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Polymerase-Kettenreaktion

— DNABersich == ixpol'j‘f?kntti?"e Polymerase-Kettenreaktion (PCR)?
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— <2 Zukus 4 Mit PCR (engl. polymerase chain reaction) wird ein vorbestimmter Abschnitt
__=<= einer Erreger-DNA vervielfaltigt. Als <Kopiermaschine» braucht es ein Enzym
i PCR mit namens Polymerase, welches in einer Kettenreaktion aus sich wiederholen-
e B 36 Zyklen den Temperatur-Zyklen den gewiinschten DNA-Abschnitt immer wieder ver-
DNA — 5_ doppelt und so eine messbare DNA-Menge generiert.
=< I Vorteile: In 45 min konnen in einem Volumen von 20-50 pl bis zu zehn Erre-
" _<_<§ ger nachgewiesen werden.
4Kopien 20 32 Kopien ';'33“6386 “ﬁk'ini - Nachteile: Es konnen nur Erreger nachgewiesen werden, deren Gen-Sequenz
- 00 M- ROPIEN hakannt ist. Ob ein Erreger infektios (virulent, «lebendig») ist oder nicht bleibt

unbekannt.

DNA-Polymerase und Oligonukleotide

Fur die Vervielfaltigung der DNA (Ampllﬁkatlon) wird das Enzym DNA-Poly-

merase benotigt. Als Vorlage dient ein DNA-Einzelstrang des nachzuweisen-

3 den Erregers. Die passenden Nukleotide (ANTPs) werden durch die DNA-Poly-
00 [ merase zum Komplementarstrang verbunden.

Die DNA-Polymerase bindet aber nur dort an den DNA-Einzelstrang, wo eine
kurze Doppelstrangstruktur als Startpunkt vorliegt. Dieser wird in der PCR mit
der Zugabe von Primer bestimmt, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt
definieren.

Ein Primer ist ein kurzes DNA-Stuck bestehend aus 15-30 Nukleotiden, ein
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des Erregers wird je ein Primer (

~orward (F) & Reverse (R)) mit Hilfe von Soft-

wares festgelegt

Die dazu benotige DNA-Sequenz des nachzu
net aus offentlichen Datenbanken kopiert. Di

weisenden Erregers wird im Inter-
e Oligonukleotide werden uber In-

ternet bel spezialisierten Firmen bestellt unc

synthetisiert.

PCR & RT-PCR - Die Kettenreaktion

Die PCR besteht aus einer Serie (Kettenreaktion) von 30 bis 45 Temperatur-Zy-
klen und wird in einem Thermocycler durchgefuhrt. Jeder Zyklus besteht aus
drel Schritten:

e Denaturierung: Im ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA auf 95 °C
erhitzt um die Strange zu trennen. Es stehen zwel Vorlagen (Matrizen).

e Annealing (Anlagerung): Die Temperatur wird Primer-abhangig gesenkt da-
mit sich die spez. Primer an die DNA-Einzelstrange anlagern konnen.

e Extension (Elongation): Die DNA-Polymerase bindet bel 60°C an die kur-
zen doppelstrangigen Bereiche und repliziert den komplementaren Strang.

Da die Genome vieler Virenarten aus RNA bestehen, muss diese fur die PCR
zuerst in DNA umgeschrieben werden. Dieser Vorgang wird Reverse Tran-
skription (RT) genannt und kann im selben Ansatz der PCR vorgeschalten wer-
den.

Reverse Primer

1. Reverse Transkriptio
EDEDm /1 40-50 C

3. Extension
20-60s/72°C

2. RT-Enzym-Inaktivierung
RNA-Zerstérung
Polymerse-Aktivierun g

5-15 min /95 °C

RT
PCR

1. Denaturation
5-156s/95°C

Verdoppelte (c)DNA kann
im nachsten Zyklus erneut
denaturiert werden

Quantitative realtime PCR

%” Bei der real-time PCR findet zusatzlich eine Quantifizierung des amplifizierten
: DNA-Abschnittes statt. Dazu werden nach jedem PCR-Zyklus Fluoreszenz-Mes-
S Q Q =~ sungen durchgefiihrt, wobei die Zunahme der kopierten DNA mit der Zunahme
A P— 3 ug- Quencher z.B. BHQ1( lllllllll Quencher I_)CNEt

der Fluoreszenz korreliert.
Als Fluoreszenz-Quelle konnen DNA-Farbstoffe (z.B. SYBR Green) verwendet
°E werden, welche nur mit doppelstrangige DNA interkalieren (binden). Nach Anre-
} @ " ‘ gung kann deren zunehmende Fluoreszenz gemessen werden. Es kann jedoch
A L nicht zwischen spez./unspez. PCR-Produkten unterschieden werden.
Eine spezifischere Methode beruht auf den Zusatz einer zwischen den Primer
llegenden Sonde (z.B. TagMan-). Diese ist an den Enden mit einem Repotr-

ter-Fluoreszenzfarbstoff (R), und einem Fluoreszenz-absorbierenden Quencher
(Q) markiert.

Durch Verwendung einer speziellen DNA-Polymerase mit 5-3-Exonuklea-
se-Aktivitat, wird die Sonde wahrend der Synthese des Gegenstranges vom
5-Ende her abgebaut, wodurch Quencher und Fluorophor voneinander entfernt
werden. Die steigende Reporter-Fluoreszenz kann gemessen werden.
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