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Institut fiir Tierpathologie der Universitdt Bern

Die Klonierung einer Protease-Genfamilie von Fasciola hepatica mit Hilfe

der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

V. Heussler und D. Dobbelaere

- :“Zusamménf‘,aSung

'Degenenerte Ohgonukleotlde dte fir Zystempro— ;

Klone analysxert Insgesamt konnten 7 untcr-
scmedhche Telisequenzen (Fcpl 7) nut offen m .

beregcln hauptsachhch zwe1 Protembanden von.
]CWCIIS 30 und 38 kDa In anderen Parasltenst .

Scblusselworter Fasczola hepatzca Zy- ~
‘stemproteasen —PCR — RACE degenemerte
aner

Einleitung

Der grosse Leberegel Fasciola hepatica ist ein weltweit
verbreiteter, parasitischer Trematode, der eine ganze
Reihe verschiedener Siugerspezies befallen kann. In
bestimmten Regionen besteht auch eine hohe Infek-
tionsrate beim Menschen. Im Bereich der Veterinir-Me-
dizin hat die Fasziolose hauptsichlich beim Schaf und
Rind immer noch grosse 6konomische Bedeutung. Die

Band 138, Heft 3, Mirz 1996

Fasziolose ist eine meist chronisch verlaufende Krank-
heit und ruft nur gebietsweise gehiduft Todesfille hervor.
Verluste werden insbesondere durch erhebliche Minde-
rung der Milch-, Fleisch- und Woll-Leistung bedingt.

Geschlechtsreife F bepatica leben in den grossen Gal-
lengingen des Endwirtes und legen tiglich bis zu 20 000
Eier ab, die mit dem Kot ins Freie gelangen. Aus den
ausgeschiedenen Eiern schliipfen unter geeigneten Kli-
matischen Bedingungen Mirazidien (Wimperlarven), die
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in die ‘Leberegelschnecke’ (Lymnaea truncatula) eindrin-
gen und sich tiber verschiedene Entwicklungsstadien zu
Zerkarien weiter entwickeln. Diese ‘Schwanzlarven’ ver-
lassen die Schnecke und enzystieren sich an Grisern zu
infektiosen Metazerkarien. Nach der Aufnahme der Meta-
zerkarien mit der Nahrung schliipfen die juvenilen Le-
beregel im Darm des Wirtes. Die ‘neu exzystierten Juve-
nilen’ (NE]) penetrieren dann die Darmwand und wan-
dern zur Leber, wo sie zum niachsten Stadium, den nicht-
geschlechtsreifen Formen, heranreifen. Schliesslich drin-
gen die Parasiten in die Gallenginge des Wirtes ein, und
entwickeln sich, vor dem Immunsystem des Wirtes weit-
gehend geschiitzt, zu erwachsenen geschlechtsreifen
Wiirmern.

Proteasen spielen im Lebenszyklus von F bepatica eine
fundamentale Rolle. Das Durchdringen der verschiede-
nen Organe wihrend der Migration wird wahrscheinlich
durch spezielle Proteasen, sogenannte Kollagenasen,
die der Parasit ausscheidet, erleichtert (Howell, 1966).
Weiterhin wurde durch verschiedene Untersuchungen
belegt, dass der Parasit durch die Expression von Zystein-
proteasen Teile des Immunsystems erfolgreich bekimp-
fen kann. So sind etwa bestimmte Fasciola-Proteasen in
der Lage, AntikOrper des Wirtes zu spalten und unwirk-
sam zu machen (Chapman, 1982). Ausserdem wurde
eine Kathepsin L Protease dieses Parasiten beschrieben,
die das Anheften von Eosinophilen an NEJ verhindert
(Carmona et al., 1992; Chapman und Mitchell, 1982). Die
Fihigkeit, Proteasen wirksam gegen das Immunsystem
des Wirtes enzusetzen, ist keine Eigenheit von F bepa-
tica: eine ganze Reihe unterschiedlichster Parasitenspe-
zies wie etwa Schistosoma mansoni (McKerrow und
Doenhoff, 1988), Hypoderma bovis (Chabaudie und
Boulard, 1992), Trypanosoma brucei (Mottram et al.,
1989), Trypanosoma cruzi (Campetella et al., 1992)
und Entamoeba bistolytica (Tannich et al., 1991) be-
nutzen ebenfalls diese hochaktiven Enzyme, um im Wirt
uberleben zu konnen (North et al., 1990).

Von den verschiedenen Strategien, die sich fiir die Klo-
nierung dieser wichtigen Molekiile anbieten, wurde die
PCR-Methode gewihlt. Vergleicht man die Aminosiure-
sequenzen von Zysteinproteasen verschiedenster Tier-
und Pflanzenspezies, so fallen konservierte Strukturmo-
tive auf, die hochst wahrscheinlich fiir die enzymatische
Funktion essentiell sind (Abb. 1). Von diesen identischen
Aminosiurensequenzen konnen DNS Oligonukleotide
abgeleitet werden die es erlauben, Zysteinproteasese-
quenzen beliebiger Spezies mittels PCR zu amplifizieren.
Bei der Synthese der Oligonukleotide muss der Dege-
neration des genetischen Kodes Rechnung getragen wer-
den, denn die meisten Aminosiuren werden durch
mehrere Nukleotid-Tripletts kodiert. Aus diesem Grunde
verwendet man ein Gemisch von dhnlichen DNS-Se-
quenzen, die entsprechend als degenerierte Oligonukle-
otide bezeichnet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels PCR in F be-
Dpatica eine ganze Familie engverwandter Zysteinprote-
asen identifiziert und kloniert werden, die offensichtlich
stadienspezifisch und z.T. in grossen Mengen exprimiert
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Prepro-Enzym

Pro-Enzym

Enzym

Dictyostelium CP1 Q G QC G S CW YWIVEKNSW
Actinidin QGECGGCW YWIVEKNSW
Papain QGscGscCcw YILIKNSW
Menschl.Cathepsin Q G QCG S CW YWIVEKNSW
T. brucei QGQCccscw YWIIKNSW
CONSENSUS QGQCGscCw YWIVEKNSW

'sense primer':

5' ACGGAATTC CAR GGI CAR TGY GGI XNI TGY TGG 3'
EcoRI Q G Q e G S c W

'antisense primer':

5' ACCGAATTC CCA INX RTT YTT IAC PAT CCA RTA 3'
EcORI w S N K v I W Y

T or A; N GorC; Y T or C;

X = =
R=Aor G; I = inosine; P=A or Gor T

Abbildung 1: Schematisch-vereinfachte Darstellung
einer Zysteinprotease.

Nach Abspaltung des Signalpeptids (SP) vom
Prepro-Enzym entstebt das inaktive Pro-Enzym, das
durch weitere Abspaltung der Pro-Region zur
enzymatisch aktiven Protease umgewandert wird.
Weitere Spaltungen (z. B. in der Mitte des Molektils
oder im C-terminalen Bereich) - bei den
individuellen Zysteinproteasen fiir die ARtivierung
zusdtzlich notwendig - sind nicht illustriert. Dunkel
markierte Regionen entsprechen den
boch-konservierten Aminosdurensequenzen, die zum
Entwurf der PCR-Primer verwendet wurden. Um die
Klonierung der PCR-ProduRte zu vereinfachen sind
am 5-Ende der Primer eine EcoRI-Schnitistelle und
drei zusdtzliche Basen angebdngt worden.

werden. Mittels 5’- und 3’-RACE-PCR konnte die vollstin-
dige Nukleotidsequenz einer dieser Zysteinproteasen
(Fcpl) bestimmt werden. Die Expression eines Fcpl
cDNS-Fragmentes in E. coli als Glutathion S-Transferase
(GST) Fusionsprotein ermoglichte zusitzlich die Pro-
duktion Zysteinprotease-spezifischer Antikorper.

Material und Methoden
Parasiten und Bakterienstimme

Adulte Ebepatica wurden aus den Gallengingen infizier-
ter Rinder isoliert, die aus dem Schlachthof Bern stamm-
ten. Die Parasiten wurden mehrmals mit PBS gewaschen
und entweder direkt verwendet (fiir RNS-Priparationen)
oder uber Nacht in PBS aufbewahrt (fiir DNS- und Pro-
tein-Priperationen). Nicht geschlechtsreife Parasiten
wurden aus dem Leberparenchym infizierter Rinder iso-
liert. Mirazidien wurden erhalten, indem Eier von adul-
ten Parasiten fiir 10-14 Tage im Dunkeln in Leitungswas-

Band 138, Heft 3, Mirz 1996
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ser inkubiert wurden. Das Schliipfen der Mirazidien wur
de dann durch Licht induziert. Redien und Zerkarien
wurden aus natlrlich infizierten Schnecken (Lymneaa
truncatula) isoliert. Metazerkarien wurden grossziigi-
gerweise von C. Gaasenbeck (Central Diergeneeskun-
dig Instituut, Lelystad) zur Verfiigung gestellt. Das
Schliipfen von NEJ wurde durch 7 vitro Stimulierung,
wie bei Carmona et al. (1992) beschrieben, initiiert. Die
verschiedenen Stadien wurden fiir die Protein-Priparati-
on in einem Glashomogenisierer verarbeitet. Die Homo-
genate wurden zentrifugiert (14,000 rpm, 10 min) und
der Uberstand bei -20 °C gelagert.

Fiir die Klonierungs- und die Expressionsarbeiten wurde
der Bakterienstamm E. coli XL1-Blue verwendet.

Adulte Parasiten wurden in 4 M Guanidinisothiocyanat
mit einem Polytron homogenisiert. Gesamt-RNS wurde
nach einem abgeidnderten Protokoll von Chomczynski
(Chomczynski und Sacchi, 1987) extrahiert und in
DEPC-behandeltem Wasser gelost (Heussler und Dobbe-
laere, 1994). Poly-A*-RNS fiir die cDNS-Synthese wurde
aus der Gesamt-RNS mittels Oligo-dT-Chromatographie
gewonnen.

RT-PCR und das Klonieren von proteasespezifischen
cDNS-Fragmenten

Poly-A*-RNS von adulten Leberegeln wurde mittels ‘Re-
verse Transcriptase’ (RT) in einzelstrinige cDNS iiber-
schrieben. Fiir die PCR wurden degenerierte Oligonu-
kleotide (Primer) eingesetzt, die hoch konservierten Be-
reichen eukaryontischer Zysteinproteasen entsprechen
(siche Abb. 1). EcoRI-Restriktionsschnittstellen wurden
an die 5’-Enden der Primer angehingt, um die Klonie-
rung zu erleichtern. Folgendes PCR-Temperaturprofil
wurde verwendet: 95 °C, 50 Sek.; 50 °C, 2 Min.; 72 °C,
3 Min. Dieser Zyklus wurde 30 mal durchlaufen, bevor
zum Abschluss ein Verlingerungsschritt von 72 °C fiir 10
Min. hinzugefiigt wurde. Amplifizierte cDNS-Fragmente
wurden mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Athanol
prazipitiert, in Wasser aufgenommen, mit EcoRI verdaut,
und schliesslich tiber ein Agarosegel gereinigt. Danach
erfolgte die Klonierung in den EcoRI-verdauten Plasmid-
vektor pUC19.

RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)-PCR

Amplifikation des 3’-Endes von Fcp1:Bei dieser Reaktion
macht man sich den Poly-A-Schwanz zunutze, den nahe-
zu alle mRNS Molekiile am 3’-Ende tragen. Man konstru-
iert deshalb einen Oligonukleotid-Primer mit einem
Poly-dT-Teil, der komplementir zu dem mRNS-Schwanz
ist. Amplifiziert wird dann mit diesem allgemein einsetz-
baren Primer und einem genspezifischen Primer be-
kannter Sequenz (GSP1).

Band 138, Heft 3, Mirz 1996

Amplifikation des 5’-Endes von Fcp1:Da das 5-Ende der
verschiedenen mRNS-Molekiile keine gemeinsamen Se-
quenzen hat (wie der 3’-Poly-A-Schwanz), muss erst in
vitro eine geeignete Manipulation durchgefiihrt werden,
bevor man eine Amplifikation durchfithren kann. Im
Anschluss an die cDNS-Synthese wird an das 3’-Ende ein
Schwanz aus identischen Nukleotiden angehingt. Dazu
benutzt man bevorzugt das Deoxynukleotid Guanosin
und verwendet fiir die Amplifikation einen entsprechen-
den Oligo-dC-Nukleotidprimer, weil die Bindung zwi-
schen Guanin und Cytosin stirker ist als die zwischen
Adenin und Thymin. Um die fiir Zysteinproteasen spezi-
fischen cDNS Molekiile von Anfang an zu selektionieren,
wurde die ¢cDNS Synthese mit einem genspezifischen
Primer (GSP2) durchgefiihrt. Fiir die PCR wurden dann
nacheinander zwei genspezifische Primer (GSP2 und
GSP3) eingesetzt, um die Spezifitit wihrend der Reak-
tion zu erhohen (GSP2 = 5° GTCACTTTGGCATAT 3’;
GSP3 =5’ CCGGAATTCGTATTGACACGGACC 3").In der
Literatur bezeichnet man den zweiten, internen Primer
auch als 'nested primer’.

Sequenzanalyse

Die DNS-Sequenz der Plasmidinserts wurde durch Dop-
pelstrangsequenzierung mit einem Pharmacia T7 Kit be-
stimmt. DNS-Sequenz- und Aminosiuresequenz-Analyse
und die Vergleiche derselben wurden mit dem GCG Pro-
gramm und der GenEMBL Datenbank durchgefiihrt. An-
hand von Ubereinstimmungen in der cDNS-Sequenz lies-
sen sich die 86 sequenzierten cDNS-Klone in sieben un-
terschiedliche Zysteinproteasegruppen einteilen, die als
Fcpl bis Fcp7 bezeichnet wurden.

Expression von Fep1 in E. coli als GST: Fep1
Fusionsprotein und Antikdrperproduktion

Das Fcpl cDNS-Fragment das durch PCR mit degenerier-
ten Primern amplifiziert wurde, wurde in den Expressi-
onsvektor pGEX umkloniert. Die Expression des GST-Fu-
sionsprotein in E. coli wurde durch Zugabe von IPTG fiir
6 Std. induziert und die Reinigung des GST-Fusionspro-
teins erfolgte mittels Affinititschromatographie tber
Glutathion-beads. Die Produktion von Antikorpern wur-
de in einem Kaninchen durch 3 subkutane Injektionen
des rekombinanten, gereinigten Fusionsproteins Fcpl
in jeweils 3-woOchigem Zeitabstand induziert. Fir die
Immunisierung wurde eine Fusionsprotein-Emulsion
(25 pg Protein) im kompletten bzw. inkompletten
Freund’s Adjuvans verwendet.
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Abbildung 2: Vergleich der von der DNS-Sequenz abgeleiteten Aminosdurensequenzen der Klone Fcp1-7
(Genbank accession numbers: Z22763-22770). Eine Computeranalyse ergibt Homologien der Fcpl-4 und Fcp
6 Fragmente zu dem Katbepsin Typ L (A), wéibrend Fcp5 und Fcp7 mebr den Kathepsinen des B Types dbneln
(B). Die Aminosduren C, G und H, die zum “catalytic triad, gebéren, sind durch Fettdruck bervorgeboben.
HumCL entspricht dem bumane Kathepsin L und SchiCB demSchistosoma mansoni Kathepsin B (Klinkert et
al., 1989).

Resultate

Isolierung und Analyse von F. hepatica-spezifischen
Zysteinproteasen-Genfragmenten

Anhand der beiden konservierten Regionen der Amino-
sduresequenzen von Zysteinproteasen, die zusammen
das aktive Zentrum bilden, wurden degenerierte Oligo-
nukleotid-Primer hergestellt, welche in einer RT-PCR ein-
gesetzt wurden. Als mRNS-Quelle wurde RNS von adul-
ten F bepatica verwendet. Mit diesen degenerierten Zy-
steinproteasen-Primern wurde eine Population von
cDNS-Fragmenten amplifiziert, die mit etwa 500 Bp der
erwarteten Grosse entsprach. Nach der Klonierung der
Fragmente in den Plasmidvektor pUC19 wurden 86 Ein-
zelklone sequenziert. Die Analyse der offenen Leseraster
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der Klone resultierte in 7 verschiedenen Gensequenzen,
die alle den Zysteinproteasen zugeordnet werden konn-
ten. Innerhalb der Familie der Zysteinproteasen unter-
scheidet man verschiedene Typen, u.a. die lysosomalen
Proteasen mit ihren typischen Vertretern Kathepsin B,
H und L. Diese verschiedenen Kathepsine variieren in
ihrer Substratspezifitit und in ihren biologischen Funk-
tionen.

Die aufgrund der DNS-Sequenz abgeleitete Aminosaure-
sequenzen der verschiedenen F hepatica Proteasen-
klone sind in Abb. 2 dargestellt und sind mit homologen
Sequenzen aus der Genbank verglichen. Die Computer-
analyse ergab Homologien der Fcpl-4 und Fcp 6 Frag-
mente zu dem Kathepsin L-Typ, wiahrend Fcp5 und Fcp7
mehr den Kathepsinen des B-Types dhnelten. Der Grad
der Verwandtschaft auf Nukleotid- und Aminosiurese-

Band 138, Heft 3, Mirz 1996
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Abbildung 3: Mass der

Aminosdurensequenz (% Identitit)

Verwandischaft (dargestellt
in % T den titdi D an Ioan d von Fcp2 Fcp3 Fcp4 Fcp5 Fcp6 Fcp7 HumCr | SchicCs
Nukleotidsequenz- und ®  Fopl 78 47 30 73 30 49 29
7 . . Fi
Ammosaufenseq.uen%-v'erglezcb. o Fep2 18 15 - 31 16 »
(Oberer Teil: Aminosduren; 8
unterer Teil: Nucleotide). § o _Fows > 5 >7 >0 >0
&  Fopd 57 59 49 34 47 32
g Fcp5 <50 53 <50 36 45 38
§' Fcp6 84 82 88 59 29 30
9 5
= Fcp7 56 57 55 <50 64
P
o]
2 HumCrL 57 57 57 56 <50
.u
E schics| <50 <50 <50 <50 55

quenz Ebene ist in der Abbildung 3 zusammengefasst. In
der Aminosiurensequenz konnen deutlich Bereiche
grosser und geringer Identitit erkannt werden. Obwohl
die Gesamtidentitit zu dem menschliche Kathepsin L
bzw. zu dem Schistosoma mansoni Kathepsin B mit ma-
ximal 56% relativ gering ausfillt, sind die Positionen der
Zysteinreste hoch konserviert. Zysteinreste sind am Auf-
bau der Sekundir- und Tertidrstruktur von Proteinen be-
teiligt und sind im Falle der Zysteinproteasen fiir deren
enzymatische Funktion wichtig. Ebenfalls konserviert
ist der Histidinrest in Position 276 der menschlichen
Kathepsin L Protease. Dieser Aminosiurerest ist Teil der
katalytischen Triade, die an der eigentlichen Reaktion
der Enzyme, der Hydrolyse von Peptidbindungen, betei-
ligt ist.

Amplifikation der 3’- und 5’-Enden der Fcp1-cDNS

Die cDNS-Fragmente, die durch PCR mit degenerierten
Primern amplifiziert und kloniert wurden, entsprechen
nur einem Teil der vollstindigen cDNS. Fiir die Klonie-
rung der 3’-und 5’-flankierenden cDNS-Regionen wurde
ein modifiziertes PCR-Verfahren, Rapid Amplification of
cDNA Ends’ (RACE), angewandt. Das Prinzip der RACE-
PCR wurde im Einfithrungsartikel <Molekulare Grundla-
gen der PCR und neue Entwicklungen» nicht im Detail
besprochen,und deshalb werden die Grundlagen verein-
facht in der Abbildung 4 dargestellt. Das Verfahren der
RACE-PCR wurde im Detail von Frohman (1990a,1990b)
beschrieben. Durch das Amplifizieren des 3’- und des
5-Endes der Fcp1-cDNS konnte die Nukleotidsequenz
der vollstindigen Fcpl cDNS von insgesamt 1, 1 kb, be-
stimmt werden. Das komplette Molekiil beinhaltet einen
kurzen 5’-nichttranslatierten Bereich, ein Startkodon
und am 3’-Ende ein Polyadenylierungssignal und einen
kurzen Poly-A-Schwanz. Nach der Ubersetzung in die
Aminosiuresequenz kann am N-Terminus des Proteins
eindeutlich eine Signalsequenz identifiziert werden.
Dieses Merkmal ist Voraussetzung fiir die Sezernierung
von Proteasen.
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Charakterisierung des Fcp1-Produktes durch
Immunoblot-Analyse

Das Fcp1-cDNS-Fragment wurde in den Expressionsvek-
tor pGEX umkloniert und als ein GST-Fusionsprodukt,
GST:Fcpl, in Bakterien exprimiert. Nach der Reinigung
wurde das GST:Fcp1 Fusionsprodukt zur Antiserumpro-
duktion in einem Kaninchen benutzt. Dieses Hyperim-
munserum erkennt in Immunoblot-Analysen von Pro-
teinextrakten verschiedener F hepatica-Stadien eine
ganze Reihe von Proteinen unterschiedlicher Molekular-
gewichte (Abb. 5). In Redien und Zerkarien wird eine
Einzelbande von 48 kDa detektiert, wihrend in Metazer-
karienextrakten 2 Banden von =~ 30kDa und =~ 50 kDa zu
sehen sind. Ahnlich dazu erscheinen bei NEJ Proteinban-
den bei 31,50 und zusitzlich bei 62 kDa. Doppelbanden
bei 30/31 und 37/38 kDa sind vorherrschend bei der
Antigenpriperation von nicht geschlechtsreifen Lebere-
geln, schwichere Banden sind bei 29 und 35 kDa zu
sehen. In adulten F bepatica-Proteinextrakten erkennt
das Antiserum hauptsichlich 4 Banden bei 27,28,30 und
38 kDa. Dalton und Hefferman (1989) haben gezeigt,
dass Zysteinproteasen von F bepatica ausgeschieden
werden. Mit den anti-GST:Fcpl-Antikérpern konnte
auch in iiberstinden von adulten F bepatica, die tiber
Nacht im PBS gehalten wurden, Proteine mit einem Mo-
lekulargewicht von 30/31 kDa nachgewiesen werden.
Weitere Untersuchungen tiber die enzymatische Aktivi-
tit konnten bestitigen, dass die 30/31 kDa-Formen die
aktiven Proteasen,und die 37/38 kDa-Formen die inakti-
ven Proenzyme reprisentieren (Heussler und Dobbe-
laere, 1994).

Diskussion

Die Tatsache, dass ein einzelner PCR-Ansatz die Isolie-
rung einer Zysteinproteasen-Genfamilie von E hepatica
ermoglichte, betont auf iiberzeugende Art und Weise die
Vorteile der PCR unter Verwendung degenerierter Pri-
mer. Innerhalb kiirzester Zeit konnten mit verhidltnis-
missig einfachen Mitteln eine ganze Reihe relativ ver-
schiedener Proteasen kloniert und analysiert werden.
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der RACE-PCR
(Rapid Amplification of cDNA Ends).

In einer normalen PCR wurde anband von
degenerierten Primern ein Teil der cDNS amplifiziert,
Rloniert und sequenziert (schwarzer Teil).

Die 3-RACE-PCR ermdglicht die Amplifikation des
3=Bereiches einer mRNS. Fiir die 3-RACE-PCR werden
zwei Primer eingeseizi: i) ein Oligo-dT-Primer; der sich
am Poly-A-Schwanz aller mRNS anlagert und
deswegen nicht Gen-spezifisch ist und it) ein
genspezifischer Primer, GSP1, der einem Bereich der
schon bekannten Sequenz entspricht. Die
Amplifikationsprodukte werden wie 1iblich in einem
Plasmiduvektor kloniert und sequenziert.

Bei der 5-RACE wird die cDNS-Synthese nicht mit
einem Oligo-dT-Primer, sondern mit einem
genspezifischen Primer (GSP2) durchgefiibrt, der
anband der bekannten Nukleotidsequenz gewdblt
worden ist. Dadurch wird sichergestellt, dass fast
aussschliesslich Zysteinprotease-spezifische cDNS
synthetisiert werden. Im Anschluss an die
c¢DNS-Synthese wird an die cDNS ein Guanosin-
Schwanz angebdngt. Dieser Poly-dG-Schwanz erlaubt
die Anlagerung eines Oligo-dC-Primers. Zundicbst
wird eine PCR mit Oligo-dC und dem genspezifischen
Primer (GSP2) durchgefiibrt. Anschbliessend wird mit
einem Teil des Amplifikationsproduktes eine weitere
PCR angesetzt, in der dieses Mal als Primer Oligo-dC
und GSP3 eingesetzt werden. Der GSP3-Primer ist so
gewdblt, dass er sich nur an cDNS-Fragmente
anlagern kann, die durch PCR mit dem GSP2 und
Oligo-dC entstanden sind (sogenannte ‘nested
Primer’). Dadurch wird die Spezifitdt erbeblich
erbobt.

Um die Klonierung zu vereinfachen sind die
Oligo-dC- und GSP3-Primer mit einer Schnittstelle fiir
Restriktionsenzyme verseben (nicht gezeichner).

Ausserdem ist es moglich mit denselben degenerierten
Primern Proteasen aus vielen anderen Eukaryonten zu
amplifizieren. So wurden mit diesen Primern schon vor
her Genfragmente von Zysteinproteasen ganz anderer
Parasiten, wie etwa Trypanosomen, Leishmania und
Amoeben amplifiziert (Sakanari et al., 1989; Eakin et al.,
1990; Souza et al., 1992). Im Gegensatz zu der vorliegen-
den Arbeit wurden in den anderen Publikationen sehr
verschiedene PCR-Bedingungen beschrieben. Der wich-
tigste Unterschied ist dabei die Wahl der Hybridisie-
rungstemperatur. Wegen der Degeneration der Oligonu-
kleotide rechnet man nicht mit einer 100%igen Komple-
mentaritit zwischen Primern und den Proteasen cDNS-
Sequenzen. Damit trotzdem eine hinreichende Hybridi-
sierung zwischen dem Primer und der cDNS stattfinden
kann, muss die Stringenz der Bedingungen, also die Tem-
peratur, in der Regel relativ niedrig gehalten werden. Die
anderen Autoren haben 37 °C als optimale Hybridisie-
rungstemperatur fiir das Zysteinproteasen Primerpaar
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3'RACE

mRNA bekannte Sequenz  hpekannt

0 S O O S R N O N S D W O N G e o | < < <T'TTTTT
cDNA Synthese mit oligo-dT Primern

AAAAAAAAAA
1 R N S O D O O A e << <TTTTTT

GSP1>> AAAAA
] O N O N O O N R D W I O o e e m < <<TTTTTT

i 'ﬁ"‘liACE‘-PCR‘%Iii}GSPi‘vﬁqﬁq’ollgqﬂdTi'Pﬁméf&*

GSPI>>> AAAAA
1 S R < < <TTTTTT

GSP1>> AAAAA
R O S S . e e < < <TTTTTT

GSP1>>> AAAAA
N I < <<TTTTTT

5'RACE

mRNA unbekannt bekannte Sequenz

AAAAAAAAAA

GGGGGG o mm = o ol U 0 S 5 A O 0 B O < <GSP2
G-Tailing cDNA synthese mit GSP2

oligo-dC Primer

CCCCCC>>>
GGGGCG e m oom mm ey 0 by o 0 O I o om0 o o < << G'SP2

* 5'RACE-PCR mit GSP3 und olig

CCCCCC>>>
GGGGGG om i m B 5 I o0 ol o 5 B (< < < GSP3

CCCCCC>>
GGGGGG i n o = 1 o 5 ol 0 ot o I < < GSP3

CCCCCce>>>
D 1 D D Y e  —- < < GSP3

CCCCCC>>>
GGGGGG ' it e o oy oo o 1o o o | < < < GSP3

CCCCCC>>>
[eeeeleell Tl b T T P — N ]

CCCCCC>>
GGGGGG i i i o o om0 ) I—< < < GSP3

berechnet. Unter diesen Bedingungen war es aber nicht
moglich, aus F bepatica-cDNS ein spezifisches Amplifika-
tionsprodukt zu erhalten. Um die Spezifitit der Hybridi-
sierung zu gewihrleisten, wurde deshalb entsprechend
die Temperatur erhoht. Die Hybridisierungstemperatur
von 50 °C, einer Temperatur, die weit tiber der errechne-
ten Schmelztemperatur des Primer-cDNS-Hybrides liegt,
ermoglichte die Amplifikation grosser Mengen von
cDNS-Fragmenten mit einer ungefihren Linge von 500
Bp. Nach der Klonierung einer kompletten Proteasen-
cDNS (Fcpl) konnten, interessanterweise, 5 Misspaarun-
gen des degenerierten Primers mit dieser cDNS tiiber
eine Linge von 24 Bp festgestellt werden. Deshalb kann
die spezifische Amplifikation des Fcp1-Fragmentes nicht
mit einer zufilligen Ubereinstimmung der Hybridisie-
rungspartner erklirt werden. Die RNS-Priaperationen aus
adulten Parasiten enthalten grosse Mengen verschiede-
ner Proteasen mRNS-Populationen. Dies konnte durch
RNS-Analysen bestitigt werden (Heussler und Dobellae-
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Abbildung 5: Dargestellt ist eine Immumnoblot-Analyse
von Proteinextrakten verschiedener E bepatica-
Stadien. Anti-GST: Fcp1-Antikérper erkennen
Proteine unterschiedlicher Molekulargewichte. Bei
Redien ist bei ldingerer Exposition eine Bande
deutlich zu erkennen. Die Proteine bei 28/29 kDa
(Pfeil) entsprechen E bepatica-GST und werden auch
von anti-GSTAntikérpern evkannt. Die Molekular-
gewichte der Markerproteine sind in kDa angegeben.

re, 1994). Bei niedrigen Temperaturen kann es zu vielen
unspezifischen Hybridisierungen, und damit auch zu un-
spezifischen Amplifikationen kommen. Bei hohen Tem-
peraturen finden zwar nach wie vor Bindungen mit Miss-
paarungen statt, allerdings wird die Zeit, in der die Hybri-
disierungspartner binden, erheblich verkiirzt. Deshalb
ist bei einer gentligend grossen Anzahl von spezifischen
cDNS-Molekiilen eine spezifische Amplifikation mog-
lich. Dies zeigt deutlich, dass es sich lohnt, fiir jedes Ex-
periment, die Bedingungen sorgfiltig und systematisch
auszutesten. Zusatzlich sollte man sich bewusst sein,
dass theoretisch hergeleitete Reaktionsparameter nicht
immer die erfolgreiche Amplifikation spezifischer Frag-
mente gewihrleisten.

Neben der Tatsache, dass man auch von ganz kleinen
Mengen von Ausgangsmaterial cDNS-Klone herstellen
kann, bietet die PCR noch weitere Vorteile. Ein Vergleich
der Nukleotid-Sequenzen zeigt deutlich, dass die Homo-
logie der Zysteinprotease-Nukleotid-Sequenzen, die zwi-
schen den konservierten Regionen liegen, manchmal
besonders gering ist. Es ist deshalb zu erwarten, dass bei
der Suche nach Zysteinprotease-cDNS-Klonen durch
‘screening’ einer cDNS-Bank mit einer heterologen Zy-
steinprotease Gen-Sonde, bestimmte cDNS-Klone wegen
mangelnder Homologie nicht hybridisieren werden. Bei
der PCR mit degenerierten Sequenzen hat der Mangel an
Nukleotid-Homologie ausserhalb der konservierten Be-
reiche keinen Einfluss auf die PCR-Effizienz. Ein weiterer
Weg zur Klonierung von Zysteinproteasen konnte dar-
auf beruhen, die Zysteinproteasen zunichst so homogen
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wie moglich aufzureinigen, die Aminosiuresequenz zu
bestimmen und anhand dieser Information Primer fiir
PCR oder zum ‘screening’ einer Genbank herzustellen.
Die Aminosidurebestimmung konnte unter Umstinden,
insbesondere angesichts der Tatsache, dass es sich um
eine ganze Familie von Zysteinproteasen handelt,
schwieriger ausfallen, wie wenn es sich nur um eine
einzelne Zysteinprotease handeln wiirde. Als Alternative
konnten auch Antikdrper gegen das gereinigte Protein
hergestellt werden, die dann fiir die Suche nach Zystein-
proteasen in einer F bepatica-Expressions-cDNS-Bank
eingesetzt werden konnten. Auch dieses Verfahren ist
aufwendiger und nimmt mehr Zeit in Anspruch.

Bei der beschriebenen Amplifikation mit degenerierten
Primern werden nur cDNS-Fragmente erhalten, die in-
nerhalb der verwendeten Primer liegen; die ausserhalb
der amplifizierten Region liegenden Bereiche des mRINS
fehlen jedoch. Es gibt zwei Strategien um die fehlende
Information zu erhalten. Die erste, herkommliche Me-
thode besteht darin, das zur Verfiigung stehende cDNS-
Fragment als Sonde zu beniitzen, um damit in einer
cDNS-Bank nach einer kompletten cDNS zu suchen. Pro-
bleme dabei sind die Herstellung einer cDNS-Bank guter
Qualitit, denn leider isoliert man auf diese Art haufig
wiederum nur cDNS-Fragmente. Ausserdem muss die ge-
suchte cDNS in der hergestellten Bank hinreichend re-
prasentiert sein, weil sonst die Chance, die komplette
cDNS zu finden, gering ist. Obwohl verschiedene Strate-
gien bestehen, um diese Hiirden zu umgehen, wie etwa
die Anwendung von ‘random primern’ oder Gen-spezi-
fischen Primern bei der Herstellung einer cDNS-Bank,
erlaubt die RACE-PCR eine schnelle Losung des Pro-
blems. Diese Methode macht die langwierige Herstel-
lung einer cDNS-Bank unnétig und kann gleichzeitig mit
kleinsten Mengen an cDNS durchgefiihrt werden. Wie in
Material und Methoden und in Abb. 4 beschrieben, wur-
den dabei das 3’- und das 5’-Ende der Proteasen-cDNS
Fcpl getrennt amplifiziert und isoliert, und dann die er-
haltene Information zu einem Molekiil verarbeitet.

Die Klonierung durch PCR und die Expression der
cDNS-Klone in E. coli, ermoglicht die Herstellung von
Antikorpern ohne vorherige, oft mithsame und aufwen-
dige Aufreinigung der nativen Proteine aus dem Organis-
mus. Die Klonierung schliesst zusitzlich auch die Konta-
mination mit anderen Antigenen parasitirer Herkunft
aus.Das Anti-GST:Fcp1-Antiserum, das in Kaninchen her-
gestellt wurde, erkennt mehrere verschiedene Antigene
in den Proteinextrakten der Parasitenstadien. Wahr-
scheinlich handelt es sich bei den detektierten Protei-
nen um Proteasen mit gemeinsamen oder dhnlichen Epi-
topen. Bei der weiteren Analyse der stadienspezifischen
Genexpression fillt jeweils bei Redien und Zerkarien,
Metazerkarien und NEJ und schliesslich nicht-ge-
schlechtsreifen und geschlechtsreifen Parasitenstadien
ein dhnliches Proteasenmuster auf. Diese Proteasen
miissen aber nicht unbedingt auch funktionell aktiv sein.
Es konnten inaktive Vorliufermolekiile in einem Sta-
dium bereit gehalten werden, die dann dem darauffol-
genden Stadium gleich zur Verfiigung stehen.
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Die Entdeckung einer Proteasengenfamilie von F bhepati-
ca, die grossen Mengen an gebildeter Proteasen-mRNS
und die starke Expression der Zysteinproteasen unter-
stiitzen eine moglicherweise wichtige Bedeutung dieser
Enzyme fiir den Parasiten. Die Entwicklung Zysteinpro-
tease-spezifischer Reagentien und die Herstellung re-
kombinanter Proteine erlauben es nun, die biologische
Funktion der Proteasen und die Immunantwort des Wir-
tes gegen diese fiir den Parasiten lebenswichtigen Protei-
ne weiter im Detail zu untersuchen. Schliesslich konnten
die Parasitenproteasen auch einen Ansatzpunkt fiir eine
gezielte Chemotherapie bei der Fasciolose von Rindern
und Schafen bilden.
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