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PCR 

Was ist das? 

(Theorie der PCR) 

 

Was soll das? 

(Anwendungsbereiche der PCR) 
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Kary Mullis 

- erfand (optimierte) 1983 

das PCR-Verfahren 

- erhielt 1993 dafür den 

Nobelpreis 

- Das Patent ist mittlerweile 

erfolgreich angefochten 

worden. 
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PCR =  

Polymerase Chain Reaction 

Ziel der PCR: 

Spezifische Amplifikation einer 

Zielsequenz in großer Menge. 
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Voraussetzungen für eine PCR 

1. DNA (Template) 

2. Oligonukleotide (Primer) 

3. Taq-Polymerase 

4. Thermocycler 

5. Puffer und Nukleotide 

6. Programm 
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1. Template 

- Genomische DNA, cDNA sowie rekombinante DNA 

(Plasmide, Viren, DNA-Konglomerate) können als Templates 

eingesetzt werden. 

- Meist reichen 100 pg Template-DNA aus (viel ist schlecht!!). 

- Auch die DNA aus einer einzigen Zelle kann für eine PCR 

eingesetzt werden (Single-Cell-PCR). 

- Häufig braucht die DNA nicht aufgereinigt zu werden. Dabei 

kann die PCR direkt mit dem Gewebematerial erfolgen. 

- Andererseits können Spuren von Inhibitoren (u. a. Tannine, 

Huminsäuren) die Reaktion komplett inhibieren. 
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2. Primer 
- im Schnitt 17-35 nt lang (6er), zueinander ausgerichtet 

- möglichst hohe Übereinstimmung (nicht Homologie) zur 

Zielsequenz 

 - durch Veränderungen der Primer können Mutationen 

 („site directed mutagenesis“) oder Extensionen der 

 Zielsequenz erreicht werden 

 - zu geringe Ähnlichkeit führt zu Nicht- oder Falsch-

 amplifikation 

- sollten nicht miteinander paaren können 

- beide Primer sollten gleiche Schmelztemperatur (Tm) aufweisen  

- GC-Gehalt entscheidend für Tm 
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Tm = Temperature of melting 

(Schmelztemperatur) 

Die Tm eines Primers ist die Temperatur, bei der 50 % der 

Oligonukleotide einzelsträngig vorliegen. 

Faustregel für die Berechnung der Tm eines Primers: 

Tm = nA/T + mG/C 

A/T = 2°C G/C = 4 °C 
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Primer für PCR-Proben 

N-terminal: NH
2
-Met-Cys-Val-Lys-Thr-Pro-CO

2
- 

               5‘-ATG TGC GTN AAA ACN CCN – 3‘  sense 

                        T       G  

 

C-terminal: NH
2
-Phe-Tyr-His-Thr-Val-Ala-CO

2
- 

                 5‘- TTC TAC CAT ACN GTN GCN 

                       T   T   C 

                  

 

 

  5‘- GC NAC NGT ATG GTA GAA –3‘  antisense 

 

                              G   A   A 
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3. Taq-Polymerase 

- Taq = Thermus aquaticus 

- hitzestabile 5´-3´ DNA-Polymerase, macht 3‘A-Überhang 

- Stabilität des Enzyms: >100°C (40 min HWZ bei 94°C) 

- Temperaturoptimum: 72-74 °C 

- Synthesegeschwindigkeit: 1000 bp/min 

- Synthesegenauigkeit: 1 Fehler bei 104 bp 

 - höher bei Polymerasen mit sog. „proof-reading“, z.B. Pfu 

 - proof-reading = 3´-5´Exonuklease, langsamer 

 - Gemisch aus beiden – z.B. Elongase 
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4. Thermocycler 

beheizbarer Deckel 

Thermoblock (96-

well) 

Bedienfeld mit 

Display 
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5. PCR-Programm 

Bestandteile eines PCR-Programms 

- Annealingtemperatur (abhängig von Tm der Primer) 

- Dauer der Elongation (abhängig von Fragmentgröße) 

- Anzahl der Zyklen (Extrazeit bei den letzten 10 Zyklen) 

- Dauer der Endelongation 

- Ramping 
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6. Puffer und Nukleotide 

- Tris-HCl 

 - puffert den pH 

- MgCl2 

 - Mg2+-Ionen als Cofaktor der Taq-Polymerase und 

 dNTPs, Menge bestimmt Spezifität der Reaktion 

- KCl 

 - optimiert den Salzgehalt für die Taq-Polymerase 

- dNTPs 

 - Substrat der Taq-Polymerase 

- u.v.m. 
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Beispiel für die Zusammensetzung 

eines PCR-Gemisches 

1     µl Template-DNA 

5 µl 10 x Puffer 

5     µl dNTPs (2,5 mM) 

1      µl Primer A (10 µM) 

1      µl Primer B (10 µM) 

1-5  U Taq-Polymerase 

- ad 50 µl mit (PCR)Wasser, mitführen von Kontrollen! 
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7. PCR-Ablauf 
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PCR 

 

Was soll das? 

(Anwendungsbereiche und -beispiele der 

PCR) 
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Anwendungsbereiche der PCR 

1. Herstellung spezifischer Gensequenzen 

2. Vaterschaftsanalysen, forensische Diagnostik 

3. Saatgut- und Lebensmittelkontrolle 

4. Viren- und Bakteriendiagnostik 

5. Diagnostik von Erbkrankheiten 

6. Populationsgenetik 

7. Molekulare Evolution 

8. Funktionelle Genomanalyse 

. 

. 

. 
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1. RT-PCR = Reverse transcribed PCR 

DNA-Kontamination? 
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2. Real time-PCR (qPCR) 

- Methode zur genauen 

Quantifizierung von mRNAs 

- beruht auf Einbau eines Farbstoffs, 

der bei Interkalation in DNA-

Doppelstränge fluoresziert 
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3. SSLP = Short Sequence Length 

Polymorphism (Fingerprint) 
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4. CAPS = Cleaved amplified 

polymorphic sequence (Fingerprint) 
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5. AFLP = Amplified fragment length 

poymorphism (Fingerprint) 

VNTR – variable number tandem repeats 

STR – short tandem repeats 
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6. Box-PCR (fingerprint) 

1 Primer gegen repetetive Sequenzen 
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7. Multiplex-PCR 

Bei einer Multiplex-PCR 

werden mehrere Primer-

paare in einen Reaktions-

ansatz eingesetzt. Dabei 

müssen die Primer 

kompatibel zueinander 

sein (d.h. Tm vergleichbar, 

keine unerwünschten 

Selbstpaarungen, etc.). 
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8. RACE = Rapid amplification of 

cDNA ends 

3´-RACE 

5´-RACE 
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9. Inverse PCR, Klonierung flankierender DNA 
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10. Denaturating (Temperature) gradient gel 

electrophoresis zur Unterscheidung mikrobieller 

Populationen 



28 

11. Nested-PCR 
Vermehrung von internen Sequenzen aus einem 

primären PCR-Fragment, Spezifität des Nachweises 

nimmt zu. 
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Aminosäuresequenzmotive zur Primerableitung  

P    Y    F   A    D    T 

P    Y    F   A    D    T 

P    Y    F   A    D    T 

H    L   W   H   A 

H    L   W   H   A 

H    L   W   H   A 

H    L   W   H   A 

H    L   W   H   A 

 

 

W   W   A   G   N   

W   W   A   G   N  

W   W   A   G   N   

W   W   A   G   N 

W   W   A   G   N 

 

Region für isiA-spezifischen 3‘-Primer 

Region für den 5‘-Primer 

Region für den 3‘-Primer 


