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Institut fiir Pharmakologie und Biochemie, Veterindrmedizinische Fakultdt der Universitdt Ziirich

DNA-DIAGNOSTIK IN DER TIERMEDIZIN:
Il. POLYMERASE KETTENREAKTION (PCR)

U. HUBSCHER

ZUSAMMENFASSUNG

Die klinische Diagnose von genetischen und infektiosen
Krankheiten verlagert sich allméihlich auf die Ebene des
Genmaterials, der Desoxyribonukleinsiuren. Eine vor
kurzem entwickelte Methode erlaubt es, spezielle Ab-
schnitte auf dem Genom von Viren, Bakterien, Parasiten
sowie auch Zellen hoherer Tiere im Reagenzglas in kiir-
zester Zeit mehr als hundertmillionenmal zu vermehren.
Diese sogenannte Polymerase Kettenreaktion (PCR) kann
aus folgenden Griinden ganz neue Dimensionen in der
Diagnostik erdffnen: (1) Die Technik ist so empfindlich,
dass einzelne Zellen, Viren, Bakterien oder Parasiten zum
Nachweis gentigen. Voraussetzungen dazu ist die Kennt-
nis von Nukleinsduresequenzen. (2) Der Frischegrad des
Untersuchungsmaterials ist nicht sehr wichtig, da Nu-
kleinsauren viel stabiler sind als beispielsweise Enzyme
oder andere Proteine. (3) Der Nachweis gelingt in den
meisten Féllen schneller als mit gdngigen Immunotests.
(4) Die Standardisierung ist bereits so weit fortgeschritten,
dass die Polymerase Kettenreaktion in Diagnoselabors
durchfithrbar ist. Ziel dieser kurzen Ubersichtsarbeit ist es,
~ die Grundsitze dieser Technik darzustellen, sowie auf
bestehende und mogliche Applikationen dieses Diagno-
stxkverfahrens in der Tiermedizin hmzuwe1sen

SCHLUSSELWORTER. Polymerasekettenreak-
tion — DNA-Polymerase — Thermus aquatlcus
e DNA-Ampllflkation — Primer

EINLEITUNG

In der ersten Ubersichtsarbeit iiber DNA-Diagnostik in der
Veterindrmedizin wurde auf die DNA-Fingerprinting-Tech-
nik und ihre Moglichkeiten eingegangen (Schelling et al.,
1991). Die Polymerase Kettenreaktion, englisch: Polymerase
Chain Reaction (PCR), als weiteres DNA-Diagnostik-Hilfs-
mittel, hat in den letzten beiden Jahren eine ganz zentrale
Bedeutung auch in der Veterindrmedizin erlangt (Saiki et al.,

- DNA DIAGNOSTIC IN VETERINARY MEDI-
CINE: Il. POLYMERASE CHAIN REACTION
(PCR) '

- DNA diagnostic has become very 1mportant for genetic
and infectious diseases. With a new method, called the
polymerase chain reaction (PCR), specific pieces of geno-
- mes from viruses, bacteria, parasites or even cells can be
“amplified more than hundred million fold in a very short
time period. For the following reasons this opens a new
dimension in diagnostics: (1) The technique is so sensitive
that a single virus, bacterium, parasite or cell is sufficient
to be detected provided part of its nucleic acid sequence
_is known. (2) The material does neither need to be fresh
nor be stored under special conditions since the nucleic
acids are much more stable than e.g. enzymes or other
_ proteins. (3) The method is quicker than the usual im-
munodetection methods. (4) The polymerase chain reac-
_tion has been standardized recently so that it can be carried
out in diagnostic laboratories. The purpose of this minire-
view is to give an introduction into the basic technique and
to mention possible and already ex1st1ng applications in
veterinary medicine. ’

KEY WORDS: Polymerase chain reaction — DNA
polymerase —_ Thermus aquatlcus e DNA am-
-pllflcatron — prlmer

1985). Sie erlaubt mit Hilfe des Enzymes DNA-Polymerase
spezielle DNA-Abschnitte (z. B. Gene oder Genteile) in we-
niger als zwei Stunden mehrere hundertmillionen Mal zu
vermehren. Diese unwahrscheinlich hohe Anreicherung im
Reagenzglas, die man als die sogenannte «in vitro DNA-Am-
plifizierungy bezeichnet, hebt die Testempfindlichkeit eben-
falls mehr als hundertmillionenmal an. Die entscheidendste
Vereinfachung kam 1988 durch die Einfilhrung einer DNA-
Polymerase aus dem hitzestabilen Bakterium Thermus aqua-
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ticus (Saiki et al., 1988). Sie erlaubte die Automatisierung des
Amplifizierungsverfahrens und somit auch den Weg in die prak-
tische Diagnostik (Schochetman et al., 1988; Peake, 1989).

DNA-POLYMERASEN ALS DIE ZENTRALEN
ENZYME DER DNA-VERMEHRUNG BEI SAMT-
LICHEN LEBEWESEN

In der Weihnachtsausgabe 1989 der Zeitschrift «Science»
wurde die DNA-Polymerase zum Molekiil des Jahres 1989
erkoren (Koshland, 1989). Diese «Ernennungy beruht auf der
praktischen Anwendbarkeit dieses Enzymes in der DNA-Dia-
gnostik. In der Natur hat dieses Enzym wichtigste Aufgaben
bei der genauen Vermehrung der DNA (= DNA-Replikation)
und der stindigen Reparatur der DNA (= DNA-Reparatur) zu
tibernehmen (Hiibscher, 1983; 1984; 1989; Fry und Loeb,
1986; Burgers, 1989; Spadari et al., 1989). Die Grundlagen-
forschung an diesem Enzym hat in den letzten zehn Jahren
ergeben, dass der Mechanismus simtlicher DNA-Polymera-
sen von niedrigsten Organismen (Bakteriophagen) bis zu den
hochsten (Menschen) genau gleich ist (Baker und Kornberg,
1990). Diese funktionelle Konservierung ist auch auf der
strukturellen Basis erhalten geblieben (Hiibscheretal., 1981).
Die DNA-Polymerasen von Bakteriophagen und Menschen
zeigen sehr grosse Ahnlichkeiten in ihrer Aminosdurezusam-
mensetzung (Bernad et al., 1989).

1956 hat Arthur Kornberg die DNA-Polymerase im Darm-
bakterium Escherichia coli entdeckt (Kornberg et al., 1956).
Alle DNA-Polymerasen synthetisieren DNA nach demselben
Prinzip der Basenpaarung (Abb. 1). Die DNA besteht aus
einer langen Kette, deren Natur durch die lineare Reihenfolge
der vier Basen Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin charak-
terisiert ist. Die DNA-Kette existiert in der Natur im allge-
meinen als Doppelstrang, wobei die beiden Stringe durch
eine einfache Gesetzmissigkeit zusammengehalten werden:
Adenin paart sich immer mit Thymin und Guanin immer mit
Cytosin. Die DNA-Polymerasen benutzten je einen DNA-
Strang als Matrize. An diesen Matrizenstrang synthetisieren
sie einen zweiten Strang, indem sie von den vier aktivierten
(d. h. phosphorylierten) Basen Adenin, Guanin, Thymin und
Cytosin die Richtige auswihlen und sie nach der oben er-
wihnten Basenpaarregelung (Adenin zu Thymin bzw. Guanin
zu Cytosin) aneinanderketten. Aus einer einzelstringigen
DNA entsteht somit eine doppelstringige. Die Geschwindig-
keit der Basenauswahl und der Polymerisierung ist ausseror-
dentlich hoch und betragt 1001000 pro Sekunde, bei weniger
als einem Fehler pro eine Million Polymerisationsschritte.
Damit die DNA-Polymerase weiss, wo sie beginnen soll,
braucht sie einen Verankerungspunkt, den man als Primer
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Abb. 1: Die DNA-Polymerase Reaktion
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Dargestellt ist ein DNA-Polymerase-Molekiil (Kreis), das an
die DNA-Matrize gebunden ist und im Begriffe ist, eine akti-
vierte Base (dTTP) an den Primer (= Verankerungspunkt) zu
synthetisieren. Die Basenpaarregel nach Watson und Crick
bestimmt, dass gegeniiber Adenin ein Thymin und gegeniiber
Guanin ein Cytosin oder vice versa eingebaut wird. Die Po-
lymerisationsrichtung (= DNA-Syntheserichtung) ist immer
5’3", Details siehe Text.

bezeichnet. Dieser ist in der Natur meistens ein kurzes Ribo-
nukleinsdure-(RNA)-Stiick. Im Reagenzglas aber —und dies
ist bei der Diskussion der Polymerase-Kettenreaktion sehr
wichtig — geniigt als Primer ein kurzes DNA-Stiick, das man
als Oligonukleotid bezeichnet.

Die DNA-Polymerasen synthetisieren nur in der 5°—3’ Richtung
an einer Matrizen-DNA (Abb. 1). Die Synthese stoppt, sobald
das Enzym das Ende der Matrize erreicht hat. Danach sucht es
einen neuen Verankerungspunkt (Primer) und die DNA-Synthe-
se lauft wieder in der 5°’—3” Richtung ab. Magnesium ist ein
notwendiger physiologischer Kofaktor fiir alle DNA-Polymera-
sen, wobei die Synthesegenauigkeit vor allem durch das Verhalt-
nis von Magnesium zu den vier aktivierten Basen (Desoxytribo-
nukleosid-5’-Triphosphaten) stark variieren kann.

DIE POLYMERASE KETTENREAKTION

Die eben erwihnten Eigenschaften der DNA-Polymerase
koénnen nun zur Reagenzglasvermehrung einer beliebigen
DNA-Sequenz ausgenutzt werden, vorausgesetzt, eine solche
Sequenz ist bereits bekannt. Dies soll am Beispiel des AIDS-
Virus im Detail erldutert werden. Nehmen wir z. B. an, es
besteht der Verdacht, dass bei einem Kinde bei der Geburt nur
einige wenige Lymphozyten mit dem HIV-Virus, dem AIDS-
Erreger, infiziert sind. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreak-
tion kann das Virusgenmaterial, das sich irgendwo in das
Genmaterial einer einzelnen Zelle eingenistet hat, sozusagen
als Nadel im Heustock gefunden werden. Zuerst werden die
Lymphozyten aus einigen pl Blut des Kindes isoliert. Daraus



POLYMERASE KETTENREAKTION (PCR)

Abb. 2: Die Polymerase Kettenreaktion
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Der detaillierte Ablauf der Reaktion ist im Text erldutert.
Zuunterst sind die theoretischen Mdglichkeiten bis zum 40.
Zyklus dargestellt.

extrahiert man die DNA und vermehrt sie mit der Polymera-
se-Kettenreaktion. Die Abbildung 2 zeigt im Detail den Ab-
lauf: Durch Erhitzen auf 95 °C werden zuerst die beiden
DNA-Strange denaturiert, das heisst, in zwei Einzelstringe
zerlegt. Danach wird die Temperatur auf 45-50 °C gesenkt.
Nun gibt man Primer-Oligonukleotide (Begriff siche oben)
dazu, die eine kurze bereits bekannte Basensequenz des HIV-
Virus enthalten. Enthilt ein einziges der DNA-Molekiile eine
Basenreihenfolge, die derjenigen des HIV-Stiickes komple-
mentir ist (Adenin zu Thymin bzw. Guanin zu Cytosin), so

paart es sich mit der Virussequenz, die sich irgendwo in der
DNA eines Lymphozyten befindet. Somit ist eine Startstelle
fiir die DNA-Polymerase entstanden (siche auch Abb. 1). Als
néchstes wird die DNA-Polymerase dazugegeben und die
Reaktionstemperatur auf das Syntheseoptimum der DNA-Po-
lymerase gebracht. Nach Ablauf der Synthese werden beide
Strange wieder bei 95 °C denaturiert, bei 45-50 °C wird der
Primer wieder anhybridisiert, und die DNA-Polymerase syn-
thetisiert bei der ihr optimalen Temperatur die ndchsten Stran-
ge. Die totale Reaktion (Denaturierung, Hybridisierung und
Synthese) dauert 3—4 Minuten. Kiirzlich konnte eine DNA-
Polymerase aus hitzestabilen Archéobakterien isoliert wer-
den, die den Hitzeschritt (95 “C) problemlos iibersteht, so dass
nach Anlauf der Reaktion keine kontinuierliche Zugabe des
Enzymes notwendig ist (Saiki et al., 1988). Diese DNA-Po-
lymerase aus Thermus aquaticus erleichtert den Prozess sehr
(Lawyer et al., 1989). Da die DNA-Polymerase im allgemei-
nen sehr temperaturlabil ist, wird sie beim Trennen der neu-
synthetisierten Stringe inaktiviert. Sie musste bei jedem Zy-
klus, d. h. alle 3-4 Minuten neu dazupipettiert werden. Dies
ist bei der Thermus aquaticus DNA-Polymerase (= Taq DNA-
Polymerase) nicht mehr notwendig. Ein automatisiertes Was-
serbad, das periodisch den Wechsel der drei Temperaturen
(95 °C fiir Denaturierung der DNA, 45-55 °C zum Neuanhy-
bridisieren der Primer und 75 °C fiir die DNA-Synthese durch
die hitzestabile Taq DNA-Polymerase) computergesteuert
ausfiihrt, kann in 2-3 Stunden 40 solcher Zyklen ausfiihren,
was einer theoretischen Vermehrung des HIV-Genabschnittes
von einer Billion (10'%) entspricht (Abb. 2). Im praktischen
Experiment wird wegen der Limitierung des Systems durch
PCR eine Vermehrung von etwa 10°mal erreicht. Aus einem
Molekiil ist somit geniigend Material fiir einen einfachen
biochemischen Nachweis entstanden. Wenn wir annehmen,
dass Blut etwa 5000 Leukozyten pro pl enthilt, entspricht das
durch PCR-Amplifikation von 10° erhaltene Untersuchungs-
material eines einzigen Lymphozyten einer «konventionellen
Untersuchungsmenge» von etwa 20 ml Blut! PCR-Reaktion
und ihre technische Durchfiihrung sind in zwei «Kochbii-
cherny praxisnah beschrieben. Das erste (Ehrlich, 1989) geht
vor allem aufdie Grundziige der Methodik ein, und das zweite
(Innis et al., 1990) zeigt neben den Grundziigen der Methodik
Anwendungsbeispiele in der Diagnostik und forensischen
Medizin. Im weiteren geht letzteres auf die sehr wichtigen
Aspekte der Labororganisation bei der Druchfithrung der
PCR ein. Dies ist ausserordentlich wichtig, um falsch positive
PCR-Resultate auszuschliessen oder mindestens zu minima-
lisieren (Kwok und Higuchi, 1989; Sarkar und Sommer,
1990).
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ANWENDUNGSMOGLICHKEITEN IN DER
PRAXIS

Die praktischen Anwendungsmdoglichkeiten sind in der Hu-
manmedizin bereits zahlreich belegt. Tabelle 1 gibt eine kurze
Auswabhl bereits existierender Diagnosemoglichkeiten beim
Menschen. Drei grosse Gebiete stehen im Vordergrund, ndm-
lich der Nachweis viraler Infekte, die Diagnose genetischer
Krankheiten und die Anwendungen in der forensischen Me-
dizin, wo vielfach nur kleinste Mengen von Untersuchungs-
material (Haarbilge, kleinste Blutspuren, Spermareste) zur
Verfiigung stehen. Die Forensik profitiert auch von der Tat-
sache, dass altes Untersuchungsmaterial (z. B. eingetrockne-
tes Blut oder Spermien) noch nach Monaten oder Jahren zur
Analyse herangezogen werden kann. Die PCR, in Kombina-
tion mit DNA-Fingerprinting (siehe Schelling et al., 1991),
kann mit 250 nl Blut oder mit einem einzigen Spermium
durchgefiihrt werden (Jeffreys et al., 1988). Als Kuriositit sei
hier noch angemerkt, dass die PCR erfolgreich mit DNA

Tab. 1: Einige Anwendungsbeispiele in der humanmedizini-
schen Diagnostik und Genetik*

DIAGNOSTIK

Leukémieviren (z. B. HTLV )
Humanes Immunodefizienzvirus (HIV)
Hepatitis B Virus

Genitale Papillomaviren
Cytomegalieviren

Enteroviren

Salmonellen

Vibrio cholerae

Legionella pneumoniae
Malaria

GENETIK (u. a. prinatale Diagnose)
HLA Typisierung

Duchenne’sche Muskelkrankheit
Sichelzellandmie
Chromosomentranslokationen
Phenylketonurie

Thalassamie

Blutfaktorendefekte (z. B. Faktor IX)

* Literaturzitate sind enthalten in Ehrlich (1989) und Innis et
al., 1990. Im tibrigen sei darauf hingewiesen, dass die Firma
Perking Elmer/Cetus alle drei Monate eine neue PCR Biblio-
graphie herausgibt, die kostenlos bezogen werden kann.
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Tab. 2: Einige Anwendungsbeispiele in der veterindrmedizi-
nischen Diagnostik in der Schweiz*

Feline Leukdmie (FELV)

Felines Immunodefizienzvirus (FIV)
Afrikanische Schweinepest
Aujeszky Krankheit der Schweine
Bovines Herpes Virus 1

Canines Herpes Virus

Porzines Herpes Virus

Caprines Arthritis Enzephalitis Virus
Echinococcus multilocularis

* Die hier erwdihnten Krankheiten sind zusammengestellt auf
Grund einer Umfrage bei Kolleginnen und Kollegen der
Veterindrmedizinischen Fakultditen der Universitdten Ziirich
und Bern. Die PCR zur Diagnose dieser Krankheiten ist
entweder schon eingefiihrt, oder sie wird es in absehbarer Zeit
sein.

Uberresten durchgefiihrt wurde, die von einer 4000 Jahre
alten dgyptischen Mumie stammten (Pddbo et al., 1989).

In der Veterindrmedizin gibt es bereits einige Krankheiten, die
in der Schweiz mittels PCR diagnostiziert werden. Tabelle 2
dokumentiert diejenigen Krankheiten, die im Mai 1990 an den
Veterindrmedizinischen Fakultiten der Universitdten Ziirich
und Bern entweder schon oder in den nidchsten Monaten
diagnostiziert werden.

Die Polymerase Kettenreaktion hat dank ihrer Einfachheit,
Reproduzierbarkeit und Sensitivitdt innerhalb zweier Jahre
von den molekularbiologischen und biochemischen Labors in
die Diagnostiklabors der Human- und Veterinirmedizin Ein-
zug gehalten. Ich wage vorauszusagen, dass die Handhabung
in den nichsten Jahren noch mehr vereinfacht werden wird,
so dass auch die Praktikerinnen und Praktiker sie direkt zur
Diagnosestellung werden einsetzen kénnen.
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Le DNA-diagnosic dans la médecine véteri-
naire: ll. La réaction en chaine de la polymé-
rase (PCR)

Le DNA-diagnostic est devenu trés important pour la généti-
que et les maladies infectieuses. Grace a une nouvelle métho-
de, la réaction en chaine de la polymérase (PCR), des parties
spécifiques de génomes de virus, bactéries, parasites ouméme
cellules peuvent étre amplifiées plus de cent millions de fois
en une période de temps trés courte. Ceci ouvre une nouvelle
dimension dans les diagnostiques pour les raisons suivantes:

1) La technique est tellement sensible qu’un seul virus, une
seule bactérie, parasite ou cellule est suffisant pour étre dé-
tecté dans le cas ou sa séquence en acides nucléiques est
connue. 2) Le matériel n’a pas besoin d’étre frais ni d’étre
conservé dans des conditions spéciales, puisque les acides
nucléiques sont beaucoup plus stables que les enzymes ou des
autres protéines. 3) La méthode est plus rapide que les méthodes
d’immunodétection habituellement utilisées. 4) La réaction en
chaine de la polymérase a été récemment standardisée. Ainsi,
elle peut étre utilisée dans des laboratoires de diagnostic.

Le but de cette mini-revue est de donner une introduction dans
la technique de base et de mentionner des applications possi-
bles et déja existantes en médecine vétérinaire.

La diagnosi a livello del DNA: Il. La reazione
a catena della polimerasi (PCR)

La diagnosi di malattie di origine genetica o infettiva viene
sempre piu frequentemente effettuata a livello del DNA. Una
nuova tecnica, la «reazione a catena della polimerasi» (PCR),
ha reso possibile 1’amplificazione di sequenze specifiche del
DNA. Grazie a questa reazione si possono ottenere, in un lasso
di tempo estremamente ridotto, centinaia di milioni di copie
della sequenza scelta. Questo metodo apre nuovi orizzonti
nell’ambito della diagnosi clinica, e questo per i seguenti
motivi: 1) L’alta sensibilita di questa reazione permette di
rivelare la presenza di un singolo virus, batterio o parassita.
La sequenza di parte del genoma di questi deve essere perd
conosciuta. 2) Siccome DNA risulta essere piu stabile di altre
macromolecole come enzimi o proteine in generale, il mate-
riale da analizzare non deve essere necessariamente fresco.
Speciali accorgimenti per la conservazione del campione ven-
gono quindi a cadere. 3) Il metodo é pil veloce dei comuni tests
immunologici correntemente applicati. 4) La reazione ¢ stata
ampiamente standardizzata, ci6 che rende possibile la sua appli-
cazione in laboratori prettamente adibiti alla diagnostica.

Lo scopo di questa breve pubblicazione, ¢ quello di introdurre
le nozioni di base riguardanti questa nuova tecnica. Si vuole
inoltre porre 1’accento sulle applicazioni possibili o gia esi-
stenti nel campo della medicina veterinaria.
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