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die Hybridisierung mit einer durch die
Polymerase Ketten-Reaktion (PCR) amplifizierten
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Zusammenfassung:

In menschlichen Hautabstrichen konnte durch die PCR HSV-DNA nachgewiesen werden. Das untersuchte Ma-
terial stammt von Hautldsionen eines Patienten mit diagnostiziertem Ewing-Sarkom. Um den Nachweis der
amplifizierten DNA zu verbessern, wurde nach der PCR eine Hybridisierung mit einer spezifischen HSV-DNA-
Sonﬁe 7urchgef£ihrt. Die Herstellung der HSV-Sonde erfolgte durch die PCR unter Verwendung digoxigenier-
ter Nukleotide. : '

Schlisselworter:
Herpes simplex Virus — Polymerase Ketten-Reaktion — Digoxigeninmarkierte Sonde

Summary:

By using the polymerase chain reaction (PCR) an assay for HSV-DNA detection in human skin lesions was
estal?lished,v The material was extracted from skin lesions of a patient with Ewing sarcoma. To optimize the
detection of the amplified DNA.a hybridization was carried out with a specific HSV-DNA probe labeled by the

PCR with a nonradioactive digoxigenin-deoxyuridinetriphosphate (dUTP).
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Einleitung

Weltweit mu mit einer hohen Durchseuchungsrate Ju-
gendlicher und Erwachsener mit Herpes simplex-Viren
der Typen 1 und 2 gerechnet werden. Immunmodulie-
rende endogene und exogene Faktoren (Patienten” mit
Krebs und/oder zytostatischer Therapie, AIDS, Neugebo-
rene) kénnen zu akuten Exazerbationen fithren. Diese tre-
ten entweder lokal begrenzt oder systemisch auf. |hr
Schweregrad ist dem MaR der Immundefizienz meist ent-
sprechend. Um verfugbare therapeutische Moglichkeiten
voll auszuschépfen, ist eine schnelle und sichere Dia-
gnose notwendig. :

Diese Arbeit beschreibt eine Methode fir den empfindli-
chen Nachweis der HSV-DNA in Hautldsionen durch die
Hybridisierung amiplifizierter HSV-DNA mit einer Digoxi-
genin-markierten Sonde. Die Amplifizierung der HSV-
DNA und die Herstellung der spezifischen HSV-DNA-
Sonde erfolgt durch die PCR.

Material und Methoden

DNA-Extraktion aus Zellkulturen

Die Extraktion der HSV,-DNA erfolgte aus einer HSV,-infi-
zierten FL-Zeltkultur (1), von der die infektié;en Einheiten

(IlU) pro ml vorher bestimmt wurden. Nach einer Wa-
schung mit TE8 (Tris 10 mmol, EDTA 1 mmol, pH8) wur-
den die Zellen durch die Zugabe von 1 ml Lysispuffer

-{1% SDS, Proteinase K 100 pg/mi) und Inkubation Gber

30 min bei 37°C und 30 min bei 56°C lysiert. Nach einer
Phenol/Chloroformextraktion erfolgte die Prézipitation
der DNA bei —20°C in 2 Volumen Ethanol (2).

DNA-Extraktion aué epidermalen Abstrichen

Die HSV-DNA-Gewinnung aus Oralschieimhautabstrichen
von 3 Patienten ohne und eines Patienten mit herpetifor-
men Léasionen erfolgte nach der schon beschriebenen
Methode. Die préazipitierte DNA wurde in 20 ul TE8 ge-
16st.

' DNA-Amplifikation

Fir die PCR wurde ein Primerpaar genutzt, mit dem 92
bp groRe Segmente amplifiziert werden. Das amplifi-
zierte HSV-DNA-Segment ist sowohl fir HSV; als auch
HSV, spezifisch und entspricht einem Teil des HSV-DNA-
Polymerasegens. Die genutzten Primer weisen folgende
Sequenzen auf (3): :

Primer I: CAT CAC CGA CCC GGA GAG GGA C,

Primer Il: GGG CCA GGC GCT TGT TGG TGT A.
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Abb. 1: Ethidiumbromidférbung der digoxigenierten HSV-Sonde
nach Agarosegelelektrophorese in einem 4 %igen Gel (3% Nu
Sieve Agarose, 1% Agarose standard), (1) HSV-Sonde, (2} Mar-
ker V Boehringer, Mannheim.

Die PCR wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

10 ul Tag-Puffer (10* konz.)

50 uM je Desoxyribonucleosidtriphosphat (dNTP)

100 ng Primer |

100 ng Primer I

5 ul Herpes simplex DNA (5 ng, 50 ng, 100 ng, 500 ng,
1000 ng), oder 10 ul Patienten-DNA

ad 100 ul Aqua dest

+ 1 pul Tag-Polymerase (2 U)

Insgesamt erfolgten 40 Zyklen Uber 90 sek bei 94°C, 90
sek bei 50°C und 90 sek bei 65°C. Nach Amplifikation
wurde die Agarosegelelektrophorese (3% Nu Sieve, 1%
Agarose standard) durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA
wurde mit Ethidiumbromid gefarbt und auf eine Nylon-
membran (Hybond N, Amersham International PlLc,
Amersham, UK) durch die Southern Blot Technik transfe-
riert. Dazu wurde das Gel Uiber 20 min in Denaturierungs-
puffer (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) inkubiert und der DNA-
Transfer auf die Nylonmembran in einem Vacublot-Appa-
rat (Schleicher & Schill) bei 0,9 bar Vakuum mit Transfer-
puffer (0,25 M NaOH, 1,5 M NaCl) iiber 1 Stunde durchge-
fiihrt. Die Nylonmembran wurde fiir 30 sek auf eine mit
20 x SSC (1 x SSC entspricht 0,15 M NaCl, 0,015 M Triso-
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Abb. 2b: Southern Blot des Agarosegels und Nachweis der Hy-
bridisierung durch den polyclonalen Anti-Digoxigenin-Antikér-
per. (1) Marker V (Boehringer, Mannheim), (2) amplifizierte Pa-
tienten-DNA, (3) Negativkontrolle I, 20000 IU aus HSV-infizier-
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Abb. 2a: Ethidiumbromidfirbung der amplifizierten DNA nach
Agarosegelelektrophorese in einem 4 %igen Gel (3% Nu Sieve
Agarose, 1% Agarose standard), (1) Marker V (Boehringer,
Mannheim), (2) amplifizierte DNA des Patienten, (3) Negativkon-
trolle I, 20000 IU aus HSV;-infizierten FL-Zellkulturen (4), 2000 IU
(5), 10000 IU (6), 1000 IU (7) und 100 IU (8), (9) Negativkontrolle
I, (10, 11, 12) Kontroligruppe (13) 1 kb-ladder Gibco), (14) Positiv-
kontrolle (10000 IU). Bei 10, 11, 12 und 14 sind zusétzlich die Pri-
merpaare erkennbar.

dium Citrat, pH 7,4) durchtrankte 3 mm Filterpapier-
scheibe gelegt, luftgetrocknet und bei 80°C gebacken.

Prédparation der HSV-DNA-Sonde

Der Einbau der Nukleotide in die Sonde nach der be-
schriebenen PCR-Vorschrift erfolgte unter Nutzung der
HSV;-DNA aus einer infizierten FL-Zell-Kultur. Zur Herstel-
lung der HSV-Sonde wurden 3 ul dNTP labeling mix
(Desoxyadenosintriphosphat 1 mM, Desoxyguanosintri-
phosphat 1 mM, Desoxythymidintriphosphat 0,65 mM,
Desoxycytidintriphosphat 1. mM, Digoxigenin-dUTP 0,35
mM) eingesetzt. Unter diesen Bedingungen konnten un-
gefahr 100 ng/5 ul digoxigenierte HSV-DNA-Sonde nach
der elektrophoretischen Separation im 4%igen Agarose-
gel geschitzt werden (Abb. 1). Die Hybridisierung wurde
nach den Anweisungen des Herstellers (Nonradioactive
DNA Detection Kit, Boehringer Mannheim) bei 68°C mit
100 ng Sonde in 10 ml.Lésung durchgefihrt. Nach der an-
schlieBenden Reaktion von Digoxigenin mit einem alkali-
schen Phosphatase-gekoppelten Antidigoxigenin Antikor-
per konnte der Nachweis durch die Farbreaktion mit Ni-
troblau-Tetrazolium und X-Phosphat iber 10 min gefiihrt
werden. :

ten FL-Zellkulturen (4), 2000 IU (5),
100 IU (8), (9) Negativkontrolle I, (10, 11, 12) Kontroligruppe, (13)
kb-ladder (Gibco), (14) Positivkontrolle (10000 1U).



Mit dieser Sonde war durch DNA-Hybridisierungsversu-
che mit allen Herpesviren (Herpes simplex Virus 1 und 2,
Epstein-Barr-Virus, Varizella-Zoster-Virus, Cytomegalievi-
rus) nur ein Nachweis der DNA von Herpes sumplex Virus
1 und 2 mdéglich.

Ergebnisse

5 ng (100 1U), 50 ng (1000 1U), 100 ng (2000 1U), 500 ng
(10000 IU) und 1000 ng (20000 IU) DNA von HSV-infizier-
ten FL-Zellkulturen wurden zur Amplifizierung des spezifi-
schen Segments durch die PCR eingesetzt. Als Negativ-
kontrollen dienten der Puffer mit den beiden Primern (Ne-
gativkontrolle 1) und DNA von embryonalen Zellen mit
Puffer und dem Primerpaar (Negativkontrolle Il).

Das amplifizierte DNA-Segment aus der HSV;-infizierten
Zellkultur zeigte das erwartete Molekulargewicht von 92
bp nach elektrophoretischer Auftrennung im. 4%igen
Agarosegel. Nach der Ethidiumbromidfarbung konnte die
DNA nur dann dargestellt werden, wenn mehr als 100 U
aus einer HSV,-infizierten Zellkultur im PCR-Ansatz ver-
wendet wurden. Eine Sichtbarmachung spezifischer, mit
Ethidiumbromid-gefarbter Banden war nicht moglich,
wenn im Versuchsansatz die Negativkontrollen eingesetzt
wurden {Abb. 2a). Nach der Hybridisierung mit der digo-
xigenierten HSV-Sonde konnten zusétzlich 100 IU aus der
HSV,-infizierten FL-Zellkultur nachgewiesen werden
(Abb. 2b).

Die hohere Sensitivitat ist ein Ergebnis der immunologi-
schen Verstarkerreaktion zwischen Digoxigenin-markier-
ter Sonde und Phosphatase-markiertem Antidigoxigenin-
Antikérper. Diese Ergebnisse zeigen, daR die PCR eine
sehr empfindliche und spezifische Diagnostik des HSV er-
mdglicht. Die Sensitivitdt kann durch die Hybridisierung
mit einer HSV-DNA-Sonde, die durch die PCR unter Nut-
zung digoxigenierter Nukleotide hergestellt wurde, ge-
steigert werden.

Mit dem beschriebenen Testsystem wurden unter Nut-
zung der PCR je 0,3 ug DNA, gewonnen aus Oralschleim-
hautabstrichen eines Patienten mit und von 3 Patienten
ohne herpetiforme La3sionen (Kontrollgruppe), unter-
sucht. Der Patient mit den herpetiformen Lasionen wurde
aufgrund eines diagnostizierten Ewing-Sarkoms zytosta-
tisch behandelt. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe konnte
bei diesem Patienten nach elektrophoretischer Auftren-
nung und anschlieBender Ethidiumbromidfarbung die 92
bp Bande dargestellt werden. Nach Southerntransfer und
Hybridisierung mit der digoxigenierten Sonde war eine
Bestatigung der Spezifitat der 92 bp Bande ebenso mdg-
lich. Die Ergebnisse zeigen, daf8 mit dem hier vorgestell-
ten Testsystem auch aus geringen Mengen an Patienten-
material (Abstrich) HSV-DNA direkt isoliert und amplifi-
ziert werden kann und dadurch eine schnelle HSV-Dia-
gnostik moglich wird.

Diskussion

Die PCR ermdglicht einen schnellen Nachweis von Her-
pes-simplex-Viren. Neben den Vorteilen, die auch der
HSV-Antigennachweis bei der Interpretation des Ergeb-
nisses gegeniiber Methoden des Antikdrpernachweises
zeigt, erlaubt die PCR eine Steigerung der Spezifitat und
Empfindlichkeit (4).

Durch die Hybridisierung der amplifizierten DNA mit ei-
ner digoxigenierten Sonde, hergestellt aus einer HSV;-in-
fizierten Zellkultur unter Nutzung der PCR, wird eine Kon-
trolle der amplifizierten Sequenz und iiber den phospha-
tasegekoppelten Antikbrper eine Empfindlichkeitssteige-
rung um den Faktor 10 gegeniber der Ethidiumbromid-
farbung im Agarosegel erreicht.

Im Gegensatz zur Nick-Translation oder dem Random-Pri-
ming weisen die Uber die PCR hergesteliten Sonden
keine Uberlappenden Sequenzen auf und sind deshalb
sehr spezifisch fir die HSV-DNA (5).

Bei einem Patienten, der zytostatisch behandelt wurde,
konnte durch dieses empfindliche und spezifische Nach-
weissystem ein akuter Herpes labialis diagnostiziert wer-
den. Eine schnelle Diagnostik erméglicht bei diesen Pro-
biemféllen eine frihzeitige lokale Therapie mit dem Ziel
der Vermeidung einer generalisierten HSV-Infektion und
eines eventuell daraus resultierenden Abbruchs der zyto-
statischen Therapie.
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