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Einsatz von Restriktionsenzymen zur
Uberpriifung der Spezifitat von PCR-Produkten
zum Nachweis von Toxoplasma gondii

Astrid Miiller, A. Hafl, H. Aspock

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Vermehrung (Amplifikation) von
Nukleinsauresticken bekannter Sequenz. Sie wird seit ihrer Erfindung durch MULLIS im Jahre
1983 weltweit zur Amplifikation von DNS-, aber auch von definierten RNS-Teilen verschie-
denster Erreger eingesetzt (7, 14, 20, 21, 22, 24, 25). Seit eineinhalb Jahren setzten wir die PCR
im Routinelabor als Verfahren zum direkten Nachweis von Toxoplasma gondii in verschiede-
nen Patientenmaterialien ein (19).

Der Vorteil der PCR gegeniiber anderen direkten Nachweismethoden, wie z. B. der Anfar-
bung der ganzen Parasitenzellen sowie der Isolierung und Anzuchtung der Parasiten in vivo
oder in vitro, liegt in der Kombination von Sensitivitat, Spezifitdt und einfacher, rascher
Durchfuhrbarkeit bei hoher Probenkapazitat (17, 23, 28). Der Nachteil bei der Anwendung der
PCR ist, daf® eine Moglichkeit zur Spezifitatsiiberprifung unmittelbar nach der elektrophoreti-
schen Auftrennung der Amplifikationsprodukte fehlt. Zwar kann man z. B. durch den Einsatz
einer Nested-PCR (2, 26) die Wahrscheinlichkeit der Spezifitat der Amplifikationsprodukte er-
hohen, der Bewels, daf es sich um die nachzuweisende DNS handelt, fehlt jedoch auch in
diesem Fall. Dieser Mangel war fiir uns Anla®, den Einsatz von Restriktionsenzymen zur Uber-
prufung der Spezifitdt von PCR-Produkten zu untersuchen. Dabei schneidet das Restriktions-
enzym das PCR-Produkt an einer bestimmten Stelle der Basensequenz, sodaf letztendlich
zwel DNS-Stucke mit unterschiedlicher und durch die Schnittstelle genau definierter Lange
vorliegen.

Von Oktober 1992 bis September 1993 wurden insgesamt 981 Proben eines Kollektivs von
218 HIV-positiven Personen verarbeitet. Bei einem Grofsteil der Proben (75%) handelt es sich
um Sedimente von induzierten Sputa nach Schleimldsung mittels 0,4% 1,4-Dithiothreitol, bei
17% um Bronchiallavage-Materialien, bei 2% um Pleurapunktate, bei 1,5% um Sedimente von
Liquores cerebrospinales und bei 1% um Proben von Lymphknoten. Die restlichen Proben
umfafsten autoptische und bioptische Hirnmaterialien, bioptisches Hautmaterial, Aszites-,
Knochenmark- und Lumbalpunktate sowie Lymphdrainage-Proben. Ein Teil der Patienten
(36%) befand sich zum Zeitpunkt der Materialentnahme im AIDS-Stadium 1V, der andere Teil
im Stadium III nach CDC (6). Bei 80% der Patienten handelte es sich um Manner, die beiden
groften Risikogruppen waren Homosexuelle (29%) und Drogenabhangige (38%).

Zum Nachweis von Toxoplasma gondii mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion verwen-
deten wir ein 194 bp langes Stiick des B1-Gens, das 35fach im Genom von Toxoplasma gondii
vorliegt (3, 17). Die Aufbereitung der DNS der Proben einschlieBlich der Positiv- und Negativ-
Kontrollen sowie die Durchfiihrung der Polymerase-Ketten-Reaktion erfolgte wie bereits in
anderen Arbeiten beschrieben (18, 19). Die Auftrennung der PCR-Produkte wurde entweder
mittels Agarose-Gel-Elekirophorese oder mittels Phast-Elektrophorese-System durchgefuhrt.



Auftrennung der
Amplifikationsprodukte in der
Agarose-Gel-Elektrophorese

Auftrennung der
Amplifikationsprodukte im
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Restriktionsenzymanalyse

Ergebnisse

Diskussion

Je 30 ul des Amplifikationsproduktes wurden “elektrophoretisch™auf einem 1 cm  dicken,
3%igen Agarose-Gel (Agarose NA, Pharmacia Ges.m.b.H, Wien) aufgetrennt (Spannung:
195 V; Laufzeit: 2 - 3 Stunden). Als Elektrophorese-Puffer wurde 1 x konzentrierter TBE-Puffer
(5 x Stocklésung: 89 mM Trisbase; 89 mM Natriumborat; 2,5 mM EDTA; pH 8.3; Reagenzien:
LKB-Produkter AB, Bromma, Sweden) verwendet. Das Gel wurde vor der Elektrophorese mit
60 ul Ethidiumbromid (Stocklésung: 10 mg/ml Aqua destillata; LKB-Produkter AB) versetzt.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die DNS-Banden mittels UV-Licht-Durchstrah-
lung (302 nm) beurteilt.

Die Auswertung der DNS-Banden erfolgte mit Hilfe einer shareware zur Molekularge-
wichtsbestimmung (9).

Je 2,5 ul des PCR-Produktes wurden elektrophoretisch auf einem Polyacrylamid-Gel (20%iges,
homogenes Phast-Gel; Pharmacia) aufgetrennt (Spannung: 400 V; Laufzeit: 30 min.). Zur Puffe-
rung des Systems wurden native Pufferstreifen (Phast-Gel Native Buffer Strips; Pharmacia)
verwendet. Die DNS-Banden wurden nach der Elektrophorese mittels Silberfarbung sichtbar
gemacht (17).

Zur Auswertung der DNS-Banden, dafy heit zur Berechnung deren Basenpaaranzahl
stand ein Einlesegerat (Pharmacia) mit spezieller Software zur Verfugung.

Zur Durchfiihrung der Restriktionsenzymanalyse wurden je 5 ul der positiven PCR-Proben mit
2,5 Units des Restriktionsenzyms ALU I (Pharmacia) versetzt und mit Aqua bidestillata auf 50 pl
Reaktionsansatz aufgefullt. Das Enzym schneidet die DNS zwischen den Basenkombinationen
AG und CT, in unserem Fall also zwischen dem 88. und 89. Basenpaar. Das Reaktionsgemisch
wurde daraufhin eine Stunde lang bei 37°C im Thermalreaktor ,Hybaid Thermal Reactor”
(Biomedica Ges.m.b. H, Wien) inkubiert. Anschlieffend wurden die Proben mittels Agarose-
Gel-Elektrophorese aufgetrennt (siehe oben). Die Berechnung der Basenpaaranzahl der DNS-
Banden erfolgte mit Hilfe der oben genannten shareware zur Molekulargewichtsbestimmung.

Von den insgesamt 82 PCR-Produkten, bei denen eine Restriktionsenzymanalyse durchge-
fuhrt wurde, stammten 65% der Proben von induzierten Sputa, 27% von Bronchoalveolarlava-
ge-Materialien, 6% von Lymphknotenproben und 2% von bioptischen Hirnmaterialien.

Von insgesamt 981 Proben waren 127 (13%) in der PCR positiv. Bei 82 der 127 positiven PCR-
Proben (64,5%) wurde eine Restriktionsenzymanalyse mit dem Restriktionsenzym ALU I
durchgefuhrt. In 80% der Falle wurde die Spezifitat der PCR-Produkte durch Restriktions-
enzymanalyse bestatigt. In 17,5% der Falle wurden die PCR-Produkte zwischen dem 78. und
79. bp bzw. zwischen dem 80. und 81. bp geschnitten. In 2,5% der Falle wurden die PCR-Pro-
dukte nicht geschnitten. Einzelheiten sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Die Abbildung 1 zeigt die schematische Darstellung einer Agarose-Gel-Elektrophorese mit
positiven PCR-Proben vor und nach dem Restriktionsenzymschnitt.

Die Diagnostik der Toxoplasma-Infektionen des Menschen basiert zwar im wesentlichen auf
dem Nachweis spezifischer Antikdérper im Serum, jedoch kommt dem direkten Nachweis von
Toxoplasma gondii mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion zunehmend Bedeutung zu. Dies
gilt vor allem einerseits fur die pranatale Diagnostik andererseits fur die Diagnostik von To-
xoplasma-Infektionen bei Immunsupprimierten (3, 4, 5, 8, 10, 11, 23, 29). Wie eingangs er-
wahnt, weist die Polymerase-Ketten-Reaktion gegeniber anderen direkten Nachweismetho-
den, wie zum Beispiel der GIEMSA-Farbung, dem Direkten Immunfluoreszenztest (DIFT), der
[solierung und Anzlchtung des Erregers in Versuchstieren oder in Gewebekulturen (12) oder
dem Nachweis von zirkulierenden Antigenen in Korperflussigkeiten des Menschen (13), den
Vorteil auf, rasch und einfach durchfuhrbar zu sein. AuRerdem ist die Polymerase-Ketten-
Reaktion ein Verfahren mit hoher Probenkapazitat (17).
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Tabelle 1:

Ergebnisse der Restriktionsenzymanalyse.
Aufgelistet ist die Zahl der geschnittenen und ungeschnittenen PCR-Produkte sowie
die unterschiedlichen Schnittstellen innerhalb der amplizierten Sequenz.

Die Auftrennung und der Nachweis der PCR-
Produkte erfolgen entweder mittels Agarose-Gel-
Elektrophorese durch Anfarbung mit Ethidium-
bromid und Sichtbarmachung durch UV-Bestrah-

— lung oder im Phast-Elektrophorese-System mit-

Material Anzahl der geschnitten zwischen nicht tels Silberfarbung. Im ersten Fall erfolgt die Identi-
geschnittenen geschnitten fizierung der PCR-Produkte mittels einer share-

PCR-Proben  88/89 bp 78/79bp 80/81 bp ware zur Molekulargewichtsbestimmung (9), im

zweiten Fall steht fur die Berechung der Anzahl

Is* 53 45 5 2 1 der Basenpaare der DNS-Banden ein Einlesegerat
E;rl;lghknoten zg 1? 3 ; ! mit spezieller Software zur Verfigung. Beide Sy-
Hirnmaterial*** 2 1 1 _ _ steme sind zwar Uberaus benitzerfreundlich, eine
gesamt 82 65 11 4 2 Moglichkeit, die Spezifitdt der DNS-Banden zu
T T T Uberprifen, fehlt jedoch. Diesem Mangel kann

% induzierte Sputa man durch den Einsatz von Restriktionsenzymen
**) Bronchoalveolarlavage-Materialien begegnen. ,Positive” PCR-Proben werden mit dem
™) bioptisch oder autoptisch Restriktionsenzym ALU I versetzt; dieses schnei-
det das amplifizierte, 194 bp lange DNS-Stlck

T T zwischen dem 88. und 89.bp, wodurch die Se-
quenz in ein Stuck mit 88 bp Lange und in ein

1 2 3 4 5 6 7 8 Stuck mit 106 bp Lange geteilt wird. Die Auftren-

123 _88 - L nung der DNS~BandeAn erfolgt mitte]s Agarose-
= 194 706 —_— — GeI—Elcktrophorcsc, die Identlﬁmerung und A}JS—
046 — — wertung mittels des Molekulargewichtsbestim-

mungsprogrammes (siehe oben).

Auf diese Weise untersuchten wir 82 von ins-
gesamt 127 positiven PCR-Proben. In 80% der Fal-
le wurden die PCR-Produkte tatsachlich an der
oben genannten Stelle geschnitten, — ein Um-
stand, der beweist, daR es sich bei dem Amplifika-

Abbildung 1:

Schema einer Agarose-Gel-
Elektrophorese zur Auftrennung

von PCR-Produkten vor und nach
dem Restriktionsenzymschnitt (RS).
Die DNS-Banden der Toxoplasma-

positiven Proben liegen vor dem

RS bei 194 Basenpaaren (bp). Nach

dem RS erhalt man je zwei DNS-

Banden — eine mit 88 bp und eine

mit 106 bp.

Proben:

Nr. 1 + 6 = DNS-Marker
(123 bp ladder)

Nr. 2 + 4 = positive PCR-Proben

Nr. 3 + 5 = positive Proben nach
Restriktionsenzym-
schnitt

Nr. 7 + 8 = Positiv-Kontrolle
(10° Tachyzoiten;
RH-Stamm;
vor und nach dem
Restriktions-
enzymschnitt)

Laufrichtung
der Elektrophorese

1

tionsprodukt um das gesuchte, 194 bp lange DNS-
Stiick des B1-Gens von Toxoplasma gondii handelt. In 17,5% der Falle wurden die PCR-Pro-
dukte zwischen dem 78. und 79. bp bzw. zwischen dem 80. und 81.bp, in 2,5% der Falle gar
nicht geschnitten. Das bedeutet, daR sich bei einem Grofteil der Proben die ALU I-Schnittstel-
le zwischen dem 88. und 89. bp innerhalb der von BURG et al. (1989) beschriebenen Sequenz
des B1-Gens befindet. Bei den restlichen Proben ist die Schnittstelle um zehn bzw. acht Ba-
senpaare verschoben oder, wie in wenigen Fallen gar nicht vorhanden. Es ist derzeit noch un-
sicher, ob diese Ergebnisse auf eine primar falsch-positive PCR oder auf eine Variation der
Basensequenz innerhalb des B1-Gens zurlckzufiihren sind. Die Klarung dieser Frage kann
nur durch eine Analyse der Sequenz der amplifizierten DNS erbracht werden; diese Moglich-
keit steht uns jedoch momentan nicht zur Verfugung.

Die Abbildung 1 zeigt ein Schema einer Agarose-Gel-Elektrophorese nach Auftrennung
der Proben (jeweils vor und nach dem Restriktionsenzymschnitt) sowie die einfache Beurteil-
barkeit der Resultate.

Wie eingangs erwéahnt, stellt die Durchfiihrung einer Nested-PCR eine Moglichkeit zur Er-
hoéhung der Spezifitat der PCR-Produkte dar. Bei der Nested-PCR wird ein zuséatzliches Pri-
mer-Paar eingesetzt, wobei die zwel Primer dieses Paares eine DNS-Sequenz einschliefsen, die
innerhalb der Sequenz liegt, die an das erste Primer-Paar anschliefst. Die Nested-PCR erhoht
die Spezifitat, weil die Wahrscheinlichkeit, daR sich zwei Primer-Paare an unspezifische DNS-
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Stellen anlagern, noch geringer ist, als bei Verwendung von nur einem Primer-Paar (15, 16,
27). Der Nachteil bei der Anwendung dieser PCR-Variante ist — verglichen mit der Durchfth-
rung einer ,normalen” PCR — der doppelte Zeit- und Materialaufwand.

Eine weitere Moglichkeit, die Spezifitdt der PCR-Produkte zu Uberprufen ist die Inokulation
des Ausgangsmaterials in die Peritonealhdhle von SPF-Méausen. Der Maus-Inokulationstest
gilt im Vergleich mit den anderen, oben genannten direkten Nachweisverfahren als Gold-
standardmethode. Probleme bei der Anwendung des Inokulationstests ergeben sich jedoch
aus der Tatsache, daf’ ein Ergebnis erst nach vier bis sechs Wochen vorliegt, wodurch die
Routinetauglichkeit dieses Tests — unserer Meinung nach — nicht gegeben ist.

Die Restriktionsenzymanalyse bietet den Vorteil, einfach und rasch durchfuhrbar zu sein
(Mehraufwand ca. zweieinhalb Stunden). Auf Grund der in dieser Arbeit présentierten Ergeb-
nisse konnte gezeigt werden, daf sich die Restriktionsenzymanalyse zur Uberpriifung der
Spezifitat von PCR-Produkten sehr gut eignet.

Es wird der Einsatz von Restriktionsenzymen zur Uberprifung der Spezifitdt von PCR-Pro-
dukten beschrieben. Die PCR wird zum Nachweis von Toxoplasma gondii in unserem Routi-
nelabor eingesetzt, wobel wir als Zielsequenz ein 194 bp langes DNS-Stiick des B1-Gens von
Toxoplasma gondii verwenden. Von insgesamt 127 positiven PCR-Proben wurden 82 Proben
mittels Restriktionsenzymanalyse auf ihre Spezifitat untersucht. Als Enzym verwendeten wir
ALU 1, welches das amplifizierte, 194 bp lange DNS-Stuck zwischen dem 88. und 89.bp
schneidet. In 80% der Falle wurden die PCR-Produkte an der genannten Stelle geschnitten. In
17,5% lag die Schnittstelle zwischen dem 78. und 79.bp bzw. zwischen dem 80. und 81 bp.
In 2,5% der Falle wurde das PCR-Produkt nicht geschnitten. Die Berechnung der Anzahl der
Basenpaare der DNS-Stucke vor und nach der Restriktionsenzymanalyse erfolgte mittels einer
shareware zur Molekulargewichtsbestimmung. Der Einsatz von Restriktionsenzymen stellt
eine rasch und einfach durchfuhrbare Moglichkeit dar, um die Spezifitat von PCR-Produkten
zu Uberprufen.

Polymerase-Ketten-Reaktion, Toxoplasma gondii, PCR-Produkt, Restriktionsenzymanalyse,
Spezifitat.

Application of restriction enzymes for checking specificity of
PCR-products

The application of restriction enzymes for checking the specificity of PCR-products is descri-
bed. PCR is used in our laboratory for the detection of Toxoplasma gondii. Our target is a
194 bp long sequence of the Bl-gene of Toxoplasma gondii. The specificity of 82 out of alto-
gether 127 positive PCR-samples was checked by using the restriction enzyme ALU 1. This en-
zyme cuts the amplified DNA fragment between the bp no. 88 and no. 89. The specificity of the
PCR-products was confirmed in 80% of the cases, that means they were cut at the described
position. In 17,5% of the cases the PCR-products were cut between the bp no. 78 and 79 or
between the bp no. 80 and 81 respectively. In 2,5% of the cases the PCR-product was not cut.
The identification of the DNA-fragments before and after restriction enzyme analysis is done
by using a shareware for molecular weight determination. The application of restriction enzy-
mes offers a rapid and reliable possibility to check the specificity of PCR-products.

Polymerase chain reaction, Toxoplasma gondii, PCR-products, restriction enzyme analysis,
specificity.
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