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Genetik | PCR — Polymerasekettenreaktion

Polymerasekettenreaktion

DNA-Typing, DNA-Profiling oder DNA-Fingerprinting —
Synonyme fiir die Anwendung der PCR — wird in der Ge-
richtsmedizin, Anthropologie und Biologie nicht nur dazu
genutzt, die ldentitat eines Individuums zu bestimmen,
sondern auch, um Verwandtschaftsbeziehungen nachzu-
weisen. Die Methode hat geholfen, unschuldige Tatver-
dachtige wieder auf freien Ful zu setzen, Kinder mit ihren

Verwandten zusammenzufiihren und die sterblichen Uber-
reste von Opfern einer Naturkatastrophe zu identifizieren.
Dieses Verfahren wurde von KARY MULLIS 1980 entdeckt
und 1990 mit dem Nobelpreis geehrt, als er eine Methode
suchte, DNA zu reinigen. Dabei kam ihm die Idee der Ver-
vielfaltigung von DNA durch ein zyklisches Verfahren, bei
dem das Produkt wiederholt als Substrat eingesetzt wird.

DNA liegt in der Natur nicht frei vor,
sondern muss in der Regel von Zell-
bestandteilen und Histon-Proteinen

befreit werden.

Denaturierung

Freie DNA liegt als Doppelstrang vor.
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Die DNA wird auf 94 °C erhitzt.
Dabei denaturieren die Wasserstoff-
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zwischen den
komplementédren Basenpaaren.

briickenbindungen

Die DNA ,schmilzt” in zwei Einzel-

strange auf.

Annealing — Die Primer kénnen jetzt anlagern — dem Master-Mix von Anfang an zugesetzt

heruntergekiihlt.

Elongation — die Erganzung der beiden DNA-Striange

orimer A e Zur Vervielfaltigung der DNA wird ein Master-Mix aus drei

rimer

el Komponenten zugesetzt. Eine besteht aus zwei artspezifi-

CAT T schen Primern, kinstlich hergestellten DNA-Sonden, die
Primer B als Starter je nach GroRe bei 40-60 °C an die komplemen-

TCACC taren Stellen der Einzelstrange anlagern konnen. Dieser

Vorgang heiRt Annealing. Der Ansatz wird entsprechend

Die zweite besteht aus Nukleotiden, den vier Ein-
zelbausteinen der DNA aus einer phosphorylier-
ten Ribose und je einer der vier Basen A (Adenin),
T (Thymin), G (Guanin) und C (Cytosin).

Die dritte Komponente ist die DNA-Polymerase,
die die passenden Nukleotide zu einem neuen,
komplementaren DNA-Strang verkniipfen soll.

Das DNA-Gemisch wird auf 72 °C erwarmt, der

optimalen Temperatur der Tag-Polymerase. Sie
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Primer A

Primer B
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wurde aus dem Archaen Thermophilus aquaticus
gewonnen und ist hitzestabil.
Die komplementar angelagerten Nukleotide wer-

GGGCCTACCCTGGCT TACCGAGAGTGGATA den mithilfe der Polymerase verknipft.
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Die Target-DNA - das milliardenfache Ziel der PCR e Dann wiederholt sich dieser Zyklus mit Mas-
ter-Mix: Erhitzen, Abkiihlen, Erwarmen, Erhitzen ...
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GGATGGGACCGA aTcGccTCcTCcacc| © Schon nach dem zweiten Zyklus der Elongation

?ET?E?ET??ETHH|||t||||||||T?C|CrC|'?C|‘??{(|:C|' entstehen DNA-Stiicke, die von den beiden Pri-
mer-Anlagerungsstellen eingerahmt sind, nach n

Zyklen Milliarden Kopien.

Quelle: verandert aus Bayrhuber, H., Lucius, E.R. (Hrsg.): Handbuch der Mikrobiologie und Biotechnik. Hannover: Schroedel 1992



