesem Fall muss das Virus-Genom
vor der PCR noch tibersetzt werden. Dafiir bedient man sich der
RT-PCR.

Wichtig ist der Nachweis von Krankheitserregern jedoch nicht
nur in Patienten. Grundsitzlich ldsst sich durch PCR die DNS
von Mikroorganismen in jeder beliebigen Probe nachweisen —
seien es nun Korperfliissigkeiten, Gewidsserproben, Nahrungs-
mittel oder Trinkwasser. In all diesen Bereichen hat die Metho-
de daher inzwischen Einzug gehalten. Eines der dringendsten
Probleme, die heute mittels PCR angegangen werden, stellt da-
bei die Untersuchung von Blutspenden auf Krankheitserreger
dar: So sind Blutbanken zum Beispiel fiir Hepatitis C eine der
wichtigsten Ubertragungs-
quellen, und auch HIV wird
immer wieder durch Blut-
spenden weitergegeben.
Schnelle, einfache und vor
allem auch billige Tests sind
daher unabdingbar — und
die PCR bietet dafiir die be-
sten Voraussetzungen.



Mehr als Ja oder Nein: Ein bedeutendes zusitzliches Ergebnis im Ver-
Quantitative PCR gleich zum bloflen Nachweis von DNS erbringt
die so genannte quantitative PCR. Sie sagt nicht

nur aus, ob ein bestimmter DNS-Abschnitt in einer Probe vor-
handen ist, sondern bestimmt zugleich dessen Menge. Gefragt
ist diese Moglichkeit bei vielen verschiedenen Anwendungen,
von der medizinischen Diagnostik tiber die Targetsuche bis hin
zur Grundlagenforschung. Dementsprechend existieren auch
fiir die quantitative PCR, obwohl erst in den 1990er Jahren zum
ersten Mal beschrieben, diverse Varianten und Protokolle fiir
zum Teil sehr unterschiedliche Anforderungen.
Theoretisch ist es eigentlich moglich, aus einer PCR-Reaktion
direkt die Menge der urspriinglich vorhandenen DNS-Molekii-
le zu errechnen. Wenn zum Beispiel am Anfang der Reaktion an-
stelle eines Doppelstranges zwei davon vorliegen, sollte danach
bei jedem Zyklus genau doppelt so viel kopierte DNS vorhanden
sein. Praktisch steht dieser einfachen Losung jedoch entgegen,
dass sowohl am Anfang als auch am Ende der PCR die Bedin-
gungen fir die Polymerasen nicht optimal sind: Zu Beginn be-
grenzt die geringe Menge an Template ihre Arbeit; in den letzten
Zyklen dagegen ldsst erstens die Aktivitdt der Enzyme aufgrund
des stindigen Temperaturwechsels nach, zweitens sinkt die
Menge an verfiigbaren Nukleotiden und drittens verbinden sich
die neu gebildeten Templates vermehrt nicht mehr mit den Pri-
mern, sondern untereinander. Weil der Einfluss dieser Faktoren
schon bei winzigen Unterschieden in den Reaktionsbedingun-
gen (Temperatur und Dauer der Schritte, Konzentrationen der
Reaktionspartner usw.) stark schwankt, kann man von der
DNS-Menge am Ende einer PCR daher nicht direkt Riick-
schliisse auf die Zahl der urspriinglich vorliegenden Molekiile
ziehen.
Statt dessen haben Forscher verschiedene Moglichkeiten entwi-
ckelt, um die Anzahl gebildeter DNS-Molekiile schon wihrend
der Reaktion, also nach jedem einzelnen Zyklus, zu erfassen
(siehe Kasten S. 76). Weil diese Verfahren eine stindige Be-
obachtung des Reaktionsverlaufs erlauben, spricht man auch
von einer Echtzeit-PCR (engl. real-time PCR). Letztlich laufen
solche Versuche fast immer darauf hinaus, dass sich Farbstoffe
mit der neu gebildeten DNS verbinden (nicht jedoch mit dem
Primer oder den freien DNS-Bausteinen) und somit eine Be-
stimmung der Template-Menge erlauben.
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Leuchtende Beispiele: Quantitative Echtzeit-PCR

Fir viele Anwendungen ist es nétig, bei einer PCR-Reak-
tion die Menge an urspriinglich vorhandenen DNS-Mole-
kilen zu bestimmen. Daher gibt es verschiedene Ansétze,
die es erlauben, bereits wahrend der einzelnen Schritte der

Kettenreaktion die Anzahl der gebildeten DNS-Kopien zu

errechnen und daraus auf diesen Wert zu schlief3en. Meist

wird daflr die mittlere, so genannte exponentielle Phase
der PCR gewahlt, in der sich die Menge an DNS-Template
tatsachlich bei jedem Zyklus annahernd verdoppelt.

[J Beispiel kompetitive PCR: Diese Methode hat heute fast
nur noch historische Bedeutung - sie war einer der er-
sten Ansatze flr eine quantitative PCR. Dabei wurde
neben dem gesuchten Template eine weitere DNS-Vor-
lage fast gleicher Sequenz in bekannter Menge im glei-
chen Reaktionsgefal eingesetzt. Beide DNS-Strange
wurden gleichzeitig und unter identischen Bedingun-
gen vervielfaltigt. Am Ende erlaubte ein Vergleich der
Mengen an gebildetem Template und an Vergleichs-
DNS eine zumindest grobe Abschétzung der urspriing-
lich vorhandenen DNS-Menge.

[J Beispiel Echtzeit-PCR: Die Grundlage fir die meisten
heute Ublichen quantitativen PCR-Methoden bildete
eine neue Entwicklung aus dem Jahr 1992. Sie benutzt
den Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr), welcher fluores-
ziert, wenn er in doppelstrangige DNS eingelagert ist
und mit Licht angeregt wird. Die beobachtete Fluores-
zenz zeigt also die Menge gebildeter DNS an, und das
zu jedem Zeitpunkt der PCR, daher der Name Echtzeit-
PCR. Auch in diesem Fall ist es allerdings nétig, durch
parallele Ansatze mit gleicher DNS bekannter Menge
eine Vergleichskurve unter identischen Bedingungen
zu erstellen - was wiederum voraussetzt, dass die ver-
vielfaltigte DNS bekannt ist. Zudem lasst sich nicht

Primer If Sonde Q

direkt zwischen dem korrekt gebildeten Produkt und
Primern unterscheiden, die sich zu einem Doppelstrang
zusammengefunden haben. Trotzdem wird das Prinzip
noch heute verwendet, wenn auch meist mit anderen
Farbstoffen, die zum Teil gezielt nur mit dem gew(insch-
ten DNS-Produkt wechselwirken. Die Experimente
werden dabei durch spezielle Gerate wie den Light
Cycler von Roche vereinfacht, der alle Aufgaben bei ei-
ner solchen PCR (ibernimmt: Das programmierte Hei-
zen und Kuhlen der Ansatze, das Anregen der Farb-
stoffe und die standige Messung der Fluoreszenz.
Spezielle Computerprogramme helfen bei der Auswer-
tung der Daten.

Beispiel TagMan-Sonden: Eine Maglichkeit, wahrend
der PCR gezielt nur das gewiinschte DNS-Produkt
nachzuweisen, bieten zum Beispiel die so genannten
TagMan-Sonden. Das sind kurze DNS-Stticke, die mit
einem mittleren Bereich der Template-DNS hybridisie-
ren (siehe unten). Sie tragen an ihrem einen Ende einen
Reporterfarbstoff (R) und am anderen einen Quencher
(Q). Quencher sind Molekiile, welche die Fluoreszenz
von Farbstoffen in ihrer Nahe abfangen. Die Polymera-
sen im PCR-Ansatz sind in der Lage, die TagMan-Son-
den bei der Verdopplung der DNS-Vorlage abzubauen.
Dabei setzen sie zunachst den Reporterfarbstoff frei,
welcher somit aus dem Einflussbereich des Quenchers
gelangt. Auf diese Weise wird die Fluoreszenz des Farb-
stoffs nur dann messbar, wenn die Polymerase tatséach-
lich den gewtinschten DNS-Strang kopiert hat. Jedes
freigesetzte Molekll an Reporterfarbstoff steht daher
fir einen gebildeten DNS-Strang - daher kann man mit
TagMan-Sonden tatsachlich jederzeit die Menge gebil-
deter DNS messen.

Sond
Primer { onde (}

Primer

Sond Q
onde
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Einsatzgebiet Targets Angewandt wird die quantitative PCR unter an-
derem bei der Suche und Bewertung von Targets,
also den Angriffspunkten im Korper fiir neue Wirkstoffe. Zu-
nichst geht es dabei um die Entdeckung neuer Gene — eine Auf-
gabe, bei der die PCR vor allem als Werkzeug zur Vervielfilti-
gung der DNS zum Einsatz kommt. Gleiches gilt fiir bereits
bekannte Gene, die so genannte Polymorphismen aufweisen,
also Varianten, die relativ weit in der Bevolkerung verbreitet
sind (siehe Kapitel itber SNPs). Damit ein Gen jedoch tatsich-
lich ein Ziel fiir neue Medikamente darstellt, miissen seine Pro-
dukte an der Entstehung oder dem Verlauf von Krankheiten be-
teiligt sein. Das hiufige Auftreten bestimmter Genvarianten bei
den Betroffenen kann dabei nur einen ersten Hinweis geben: Die
Frage ist schlieSlich nicht, ob eine bestimmte Form eines Gens
vorhanden ist oder nicht, sondern ob diese Variationen — seien
es nun Verdnderungen in der Sequenz, eine Vervielfiltigung des
Gens oder sein Verlust — bei gesunden und kranken Menschen
wirklich unterschiedliche Auswirkungen haben.
Um das zu tberpriifen — ein Vorgang, den man Targetvalidie-
rung, also Targetbewertung nennt —, muss man anstelle der
Gene ihre Produkte betrachten. In aller Regel sind dies Proteine,
und daher arbeitet die Proteinforschung an immer feineren Me-
thoden, um ihre Arbeitsobjekte zu erfassen, zu identifizieren
und ihre Mengen zu bestimmen (siehe Kapitel tiber Proteomik).
Gerade Letzteres, die Mengenbestimmung, ist mit den bis-
herigen Moglichkeiten der Proteomik jedoch nur unzureichend
moglich.

Mengenbestimmung von menschlicher DNS aus Gewebeproben mit dem
LightCycler.
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Zudem haben Proteine oft eine sehr unterschiedlich lange Le-
bensdauer und Aktivitit, weshalb ihre Menge nur eine einge-
schrankte Aussage tiber das Ablesen des zugehorigen Gens
zuldsst. Hier bietet die quantitative PCR eine wesentlich emp-
findlichere Methode. Sie erfasst dabei statt der Proteine selbst
die Arbeitskopien der Gene, die mRNS.

Nach dem Prinzip der RT-PCR wird dafiir die mRNS in DNS
umgeschrieben und anschlieend ihre urspriingliche Menge
durch quantitative Echtzeit-PCR bestimmt. Auf diese Weise
erhilt man ein aussagekriftiges Bild davon, wie stark ein Gen
abgelesen wird — und in welcher Form. Oft kann ndmlich ein
und dasselbe Gen an unterschiedlichen Orten unseres Korpers
verschiedene Produkte bilden; die ersten Arbeitskopien solcher
Gene werden dann von den Zellen nachtriglich in unterschied-
licher Weise zerschnitten und wieder zusammengesetzt. Ent-
sprechend unterschiedliche Eigenschaften konnen die Produkte
haben.

Eine bekannte Methode, um die Menge und Art

der Arbeitskopien von Genen in verschiedenen
Proben zu erfassen, trigt den Namen STEP — Single Target Ex-
pression Profiling. Dabei betrachtet man ein bestimmtes Gen
(ein Target) und erstellt davon ein Expressionsprofil, misst also
seine Ablesung in verschiedenen Geweben von gesunden und/
oder kranken Personen (siche Kasten S. 79). Tridgt man die Er-
gebnisse in einem Diagramm ein, kann man zum Beispiel direkt
erkennen, in welchen Kérperbereichen einer Person das unter-
suchte Gen besonders stark oder besonders wenig aktiv ist — ein
solches Diagramm nennt man daher body map. Ebenso kann
man ein bestimmtes Gewebe von unterschiedlichen Personen
betrachten. Mehrere Hundert einzelner Werte konnen dabei ge-
messen und aufgetragen werden. Auf diese Weise wird in vielen
Fillen deutlich, ob ein Target tatsichlich im Zusammenhang
mit einer Krankheit steht.
Neben der Targetbewertung kann die STEP-Methode — ebenso
wie andere quantitative PCR-Verfahren — auch in weiteren Be-
reichen der biologischen Wissenschaft wie etwa bei der Ent-
wicklung von Modellsystemen (zum Beispiel von neuen Zell-Li-
nien) oder in der Grundlagenforschung eingesetzt werden. Die
Feststellung, ob, wann und wie ein Gen abgelesen wird, gibt da-
bei jeweils wichtige Hinweise auf die Rolle des zugehorigen
Genproduktes im molekularen Netzwerk des Korpers. Auf die-



PCR und Targetbewertung: STEP

Das Single Target Expression Profiling, kurz STEP, erlaubt
es, sich einen Uberblick tiber die Expression (also das Ab-
lesen) eines bestimmten Gens in verschiedenen Proben zu
verschaffen. Dazu wird die Menge an Arbeitskopien eines
bestimmten Gens durch quantitative PCR gemessen. Die
Proben konnen dabei aus unterschiedlichen Geweben einer
Person oder aus den Geweben vieler verschiedener Spen-
der stammen. Im Vergleich zwischen gesunden und kranken
Menschen lasst sich dadurch beispielsweise tberprifen, ob

Die erhaltenen Werte werden in einem Diagramm aufgetra-
gen und verglichen. Das Beispiel unten zeigt ein solches
vergleichendes Diagramm mit dem Expressionsprofil unter-
schiedlicher Gewebe, darunter die Proben aus dem Darm
einer gesunden Person sowie einer mit Darmkrebs (Kreise).
Von dem betrachteten Gen war vermutet worden, dass es
bei Darmkrebs verstérkt aktiv ist; das STEP-Verfahren zeigt
jedoch, dass es sich um ein Darm-spezifisches Gen handelt,
das bei Gesunden wie Kranken gleichermafien aktiv ist.

ein betrachtetes Gen tatsachlich mit dem Ausbruch oder
dem Verlauf einer Krankheit in Zusammenhang steht.
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se Weise lassen sich viele Vorginge verstehen und zum Beispiel
die Reaktionen des Korpers auf duflere Einfliisse wie etwa die
Zugabe von Medikamenten betrachten.

Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet fiir die quan-
titative PCR ist die molekulare Diagnose, das
heiflt die Diagnose einer Krankheit aufgrund mo-

Einsatzgebiet
Infektionskrankheiten

lekularer Erkenntnisse anstelle physiologischer Symptome. Vi-
ruserkrankungen sind dabei ein Bereich, der zurzeit stark an Be-
deutung gewinnt. Zur einfachen Diagnostik, also fiir den blofen
Nachweis der Erreger im Korper der Patienten, gentigt die qua-
litative PCR; fiir das Fortschreiten der Krankheit und fiir die
Wahl der richtigen Therapie ist jedoch hiufig die tatsdchliche
Menge an Erregern entscheidend. Die PCR bietet heute eine der
wenigen Moglichkeiten, diesen Wert direkt zu messen. Von Be-
deutung ist das unter anderem bei solchen Virusinfektionen, die
hiufig einen chronischen Verlauf nehmen, bei denen also trotz
einer Infektion und méglicherweise andauernder Schidigung
des Korpers lange Zeit kein Krankheitsbild deutlich wird. In die-
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Beispiel HIV
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Hepatitis-C-Viren.

sem Fall kann oft nur die Menge an Erregern im Blut einen Hin-
weis darauf geben, wie stark die Krankheit fortschreitet.
Daneben dienen quantitative Nachweise vor allem auch der
Uberpriifung eines Therapieerfolgs: Wirkt ein Medikament bei
einem Patienten, so geht unmittelbar die Zahl an Erregern in
dessen Korper zurtick. Manche Viren verdndern sich jedoch so
schnell, dass sie oft mit den vorhandenen Therapien nicht vol-
lig ausgemerzt werden konnen — sie werden gegen die Wirkstof-
fe resistent. Genau das geschieht zum Beispiel in vielen Fillen
beim Hepatitis-C-Virus (HCV). Dieses Virus verursacht eine
meist chronische Leberentziindung, die bei einem erheblichen
Teil der Betroffenen zur Leberzirrhose oder gar Leberkrebs
fithrt. Dabei hidufen sich die Schiden an der Leber oft iiber Jahr-
zehnte hinweg an, ohne dass dies direkt erkannt werden konn-
te. Wie bereits erwihnt, wird zur Diagnose des HCV schon seit
Jahren die qualitative PCR eingesetzt. Die quantitative Form der
Methode eréffnet nun ganz neue Moglichkeiten zur Behand-
lung der Krankheit: Mit ihrer Hilfe wird es moglich, erstens den
Erfolg einer Therapie zu tiberpriifen und zweitens festzustellen,
ob und wenn ja, wie stark die Krankheit fortschreitet. Auch kann
man im Gegensatz zu herkdmmlichen Methoden unterschei-
den, ob die Krankheit ausgeheilt ist oder chronisch verlduft.

Ein weiteres wichtiges Beispiel fiir den Einsatz der
quantitativen PCR bei Infektionskrankheiten ist
die Immunschwiche Aids. Gegen den Erreger der Krankheit, das
HI-Virus (HIV), miissen Infizierte einen Cocktail aus meist drei



Einsatzgebiet
Krebstherapie

verschiedenen Wirkstoffen einnehmen. Nur so konnen die Vi-
ren zumindest eine Zeit lang unter Kontrolle gehalten werden.
Der Grund dafiir ist, dass sich HIV extrem schnell verindert und
gegen Medikamente resistent wird: Selbst gegen alle drei einge-
setzten Wirkstoffe gleichzeitig finden sich nach einiger Zeit un-
empfindliche Viren, sodass ein neuer Cocktail verwendet wer-
den muss.

Um diesen «Viren-Durchbruch» (viral breakthrough) genann-
ten Moment nicht zu verpassen — die starke Vermehrung der
Viren konnte die Immunschwiche-Krankheit zum Ausbruch
bringen — muss die Virus-Menge im Blut der Betroffenen immer
wieder gemessen werden. Ein Ansteigen der Zahl an Viren
deutet dabei darauf hin, dass die bislang verwendeten Medika-
mente ihre Wirkung verlieren. Die quantitative PCR erlaubt
eine solche Uberwachung und hilft den Betroffenen bei der
optimalen Einstellung der Therapie.

An der Entstehung von Krebs sind immer zumin-

dest auch genetische Faktoren beteiligt. Ihr Bei-

trag kann dabei je nach Art der Erkrankung sehr
unterschiedlich sein. Zugleich greifen Gene nicht nur in den
Verlauf der Krankheit ein, sondern tragen auch in zum Teil er-
heblichem Mafe zum Erfolg méglicher Therapien bei. Die indi-
viduell an der Krebsentstehung beteiligten Gene zu identifizie-
ren, ist daher ein wichtiger Schritt auf dem Weg zu einer
besseren Behandlung. Daher spielt sowohl die qualitative als
auch die quantitative PCR bei der Krebsbekdmpfung eine grofle
Rolle.
So lassen sich mittels PCR Gene nachweisen, die bekannterma-
Ben wichtig fiir die Entstehung von Krebs sind. Oft gibt es von
einem Gen verschiedene Varianten, deren Auswirkungen sehr
unterschiedlich sind. Ein Beispiel ist das Gen p53, dessen Pro-
dukt ein zentraler Wichter tiber die Teilung von Zellen ist. Ist
die Funktion dieses Wichters in einer Zelle gestort, kann sich
diese Zelle relativ leicht zur Krebszelle entwickeln. Varianten des
p53 und dhnlicher Gene lassen sich durch qualitative PCR nach-
weisen und geben Arzten und untersuchten Personen dann un-
ter anderem Hinweise darauf, wie grof ihr personliches Krebs-
risiko ist oder — falls die Betroffenen bereits erkrankt sind — wie
aggressiv sich ihre Krebsart vermutlich entwickelt. Weil sich fiir
die Entstehung von Krebs meist eine Vielzahl von Verianderun-
gen hdufen muss, missen fiir eine sinnvolle Untersuchung sehr
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Beispiel Promoter-
Methylierung

viele Genvarianten betrachtet werden. Aus diesem Grund kom-
men fir den breiten Nachweis von genetischen Verinderungen
zunehmend DNS-Chips zu Einsatz (siehe Kapitel tiber DNS-

Chips).

Von wachsender Bedeutung fiir die Krebsbe-
kdmpfung ist dagegen die quantitative PCR. Das

ist zum Beispiel der Fall, wenn einer Erkrankung
zwar ein genetischer Grund, aber kein verdndertes Gen zugrun-
de liegt. Vielfach sind ndamlich in Tumoren Gene, die eigentlich

Stillgelegte Gene erkennen: Methylierungs-spezifische PCR (MSP)

unmethylierte DNS

methylierte DNS

CHy CHg  CHg

CGCGTCG— ATC

CGCGTCG ———— AIC
1. NaHSO,
CHg CHy  Cly
UGUGTUG ———  ATC CGCGTCG ——— AIC
Primer 1
2.
Primer 2
CHs CHy  CHy
UGUGTUG ——— ATC CGCGTCG ———— ATC
ACACAAC — GCGCAGC——
Primer 1 Primer 2
G C G CAGC—~|| kein Produkt ACACAAC ~|| kein Produkt
Primer 2 Primer 1
3 PCR

PCR-Produkt
nur mit Primer 1

In vielen Tumoren sind wichtige, das Zellwachstum kontrol-
lierende Gene durch Methylierung der Promoterregion still-
gelegt. Diese bedeutsamen Verdnderungen konnen durch
Methylierungs-spezifische PCR (MSP) erkannt werden.

Bei der MSP werden zunéchst alle normalen Cytosine (C)
der Ursprungs-DNS in den RNS-Baustein Uracil umge-
wandelt. Die methylierten Cytosine bleiben dagegen unver-

PCR-Produkt
nur mit Primer 2

andert (1). Fur die anschlieBende PCR setzt man nun fiir
die entstandenen unterschiedlichen Produkte jeweils spe-
zifische Primer ein (2). In den entsprechenden Anséatzen
wird also nur entweder die urspriinglich methylierte oder
die unmethylierte DNS vervielfaltigt. Je nachdem, bei
welchem Primer man also ein Produkt erhalt, war die
Ursprungs-DNS methyliert oder nicht (3).
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die Teilung der Zellen kontrollieren, zwar noch intakt, aber sie
sind schlicht stillgelegt. Das kann durch eine so genannte Pro-
moter-Methylierung geschehen: In dem DNS-Bereich, der die
Startinformation fiir das Ablesen des dahinter liegenden Gens
enthilt (dem Promoter), werden von der Zelle kleine Molekiile
(Methylgruppen)an bestimmte Bausteine der DNS (die Nukleo-
tidbase Cytosin) angehdngt. Dadurch konnen die Polymerasen,
welche normalerweise die Gene ablesen und Arbeitskopien da-
von anfertigen, nicht mehr an den Startbereich binden — das
entsprechende Gen bleibt daher stumm, es wird kein Genpro-
dukt mehr gebildet.

Erst in den letzten Jahren ist deutlich geworden, dass dieser Me-
chanismus der Promoter-Methylierung in vielen Krebszellen
wichtige Gene stilllegt. Fiir die Medizin ist der so genannte Me-
thylierungsstatus daher von grofler Bedeutung, weil er eine Aus-
sage dariiber erlaubt, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Tumor
bosartig wird, also Metastasen bilden kann. Eine einfache und
zuverldssige Methode, diese bedeutsamen Veridnderungen der
DNS zu erkennen, ist die methylierungsspezifische PCR (MSP).
Bei diesem relativ neuen Verfahren wird die DNS zunichst mit
der Chemikalie Natriumbisulfit behandelt; dadurch werden die
normalen Cytosine in den RNS-Baustein Uracil umgewandelt,
die methylierten Cytosine dagegen bleiben unberiihrt. Es ent-
stehen also je nach Methylierungsstatus der DNS unterschiedli-
che Produkte (siehe Kasten S. 82). Fiir diese Produkte setzt man
bei der nachfolgenden PCR jeweils spezifische Primer ein — und
kann so erkennen, ob die urspriingliche DNS methyliert war
oder nicht.

Neue Einsatzbereiche Noch immer werden stindig neue Einsatzbe-
reiche fiir die PCR entwickelt. Besonders wichtig

sind die medizinischen Anwendungen, und ein grofles Gebiet ist
dabei die Suche nach genetischen Veranlagungen fiir Krankhei-
ten. In vielen Fillen lidsst sich der Ausbruch einer Krankheit
durch Anpassungen des Lebensstils oder durch Medikamente
verhindern oder zumindest hinauszogern. Ein Beispiel daftr ist
die Osteoporose, eine Form von Knochenschwund, die vor al-
lem bei Frauen nach den Wechseljahren vorkommt. Weil die
Krankheit in manchen Familien gehduft auftritt, liegt der
Schluss nahe, dass genetische Faktoren an ihrem Ausbruch und
Verlauf beteiligt sind. Derzeit wird intensiv nach solchen Genen
geforscht — und das mit Erfolg: Mehrere hoffnungsvolle Kandi-
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daten-Gene sind bereits gefunden, die offenbar einen groflen
Einfluss auf die Osteoporose haben. Die PCR diente dabei nicht
nur der Suche nach den beteiligten Genen, sondern bietet nun
auch die Moglichkeit, die entsprechenden Varianten in Patien-
tinnen zu erfassen.

In dhnlicher Weise wird heute eine stetig wachsende Zahl an
Krankheiten mittels PCR erforscht und diagnostiziert. Daneben
ist die PCR ldngst eine Standardmethode in allen Laboratorien,
die an und mit Nukleinsduren forschen. Selbst fiir konkurrie-
rende Techniken wie die DNS-Chips stellt die Vervielfaltigung
von DNS durch die PCR oft eine notwendige Voraussetzung dar.
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