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Um eine einfache Quantifizierung der
PCR zu ermöglichen, war man bemüht,
einen sogenannten homogenen Assay zu
entwickeln, bei dem Amplifikation und
der Nachweis des PCR-Produkts simul-
tan in einem Reaktionsgefäß ermöglicht
werden. Dies gelang erstmals 1991 mit
dem von HOLLAND et al. beschriebe-
nen 5´-Nuclease PCR Assay unter Aus-
nützung der 5´-Exonukleaseaktivität der
Taq Polymerase zur Detektion der Se-
quenz-spezifischen Amplifikation.

Bei der “real-time” PCR wird während
der PCR ein Fluoreszenzsignal erzeugt,
das proportional zur Zunahme des PCR-
Produktes ist und online direkt im PCR-
Reaktionsgefäß gemessen wird. Das er-
laubt ein Verfolgen der Reaktion in der
logarithmischen Phase der PCR, wo-
durch die Messung der Effizienz mög-
lich wird.

Die Sonde (TaqMan-Sonde, Probe) ist
ein Oligonukleotid mit einer Sequenz
komplementär zum amplifizierten Frag-

ment. Dadurch erhält man eine Spezifi-
tät, die einer PCR mit anschließendem
Southernblot und Hybridisierung ent-
spricht.

Die Sonde ist an ihren Enden mit zwei
Fluoreszenzfarbstoffen, einem Reporter
und einem Quencher, konjugiert. Der
fluoreszente Reporterfarbstoff ist kova-
lent an das 5´-Ende der Sonde geknüpft.
Es stehen mehrere Farbstoffe, die sich
im Emissionsspektrum ausreichend un-
terscheiden, zur Verfügung. Den ver-
schiedenen Reporterfarbstoffen (Multi-
plex-Anwendung des TaqManª PCR Sy-
stems sind also möglich) steht jeweils der
Quencher-Farbstofff gegenüber.

Der Quencher wird über ein Linker-Arm-
modifiziertes-Nukleotid (LAN) an das
3´-Ende der Sonde gebunden. Schließ-
lich wird die Sonde noch chemisch phos-
phoryliert, um eine Extension des 3´-
Endes während der PCR zu vermeiden.

Ist das Oligonukleotid intakt, wird bei
einer Anregung des Reporters durch den

Laser die Fluoreszenzenergie auf den
Quencher übertragen und dieser emittiert
ein Lichtsignal (Fluorescence Resonance
Energie Transfer, FRET). Wird nun das
Oligonukleotid durch die 5‘-Exonu-
kleaseaktivität der Taq Polymerase ge-
spalten, werden Reporter und Quencher
räumlich getrennt und man erhält ein
Lichtsignal vom Reporter.

Wenn sich die Emissionsspektren von
Reporter und Quencher ausreichend un-
terscheiden, kann man aus dem Gesamt-
spektrum die Zunahme des Reportersi-
gnals berechnen.

Mit Hilfe der “real-time” quantitativen
PCR hat man eine Methode in der Hand,
die eine gute und reproduzierbare Quan-
tifizierung von PCR und RT-PCR bei
Verwendung von inhibitorfreier DNA
und RNA erlaubt. Das Hauptproblem ist
nicht mehr die quantitative PCR, sondern
die Isolierung sauberer, inhibitorfreier
DNA in ausreichender Menge aus den
verschiedenen Lebensmittelmatrizes.
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