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NEUE PERSPEKTIVEN
IN DER DNS-DIAGNOSTIK
VON INFEKTIONS- UND ERBKRANKHEITEN

MICHAEL STEINMETZ

Seit mehreren Jahren werden DNS-Sonden in Forschungslaboratorien zur
Analyse von Infektions- und Erbkrankheiten eingesetzt. Methoden zum
Nachweis bestimmter Nukleinsdure-Sequenzen mittels DNS-Sonden wur-
den bereits vor 20 Jahren entwickelt und beruhen auf der Komplementaritat
der beiden Stringe einer DNS-Doppelhelix. Die komplementidren Stringe
konnen miteinander assoziiert als doppelstrangige Molekiile oder dissoziiert
in einzelstriangiger Form vorliegen. Die Dissoziation (Denaturierung) kann
auch 1im Reagenzglas vorgenommen werden, und komplementdre Einzel-
stringe konnen durch Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen wieder in
doppelstringige Form iiberfiihrt werden. Diesen Prozess nennt man Hybri-
disierung. Wird die Hybridisierung in Gegenwart eines radioaktiv markier-
ten, einzelstrangigen DNS-Molekiils (DNS-Sonde) vorgenommen, das kom-
plementér zur fraglichen Nukleinsdure ist, so erlaubt die Bildung eines dop-
pelstrangigen Molekiils aus DNS-Sonde und Test-DNS den Riickschluss auf
die Anwesenheit des zu diagnostizierenden Nukleinsdure-Molekiils im
Untersuchungsmaterial.

Im Gegensatz zu klassischen Methoden der Diagnose von Krankheitser-
regern (morphologische Verdnderungen, mikrobiologischer Nachweis, enzy-
matische und serologische Verfahren) sind DNS-Sonden deshalb interessant,
weil sie latente Krankheitserreger erfassen konnen, die anders gar nicht oder
nur schwer identifizierbar sind [1]. Trotz dieses unbestreitbaren Vorteils
werden DNS-Sonden fiir die medizinische Diagnostik in der Klinik heute
noch nicht im breiten Massstab eingesetzt. Die wesentlichen Griinde dafiir
sind methodischer Art und liegen in der Problematik der Aufarbeitung von
Nukleinsduren aus komplexen klinischen Materialien, der technisch an-
spruchsvollen Methode der Hybridisierung, der langen Testzeit, der Verwen-
dung von radioaktiven Detektionsverfahren, der hdaufig nicht ausreichenden
Sensitivitdt und der Problematik in der Auswahl geeigneter DNS-Sonden.
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Eine neue Methode zur Vervielfiltigung spezifischer Nukleinsduren in
vitro hat jedoch einige dieser Probleme gelost [2]. Es handelt sich hierbei um
die sogenannte «Polymerase Chain Reaction (PCR)», die 1985 von Wissen-
schaftlern der Firma Cetus entwickelt wurde. In den wenigen Jahren seit
ihrer Verwendbarkeit hat sich diese Methode einen breiten Platz sowohl in
der medizinischen und biologischen Grundlagenforschung als auch 1n der
angewandten Forschung erobert.

Die PCR-Technologie ist heute aus dem modernen molekularbiologischen
Instrumentarium nicht mehr wegzudenken und ein ebenso wichtiges Werk-
zeug geworden wie Restriktionsenzyme, Southern blots, radioaktive Isotope
und monoklonale Antikdrper. PCR erlaubt es, definierte Bereiche der Nu-
kleinsduren von Viren, Bakterien, Parasiten oder von menschlichen Genen
selektiv in wenigen Stunden millionenfach im Reagenzglas zu vermehren.
Bis auf bestimmte Ausnahmen abgesehen, waren solche Vervielfdltigungen
bisher nur durch mehrere Tage dauernde Klonierungsexperimente in Bakte-
rien moglich und damit zu aufwendig, um fiir diagnostische Zwecke einge-
setzt zu werden. PCR 1ist sensitiv genug, um ein DNS-Molekiil, also etwa
10-'8 ¢ DNS, zu sichtbaren Mengen, etwa 1077 g DNS, zu amplifizieren.

Zum Einsatz der PCR-Technologie muss ein Teil der zu amplifizierenden
DNS-Sequenz bekannt sein. Diese Sequenz wird bendtigt, um zwel soge-
nannte «Oligonukleotid-primer», also kurze Stiicke einzelstrangiger DNS,
chemisch zu synthetisieren, die die Neusynthese der gewiinschten DNS-
Sequenz unter geeigneten Reaktionsbedingungen einleiten. Gewodhnlich
werden diese «Oligonukleotid-primer» so gewdhlt, dass sie nur einige wenige
hundert Basenpaare voneinander entfernt an die komplementiren Stringe
der zu amplifizierenden DNS-Sequenz hybridisieren. Zugabe von DNS-
Polymerase und Nukleotidbausteinen zu dem Reaktionsgemisch fiihrt zur
Synthese von zwei neuen DNS-Stringen. Denaturierung der so entstehenden
Doppelstrangbereiche durch Erhohung der Temperatur und erneutes Starten
der Reaktion durch Temperaturerniedrigung in Anwesenheit eines Uber-
schusses an «primer» und Nukleotiden fiihrt im zweiten Schritt bereits zur
Synthese von vier neuen DNS-Striangen. Die folgenden Reaktionszyklen
fiihren zur Synthese von 8, 16, 32 usw. neuen DNS-Stringen, also zu einer
exponentiellen Zunahme der synthetisierten DNS und zu einer starken An-
reicherung eines doppelstrangigen DNS-Fragments, dessen Lange durch die
Position der beiden «primer» bestimmt wird. Das so amplifizierte DNS-
Fragment kann anschliessend aufgrund seiner definierten Linge oder iiber
Hybridisierung mit DNS-Sonden nachgewiesen werden, die komplementir
zu internen Sequenzen der amplifizierten Region sind.

Gerade fiir die medizinische Diagnostik besitzt die PCR-Methode erheb-
liche praktische Bedeutung, die sich von der Erfassung von Infektionskrank-
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heiten, Erbkrankheiten, Risikoallelen und Krebs bis hin zu gerichtsmedizi-
nischen Aspekten, wie der Aufklirung von Vaterschaftsverhiltnissen und
der Analyse von biologischem Beweismaterial erstreckt. Eine Reihe von
Anwendungsbeispielen wurde in der wissenschaftlichen Literatur in den
vergangenen vier Jahren beschrieben.

Im Januar 1989 wurde ein exklusives Abkommen zwischen Cetus und
Hoffmann-La Roche geschlossen, das vorsieht, die neuartige PCR-Techno-
logie zur Erforschung, Entwicklung und Vermarktung von in vitro-Reagen-
zien und Dienstleistungen im Bereich der Humandiagnostik einzusetzen.
Der Ubergang der PCR-Technologie von ihrer Anwendung als Forschungs-
werkzeug im Labor zur breiten Anwendung in der medizinischen Diagnostik
wird sich stufenweise vollziehen. Zundchst werden Service-Laboratorien
(Roche Biomedical Laboratories) die PCR-Technologie als Dienstleistung
fiir die Erfassung bestimmter Infektions- und Erbkrankheiten anbieten. Erst
spiater, wenn die Methode ausreichend automatisiert ist, denkt man daran,
in vitro-Reagenzien mit den entsprechenden Instrumenten fiir die medizini-
sche Diagnostik auf dem Markt anzubieten.

| Steinmetz, M.: DNS-Sonden in der medizinischen Diagnostik. Arztl. Lab. 34, 307-
313 (1988).

2 Steinmetz, M.: Neue Perspektiven in der DNS-Diagnostik von Infektions- und
Erbkrankheiten. Therapiewoche Schweiz, im Druck.
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