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»Polymerase chain reaction«-teknikkens

anvendelsesmuligheder

STATUSARTIKEL

Lic.scient. Niels Rudiger

Siden slutningen af 1980’erne er udviklingen i molekylaer-
biologiske teknikker til undersggelser af DNA og RNA neer-
mest eksploderet. Dette skyldes alt overvejende Karry
Mullis idé i 1983 om anvendelse af DNA-polymeraser til gen-
tagne udbygninger af det dobbeltstrengede DNA-molekyle
(polymerase chain reaction [PCR]). Ideen anvendt i praksis
beskrev Mullis et al bl.a. i en artikel i Nature i 1986 (1), og
den indbragte ham i 1993 nobelprisen i kemi.

Tiden herefter har vaeret hektisk. PCR-teknikken har s&-
ledes haft umadelig stor betydning for kortleegningen af det
humane genom. Kloningsarbejder, som for kunne tage fra
uger til maneder, kan nu afsluttes pa fa dage. Teknikken vi-
ste pa ganske kort tid, at mange ars arbejde med at opna
kendskab til DNA, RNA, gener, genstrukturer og genregule-
ring nu stod over for potentielle anvendelsesmuligheder
ogsa uden for universiteterne. Det var klart, at denne teknik,
hvis den var palidelig, ville revolutionere hele vort moleky-
leere informationsniveau. Klinikere fik i hgjere grad mulig-
hed for at relatere variationer i genotypen til feenotypen.
Netop enkeltheden i teknikken og den deraf falgende mini-
male omkostning ved at udfgre den, er vel nok en af de alt-
overvejende grunde til den eksplosive anvendelse, som
PCR-teknikken fik helt fra starten.

Grundlaget for en optimal klinisk udnyttelse er imidlertid
et indgdende kendskab til arvemassen hos mennesker.
Flere gigantiske projekter har veeret iveerksat for at kort-
leegge menneskets genom, som nu ogsa foreligger. Fordi
man i denne kortleegning har beskrevet genernes sekvens
base for base, er det muligt forholdsvist enkelt at udveelge et
omréde af arvemassen, som gnskes opformeret og analyse-
ret. Opformeringen sker ved anvendelse af to syntetisk
fremstillede, sma DNA-stykker (primere), der flankerer det
genomrade, som gnskes analyseret. Ved hjeelp af en termo-
stabil polymerase kan kopieringen resultere i en fordobling
af genomradet mellem primerne for hver gang reaktionen
gennemgar en cyklus, der bestar af 2-3 forskellige tempera-
turniveauer. Selv om PCR-teknikken forekommer at vare

enkel at udfgre, er den praktiske anvendelse ofte forbundet
med store handterings-/kontamineringsproblemer. Konse-
kvensen heraf er, at sensitive, klinisk relevante PCR-analy-
ser kun bgr udfgres i specialindrettede laboratorier, hvor
kontamineringsrisici kan minimeres. Hvis laboratoriet ind-
rettes korrekt fra starten, dbner der sig en verden af mulig-
heder baseret pd PCR-teknikken, hvoraf jeg her vil nevne
enkelte simple og andre mere avancerede metoder.

PCR-baserede teknikker til

pavisning af genvariationer

En af de mest anvendte PCR-baserede genetiske undersg-
gelser tager udgangspunkt i polymorfe omréader i og om-
kring generne. En genetisk variation siges at vere en poly-
morfi, hvis den i normalbefolkningen forekommer med en
hyppighed, der er starre end 1%. En type polymorfi kunne
eksempelvis veere faktor V (Leiden)-mutationen (med en
hyppighed pa ca. 6,5% i den danske befolkning) (2) eller va-
riable number of tandem repeat (VNTR)-sekvenser. Sidst-
naevnte er korte DNA-sekvenser, der hos forskellige indivi-
der ofte forekommer i varierende antal. Sddanne sekvenser
kan forekomme savel i som teet ved kodende DNA-omrader.
VNTR-sekvenser anvendes hyppigt til at falge nedarvnings-
mgnstre. Dette sker, ved at PCR opformerer et omrade, som
daekker over en region med VNTR-sekvenser. Forskelle i an-
tallet af VNTR vil resultere i varierende leengde af de PCR-
opformerede DNA-fragmenter. Samme situation gar sig geel-
dende for mutationer, hvor der er sket en deletion (mangler
DNA) eller insertion (ekstra DNA), der ligeledes vil med-
fore DNA-fragmenter, som starrelsesmaessigt adskiller sig
fra normale genomrader. Starrelsesforskelle i DNA-frag-
menter kan erkendes visuelt ved en simpel gelelektrofore-
tisk adskillelse.

Pavisning af kendte punktmutationer/variationer

Mange sygdomsforbundne genmutationer kendes i dag, og
for de fleste er det forholdsvis enkelt at opseette en specifik
PCR-baseret analyse for at teste en mutations tilstedevee-
relse i en given prove. Design af genspecifikke primere til
opformeringen af et DNA-fragment kan f.eks. udformes sa-
ledes, at normalfragmentet i det opformerede PCR (DNA)-
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fragment efterfglgende kan klgves af et bestemt restrik-
tionsenzym. | analysen for faktor V (Leiden)-mutationen an-
vendes restriktionsenzymet Mnl I, som Kklgver normalse-
kvensen, men ikke faktor V (Leiden)-sekvensen. En homo-
zygot tilstedeveerelse af normalfragmentet vil saledes resul-
tere i en fuldsteendig klgvning af de opformerede DNA-frag-
menter til to mindre DNA-fragmenter. Hvis derimod kun det
muterede gen er til stede, vil ingen af de opformerede frag-
menter veaere Kklgvede. | de tilfeelde, hvor der opformeres
DNA fra en heterozygot, vil halvdelen af fragmenterne inde-
holde mutationen og kun denne halvdel vil blive klgvet af re-
striktionsenzymet. En gelelektroforetisk undersggelse af
klgvningsfragmenterne vil afslgre genotypen for patienten.
Disse tre kombinationer er vist i Fig. 1, som illustrerer un-
dersggelse for faktor V (Leiden)-mutationen. Af kvalitets-
maessige arsager anvendes som vist et kontrolklgvnings-
sted. | dette tilfeelde er de anvendte primere designet til at
opformere et omrade, der dekker savel Faktor V (Leiden)-
mutationen, som et naturligt forekommende klgvningsted
for restriktionsenzymet Mnl I. Uanset gensammensztnin-
gen vil dette sted blive klgvet af restriktionsenzymet Mnl I.
Herved opnas en sikkerhed for, at det anvendte enzym er
aktivt, hvilket er en altafggrende forudsatning for analysen.
Hvis et internt kontrolklgvningssted ikke findes, kan et sé-
dant indsattes i DNA-fragmentet via de anvendte PCR-
primere.

Allelspecifik hybridisering
En anden af de forholdsvis simple PCR-baserede undersg-
gelser tager udgangspunkt i en hybridisering mellem det
PCR-opformerede DNA-fragment og en eller flere prober.
Proberne er maerket med en fluorochrom, som efterfal-
gende kan detekteres i en raekke forskellige udstyr. Hybridi-
seringsforholdene, som i al veesentlighed er baseret pa til-
passede salt- og temperaturbetingelser, resulterer i, at pro-
ber kun vil hybridisere til det opformerede DNA, hvis alle
probens baser er involveret i en baseparring med prgvema-
terialet. | praksis ville man ogsa kunne anvende denne me-
tode til pavisning af faktor V (Leiden). Metoden anvendes i
meget vid udstraekning til pavisning af enkeltbasevariationer
(single nucleotid polymorphism [SNP]). | modseetning til den
ovenfor anferte metode, der involverer et restriktionsen-
zym, &ndres strukturen af det opformerede DNA ikke un-
der denne analyse, hvilket gegr det muligt at foretage flere
SNP-analyser pd samme DNA. SNP-assay anvendes ofte til
analyse af sterre prgvematerialer for tilstedeveerelse af
kendte sygdomsrelaterede genpolymorfier. SNP-assays sg-
ges i dag automatiseret ved anvendelse af udstyr, med hvil-
ket man séavel kan regulere hybridiseringsbetingelserne
som foretage de kolorimetriske aflaesninger. Det geelder
bl.a. udstyr som melting curve analysis (MCA) fra Hybaid,
som er designet til at hybridisere og monitorere SNP-analy-
ser, der er foretaget i titerbakker. Andre mere avancerede
f.eks. quantitative PCR (QPCR)-maskiner kan bringes til at
udfere sdvel PCR-opformeringen som den efterfglgende
SNP-detektion.

Ud over at finde anvendelse i beskrivelsen af forbindelser
mellem forskellige SNP’er og arvelige sygdomme, anvendes
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Fig. 1. Genetisk analyse for forekomsten af faktor V (Leiden)-mutatio-
nen. Opformering ved hjelp af faktor V-genomrade ved brug af to pri-
mere. Omradet, der er markeret med sort, svarer til en kodende region
(exon) af Faktor V-genet, mens den gvrige del svarer til en ikkekodende
region (intron). Lodrette pile viser klgvningssteder i normalt DNA.
Faktor V (Leiden)-mutationen andrer ved basezendring klgvnings-
mgnstret i den kodende region. Klgvningsstedet i den ikkekodende re-
gion er medtaget som kontrol af restriktionsenzymets klgvningseffekti-
vitet.

SNP-analyser i visse lande ogsa inden for retsgenetikken.
Her undersgges forekomsten af et mindre antal SNP’er hos
de involverede/misteenkte individer, og pa basis af preva-
lensen af de undersggte SNP’er i befolkningen kan sandsyn-
ligheden for en sammenhang mellem to prever beskrives.

Monitorering af genaktivitet ved hjeelp af PCR

Blandt de mest hotte anvendelsesomrader for PCR er real-
time reverse transcriptase-PCR (RT-PCR). RT-PCR tager ud-
gangspunkt i mRNA, som ved anvendelse af enzymet revers
transkriptase kopieres til DNA, der herefter anvendes som
udgangspunkt for en PCR-opformering. Ved at optimere re-
aktionsbetingelserne kan denne metode ggres kvantitativ,
hvorved det er muligt at bestemme mangden af mRNA i ud-
gangsmaterialet. | dag findes en vifte af sdkaldte QPCR-ma-
skiner, hvoraf man med flere har muligheden for at kvantifi-
cere forekomsten af mere end en mRNA pr. reaktion via en
sakaldt multiplex-PCR. Denne adskiller sig fra den navnte
RT-PCR, ved at reaktionsblandingen bl.a. indeholder pri-
mere til opformering af op til fire forskellige genprodukter.
Kvantificeringen foregar ved at addere genspecifikke prober
med hver sin mgrkning. QPCR-maskiner monitorerer fluo-
rescenssignalet for hver af de adderede prober som udtryk
for megengden af de opformerede produkter. Den store udfor-
dring ved at anvende multiplex-PCR er optimeringen af reak-
tionsbetingelserne til at kunne give kvantitative resultater.
Det vil ofte veere en god idé at bruge lidt tid pa at besgge en
af de mange bulletin boards, som eksisterer pa internettet
(f.eks. gpcrlistserver@yahoogroups.com), hvor bade bru-
gere og leverandgrer deltager i radgivning.



Anvendelse af prober til SNP-detektion og i real time-PCR
(realtidsmonitorering af maengden af opformet DNA) har
betydet en kraftig udvikling af nye fluorokromer til anven-
delse inden for dette felt. Fordi savel anvendelsesomra-
derne, sensitiviteten som prisen pa disse fluorokromer vari-
erer meget, er det ved opstart af nye projekter relevant at fo-
retage en ngje vurdering af de gnskede behov. Det bgr over-
vejes, dels hvilke applikationer udstyret skal og forventes at
skulle anvendes til, dels hvilke fluorokromer som kan bru-
ges til dette formal, og sidst om sensitivitet og pris pr. ana-
lyse er realistisk. Disse centrale elementer vil endvidere
veere en nyttig hjeelp ved valg af en QPCR-maskine. | gvrigt
henvises til oversigtsartiklen af S.A. Bustin (3), der for nylig
har resumeret en lang raekke aspekter inden for RT-PCR og
valg af udstyr.

PCR som del af en diagnostisk metode

DNA- og RNA-diagnostiske undersggelser baseres i vidt om-
fang pa anvendelse af PCR-teknikken. Dette skyldes, at tek-
nikken kan bringes til at have hgj savel specificitet som sen-
sitivitet. Det faktum, at sensitiviteten er baseret pa en enzy-
matisk opformering af et specifikt DNA-fragment, er ogsa
grunden til, at metoden er yderst falsom over for kontamine-
rende prgvematerialer. Kontaminerende DNA skyldes alt-
overvejende omformeret DNA, der overfares via aerosolpar-
tikler, og uhensigtsmaessig arbejdsgang i laboratoriet. Som
udgangspunkt kreever anvendelsen af PCR-teknikken til dia-
gnostiske formal et indgdende kendskab til design af pri-
mere, prober og metodeparametre foruden metoder til kor-
rekt oprensning og behandling af pravematerialer. Valget af
den korrekte termostabile polymerase er en del af PCR-vi-
denskaben. Mere end 30 forskellige termostabile polymera-
ser giver mulighed for at optimere analysernes sensitivitet
og specificitet. Eksempelvis findes der termostabile polyme-
raser, som forst aktiveres efter et leengere opvarmningstrin
ved 92 grader. Herved minimeres risikoen for, at de tilsatte
primere indgar i en DNA-udbygning med hinanden. Andre
termostabile polymeraser er specielt velegnede til opforme-
ring af GC-rige DNA-omrader, til at kopiere lange DNA-frag-
menter eller til at kopiere DNA korrekt. Sidstnaevnte sker
ved anvendelse af en enzymatisk »korrekturlesning.

Fremtiden er i gang

Overbygningen til PCR-teknikken er implementeret i flere
farende danske laboratorier. Det drejer som om den sa-
kaldte chip-array-teknologi. Denne teknologi gar det eksem-
pelvis muligt at screene en enkelt patient for et stort antal
kendte mutationer (SNP-array), screene for genaktiviteten
for tusindvis af gener i f.eks. tumorer og sammenholde dette
billede med tilsvarende analyser fra normalt veev. Firmaet
Affymetrix var fgrst med udviklingen af et high throughput
system (www.affymetrix.com). Firmaet szlger feerdigdesig-
nede arrays til disse formal. | efterfglgende verificerende/
diagnostiske undersggelser anvendes i hgjere grad andre
array-platforme. En af disse er Nanogen. Nanogen har ud-
viklet et andet genialt array-system, som giver brugeren den
fulde fleksibilitet til at foretage SNP-analyser, pavisning af
ukendte mutationer i store DNA-fragmenter (4) og pavis-
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ning af DNA-protein-interaktioner m.m. Den principielle for-
skel mellem disse to udstyr bestar primeert i, at mens man
med Affymetrix’ chip-array foretager mange undersggelser
pa et prevemateriale, s& muligger chip-array’et fra Nanogen
relativt fa undersggelser, men pa mindst 100 forskellige pre-
vematerialer (www.nanogen.com).

Microarray-markedet er meget stort, og yderligere oplys-
ninger kan med fordel hentes pd internettet (f.eks. www.
Gene-Chips.com) for en mere fuldsteendig beskrivelse af
markedet i relation til de foreliggende behov.

Summary

Niels Rudiger:
The applications of
the polymerase chain reaction technique.

Ugeskr Laeger 2003;165:783-5.

Our knowledge of genes and genetic diseases has increased
tremendously since the polymerase chain reaction technique
(PCR) was introduced as a technique in molecular biology.
The technique has become a critical tool for basic research,
molecular biology, and biotechnology. PCR has been the link
between science and molecular biology as a diagnostic tool.
High sensitivity within a short time and low labour cost have
been the key elements for the success of PCR. Furthermore,
combinations with other techniques in molecular biology
have opened up for still new perspectives as e.g. fluores-
cence-based real-time reverse transcription PCR (RT-PCR).
In addition to providing a snapshot of the state-of-the-art ap-
plications of PCR, a look is made into the new DNA-micro-ar-
ray era.

Reprints: Niels Riidiger, AH Diagnostics, Runetoften 18, DK-8210 Arhus V.

Antaget den 20. januar 2003.
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Litteratur

1. Saiki RK, Bugawan TL, Horn GT et al. Nature 1986;324:163-6.

2. Larsen TB, Lassen JF, Brandslund I et al. The Arg506GIn mutation (FV Lei-
den) among a cohort of 4188 unselected Danish newborns. Thromb Res
1998;89:211-5.

3. Bustin SA. Quantification of mRNA using real-time reverse transcription
PCR (RT-PCR): trends and problems. J Mol Endocrinol 2002;29:23-39.

4. Behrensdorf HA, Pignot M, Windhab N et al. Rapid parallel mutation scan-
ning of gene fragments using a microelectronic protein-DNA chip format.
Nucleic Acids Res 2002;30:e64.

785

8/G9T ¥IOFT WSION

€002 dvNya3d LT



