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Institut fiir Parasitologie der Universitdt Bern

«Arhitrarily primed-PCR». Oder: Der Zufall im Dienst der Forschung

R. Felleisen und B. Gottstein

Zusammenfassung

Die sogenannten AP-PCR (arbitrarily primed-
PCR)Methoden beruhen auf der Amplifikation
von DNA mit willkiirlich ausgewihlten primers.
Im vorliegenden Ubersichtsartikel werden zwei
ausgewihlte Anwendungen dieses methodischen
Ansatzes vorgestellt. Die sogenannte RAPD-Tech-
nik (Random Amplified Polymorphic DNA) er-
laubt eine Analyse der genetischen Variabilitdt
von Organismen mit Hilfe eines genetischen Fin-
gerabdrucks. Durch dieses Verfahren wurde die
‘molekular-epidemiologische Situation hinsicht-
lich des Parasiten Echinococcus granulosus in
Spanien und der Schweiz vergleichend charakte-
risiert. Folgende Gruppen genetisch verwandter
Isolate konnten definiert werden: (a) Isolate von
Equiden (Pferd/Esel) aus Spanien und der
Schweiz, (b) Isolate von Rindern aus der
Schweiz, (¢) Isolate von Ziegen aus Spanien und
Isolate von Schweinen aus beiden Lindern, (d)
Isolate aus Schaf und Rind aus Spanien und Isola-
te aus Humanpatienten aus Spanien. Weiterhin
bildeten beziiglich ihrer genetischen Verwandt-
schaft Isolate aus Schweizer Patienten eine eige-
ne Gruppe.

Als weitere Anwendung der AP-PCR wird die
Entwicklung einer neuen Methode zur Herstel-
lung von cDNA-Banken aus geringsten Mengen
von Ausgangsmaterial am Beispiel einer Echino-
coccus multilocularis Metazestoden-Bank pra-
sentiert.

Schliisselworter: AP-PCR — RAPD — Echino-
coccus — cDNA-Bank

Einleitung

Die meisten Anwendungen der Polymerase Ketten-Reak-
tion (PCR) beruhen auf der Amplifikation von DNA-Se-
quenzen mit gezielt ausgewihlten, genau definierten
primers, die von der zu amplifizierenden Sequenz direkt
abgeleitet sind. Fiir bestimmte Fragestellungen kommt
jedoch eine als «arbitrarily primed-PCR» (AP-PCR) be-
zeichnete Methode zum Einsatz, bei der die primers
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«Arbitrarily primed PCR>: research henefits
from arbitrariness

«Arbitrarily primed PCR» (AP-PCR) methods are
based on the amplification of DNA with arbitrari-
ly selected primers. In the present review article
two selected applications of this methodical ap-
proach are summarized. Using the RAPD («Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA») technique
the genetic variability of different organisms can
be analyzed by generating a genomic fingerprint.
Echinococcus granulosus isolates (metacesto-
des) from Spain and Switzerland were comparati-
vely characterized by the use of this molecular
epidemiological tool. The following groups of ge-
netically related isolates could be identified: (a)
equine isolates (horse/donkey) from Spain and
Switzerland, (b) cattle isolates from Switzerland,
(¢) goat isolates from Spain and pig isolates from
both countries, (d) sheep, cattle and human isola-
tes from Spain. Isolates derived from Swiss pati-
ents were forming a separate group with respect
to their genetic relatedness.

As a further application of the AP-PCR, the deve-
lopment of a novel technique for the construc-
tion of cDNA libraries from minute amounts of
starting material using an Echinococcus multilo-
cularis metacestode library as an example is pre-
sented '

Key words: AP-PCR — RAPD — Echinococcus
— cDNA library

willkiirlich, d.h. ohne vorliegende Sequenzinformation
ausgewihlt und in der PCR eingesetzt werden.

Im folgenden werden zwei Methoden der AP-PCR vorge-
stellt, die von uns zum einen zur Analyse der genetischen
Variabilitit von Parasiten, zum anderen zur Herstellung
von cDNA-Banken aus geringsten Mengen von Ausgangs-
material verwendet werden. Eine weitere Anwendung,
die hier nicht dargestellt werden kann, das sogenannte
«differential display», sei nur zur Vollstindigkeit erwihnt.
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Random amplified polymorphic DNA
(RAPD) zur Charakterisierung von
Echinococcus granulosus-lsolaten

Die zystische Echinokokkose ist eine Zoonose, die durch
Infektion mit dem Larvenstadium (Metazestode) des
«Hundebandwurmes» Echinococcus granulosus verur-
sacht wird. Hauptendwirt ist in Europa der Hund, wel-
cher die adulten, Eier-produzierenden Stadien beher-
bergt,in anderen Gebieten sind auch andere Karnivoren
im Zyklus involviert. Als Zwischenwirte sind vor allem
domestizierte Huftiere (Kamele, Pferde, Schafe, Ziegen,
Rinder,Schweine etc.) betroffen, in denen sich nach ora-
ler Aufnahme von Eiern die Metazestoden (Echinococ-
cus-Zysten) entwickeln. Auch der Mensch kann sich mit
solchen Eiern infizieren, worauf es zur Entwicklung von
Metazestoden-Zysten in inneren Organen, hauptsich-
lich in Leber und Lunge, kommen kann.

Es wird heute allgemein akzeptiert, dass E. granulosus
keine homogene Spezies darstellt,sondern verschiedene
Stimme (strains) umfasst, die definiert werden als «po-
pulations which differ from the established species»
(Thompson und Lymbery, 1988). Diese Stimme unter-
scheiden sich bezuiglich verschiedener Merkmale wie
Morphologie von adulten Wiirmern und von Protosko-
lizes, Zwischenwirts-Spezifitit, in wvitro-Entwicklung,
Isoenzym-Mustern und anderem mehr. In Europa wur-
den aufgrund dieser Kriterien folgende E. granulosus-
Stimme beschrieben: (1) Hund/Schaf; (2) Hund/Rind;
(3) Hund/Pferd; (4) Hund/Schwein, und (5) Hund/Ren-

primer: | 1 | 2 | 3 |

ABABAH

Abbildung 1: Schematische Darstellung der
RAPD-PCR: Die genomische DNA zweier genetisch
verschiedenener Organismen (A und B) wird mit
unterschiedlichen einzelnen primers (1, 2 und 3)
amplifiziert. Ergeben sich unterschiedliche
Bandenmuster, eignet sich der jeweilige primer zur
Unterscheidung der beiden Organismen (primers 2
und 3). Primers, welche konservierte Bereiche
erkennen, ergeben das gleiche Bandenmuster
(primer 1).
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Abbildung 2: Bandenmuster, welche bei der Analyse
verschiedener E.granulosus-Isolate durch RAPD-PCR
mit einem primer (OP-B15;5-GGACTGGAGT3’)
erhalten wurden. Die Amplifikationsprodukte
wurden auf einem 1,5% Agarosegel aufgetrennt. Die
Bezeichnung der Bandenmuster (a)-(d) beziebt sich
auf die im Text erwdbnten Gruppen. Das
Parasitenmaterial wurde aus folgenden
Zwischenwirten isoliert: (1) Pferd,; (2) Esel; (3) Rind
(Schweiz); (4) Rind (Spanien); (5) Schaf; (6) Schwein,
(7) Ziege.

tier (Eckert und Thompson, 1988; Eckert et al., 1993).
Aufgrund neuerer Untersuchungen wurde sogar vorge-
schlagen (Thompson et al., 1995), E. granulosus nicht
als einheitliche evolutionire Spezies zu betrachten, son-
dern verschiedene Stimme neu als eigene Spezies zu
definieren. Obwohl die Frage der Spezifizierung noch
nicht vollstindig beantwortet ist, gibt es doch zuneh-
mend Hinweise, dass die erwihnten Stimme sich auch
hinsichtlich ihrer Infektiositit fiir den Menschen unter-
scheiden.

Der Charakterisierung und Unterscheidung der ver-
schiedenen Stimme von E.granulosus auf genetischer
Ebene kommt deshalb eine grossere Bedeutung zu. Eine
Moglichkeit fir derartige Untersuchungen bildet die
Southern-blot-Analyse: Genomische DNA verschiedener
Isolate wird mit Restriktionsenzymen verdaut, in einem
Gel aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit
einer radioaktiv markierten spezifischen Gensonde (wie
im Fall von E.granulosus z.B. die Sonde pAL1l; Vogel
et al., 1991) hybridisiert. Fiir jeden Stamm ergibt sich
dann ein charakteristisches Hybridisierungsmuster.
Dieses Verfahren ist relativ aufwendig, erfordert grossere
Mengen an genomischer DNA, und die vorhergehende
Identifizierung von DNA-Fragmenten, welche sich als
Hybridisierungs-Sonde eignen, ist unabdingbare Voraus-
setzung. Eine wertvolle Alternative bietet fiir solche Fra-
gestellungen ein PCR-Verfahren, welches als RAPD (Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA) bezeichnet wird
(Williams et al., 1990; Welsh und McClelland, 1990), und
bereits sehr erfolgreich zur Charakterisierung der gene-
tischen Variabilitit ganz verschiedener Organismen ein-
gesetzt wurde.

Hauptmerkmal dieser Methode ist, dass pro PCR-Reak-
tion nur ein primer, und kein primer-Paar eingesetzt
wird; dieser primer ist kurz,in der Regel nur zehn Nukle-
otide lang, und zufillig ausgewihlt, d.h. von keiner be-
reits bekannten Sequenz abgeleitet. Ein GC-Gehalt von

Band 138, Heft 3, Mirz 1996
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mindestens 50% gilt als Faustregel. Da nur ein primer fiir
die Amplifikation verwendet wird, muss die entspre-
chende Sequenz in der genomischen DNA mindestens
zweimal, d.h. einmal im plus- und einmal im minus-
Strang, vorhanden sein, um ein Amplifikationsprodukt
liefern zu konnen. Zusitzlich darf der Abstand dieser
beiden Sequenzen nicht zu gross sein, damit noch eine
effiziente Amplifikation erfolgen kann. Viele primers er-
geben deshalb keine Amplifikationsprodukte, bei den
meisten anderen ist die Zahl der PCR-Produkte pro indi-
viduellem primer auf wenige limitiert. Analysiert man
diese dann auf einem Gel, ergibt jeder primer ein charak-
teristisches Bandenmuster (siche auch Abbildung 1).
Zwei genetisch identische bzw. eng verwandte Indivi-
duen, Stimme oder Spezies liefern mit verschiedenen
primers jeweils ein identisches Bandenmuster. Bei ge-
netisch unterschiedlichen Organismen kann sich jedoch
das Muster unterscheiden. PCR-Reaktionen mit mehre-
ren willkiirlich ausgewihlten primers erzeugen deshalb
einen «genetischen Fingerabdruck», der fiir den jeweili-
gen Organismus (Stamm, Spezies) charakteristisch ist
und zu dessen Identifizierung und Abgrenzung zu ande-
ren Organismen (Stimmen, Spezies) verwendet werden
kann.

Die Vorteile dieser relativ einfachen Methode liegen auf
der Hand: Sie liefert, sobald geeignete primers identifi-
ziert wurden, im Vergleich zur klassischen Southern-Hy-
bridisierungs-Analyse ein schnelles Resultat, ohne dass
hierfiir irgendwelche Sequenzinformationen uiber die zu
vergleichenden Organismen bekannt sein miissen. Die
benétigte Probenmenge ist sehr gering, so geniigen z.B.
25 ng genomischer DNA von Parasiten pro Reaktion fiir
eine vergleichende Analyse. Dieses genomische Material
muss allerdings moglichst rein und frei von genomischer
DNA des Wirtes sein, um die Amplifikation von Wirts-
DNA zu vermeiden, welche zu einer Verfilschung des
Bandenmusters fithren wiirde.

Mit Hilfe der RAPD-Methode gelang es uns, verschiedene
Isolate von E. granulosus (Metazestoden) aus Spanien
und der Schweiz aufgrund ihrer charakteristischen Ban-
denmuster hinsichtlich ihrer genetischen Verwandt-
schaft zu gruppieren (Siles-Lucas et al., 1994; Abbil-
dungen 2 und 3): (a) Isolate von Equiden (Pferd/Esel)
aus Spanien und der Schweiz, (b) Isolate von Rindern aus
der Schweiz, (c) Isolate von Ziegen aus Spanien, und
Isolate von Schweinen aus beiden Lindern, (d) Isolate
von Schaf und Rind aus Spanien; von diesem sogenann-
ten «domestic sheep strain» sind hauptsichlich Schafe als
Zwischenwirt betroffen, aber die Entwicklung von Meta-
zestoden kann auch in Rindern und Schweinen erfolgen,
allerdings in geringerem Ausmass (Thompson und Lym-
bery, 1988). Isolate aus Humanpatienten aus Spanien
wiesen ebenfalls dieses Bandenmuster auf, was andeutet,
dass sich in Spanien der Mensch offensichtlich bevor-
zugt mit dem Schaf-Stamm infiziert.

Nach bisherigem epidemiologischem Kenntnisstand
wurde angenommen, dass sich Schweizer Patienten mit
hoher Wahrscheinlichkeit in Mittelmeerlindern eben-
falls mit diesem Stamm, oder direkt in der Schweiz mit

Band 138, Heft 3, Mirz 1996

Spanien Schweiz

Abbildung 3: Schematische Darstellung der
genetischen Verwandtschaft verschiedener
E.granulosus-Isolate in Spanien und der Schweiz.
Isolate aus Humanpatienten aus der Schweiz
konnten keiner der anderen Gruppen zugeordnet
werden.

dem dortigen RinderStamm infiziert haben konnten.
Die wenigen Isolate aus Humanpatienten aus der
Schweiz, welche wir mit dieser Methode untersuchen
konnten, wiesen jedoch iiberraschenderweise ein Ban-
denmuster auf, das sich deutlich von dem aller anderen
Stimme unterschied. Moglicherweise konnte dies auf In-
fektion mit einem anderen E.granulosus-Stamm (z.B.
Kamel-Stamm) hindeuten, der nicht in dieser Studie ana-
lysiert wurde. Andererseits konnten methodische
Schwierigkeiten des RAPD-Verfahrens die Ursache fiir
dieses Phinomen sein. So kann unter Umstinden eine
artifizielle Variabilitit der Bandenmuster bei der RAPD-
PCR in Abhingigkeit vom Konzentrationsverhiltnis des
primers zur template-DNA, von der annealing-Tempe-
ratur wihrend der Amplifikation und von der Magne-
sium-Konzentration im Ansatz auftreten (Ellsworth et al.,
1993; Meunier und Grimont, 1993). Weitere Untersu-
chungen wiren deshalb erforderlich, um die epidemiolo-
gische Situation von E.granulosus in der Schweiz noch
klarer zu definieren.

Ein alternativer Ansatz zur Etablierung
von cDNA-Banken mit Hilfe der AP-PCR

Expressionsbanken von verschiedenen Parasitenstadien
reprisentieren ein wertvolles Werkzeug bei der Analyse
stadienspezifischer Genexpression und der Identifizie-
rung der entsprechenden Molekiile. Die Charakterisie-
rung der biologischen Funktion der stadienspezifisch ex-
primierten Genprodukte konnte zum Beispiel Einblicke
in die Wirt/Parasit-Interaktion auf molekularer Ebene im
Hinblick auf immun-modulatorische Substanzen ermog-

Schweizer
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lichen und eine Analyse ihres antigenen Potentials ihren
Wert als diagnostische Antigene oder als potentielle Vak-
zine-Kandidaten beleuchten. Die Isolierung von Parasi-
tenmaterial in Mengen, welche fiir RNA-Aufreinigung
und Konstruktion von cDNA-Banken mit klassischen Me-
thoden ausreichend sind, ist jedoch nicht moéglich, wenn
das Parasitenstadium von Interesse nicht iz vitro kulti-
viert oder nur schwer aus natiirlichen Quellen gereinigt
werden kann. Als einzige Alternative muss hier auf die
PCR fiir die Amplifikation der cDNA zuriickgegriffen
werden.

Verschiedene ausgefeilte Methoden wurden bereits fiir
die PCR-vermittelte Konstruktion von Genbanken be-
schrieben, bei denen an das 5’-Ende der cDNA sogenann-
te Ankersequenzen angehingt werden. Die Amplifika-
tion erfolgt dann mit zwei primers, die zum einen dieser
5’-Ankersequenz, zum anderen dem poly-A-Schwanz am
3’-Ende komplementir sind. Den limitierenden Schritt
bei diesen Verfahren stellt das Anhingen der primer-Se-

Gesamt-RNA

i{ Ank?primer

1. Strang cDNA
TTTTT B
TTTTT &
BN—>
10mer-primer  ZZ—> lSynthese 2. Strang
ARY—
=
B2
£,
lAP—PCR
NN
[N
=
=
27
|
ZA
Adaptor-Ligation
Adaptoren Restriktionsverdau
AAAAA BB
TTTTT Es
AAAAAER
g ied iy il g m
AAAAA BB
¢ i g il i § m
-AAAAA BER
TTTTT s
i Vektor-Ligation
cDNA-Bank

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Methode
zur KonstruRtion von cDNA-Banken mit Hilfe der
AP-PCR.
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quenzen am 5’-Ende dar, das unter Umstinden nur ineffi-
zient durchgefiihrt werden kann und schwierig zu repro-
duzieren ist. Wir haben deshalb versucht, eine einfache-
re, alternative Methode zu entwickeln.

Dazu haben wir durch PCR eine cDNA-Bank ausgehend
von ca. 80 ng Gesamt-RNA des Echinococcus multilocu-
laris-Metazestodenstadiums hergestellt (Felleisen und
Gottstein, 1995). Fir den klassischen Ansatz wire nor-
malerweise ungefihr die tausendfache Menge erforder
lich! Die mRNAs wurden in einzelstringige cDNA-Mole-
kiile uberschrieben (reverse Transkription) und an-
schliessend durch PCR amplifiziert, und zwar mit (a) ei-
nem poly-dT Ankerprimer, welcher zusitzlich die Er-
kennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym beinhalte-
te, um die anschliessende Klonierung zu erleichtern,
und (b) mit einem Gemisch von 17 verschiedenen, zufal-
lig ausgewihlten 10mer-primers (Abbildung 4). Zugrun-
de lagen folgende Uberlegungen: Die Gesamtzahl aller
verschiedener mRNA-Sequenzen, die in einer bestimm-
ten Zelle transkribiert werden, wird auf ca. 12000 ge-
schitzt, wobei die individuellen mRNAs in ganz unter-
schiedlichen Kopienzahlen vorliegen (Hastie und Bis-
hop, 1976). Als durchschnittliche Grosse nimmt man fiir
mRNAs ca. 1200 Nukleotide an. Das Gesamtrepertoire
der Transkripte einer Zelle umfasst demnach ca. 1,5 X
107 verschiedene Nukleotide. Die Hiufigkeit, mit der
ein bestimmtes Oligonukleotid in dieser Gesamtheit hy-
bridisieren kann, ist hauptsichlich von seiner Linge ab-
hingig: Je kiirzer es ist, desto hiufiger findet es einen
entsprechenden Partner. So sollten zum Beispiel rein sta-
tistisch nur ein Smer oder zehn 7mere in der Lage sein,
alle 12000 verschiedenen Transkripte zu erkennen. Die
PCR-Amplifikation aller verschiedenen cDNAs sollte des-
halb theoretisch mit Hilfe von einem Gemisch von zehn
7meren und einem primer,der komplementir zum poly-
A-Schwanz ist, moglich sein. Tatsichlich erwiesen sich
jedoch 10mer-primers als geeigneter:Sie verhielten sich,
was die Kapazitit fiir das priming anbelangt, wie 7mere,
das heisst, sie erkannten wesentlich mehr verschiedene
cDNA Molekiile als vorhergesagt, vermutlich aufgrund
der Tatsache, dass mismatches, Falschpaarungen, am 5’-
Ende der primers unter den verwendeten PCR-Bedin-
gungen toleriert werden. Kiirzere primers dagegen wa-
ren absolut ungeeignet.

Das aus der PCR resultierende cDNA-Gemisch (Abbil-
dung 5) wurde dann mit sogenannten Adaptoren (kur-
zen DNA-Stiicken, welche die Klonierung erleichtern)
versehen und gerichtet in dem Phagen-Vektor AZAPII
kloniert (siehe auch Abbildung 4). Die Ausbeute betrug
am Ende ca. 3 X10° rekombinante Phagenklone.

Um die theoretischen Uberlegungen zu verifizieren und
unseren experimentellen Ansatz zu validieren, haben
wir anschliessend diese cDNA-Bank mit verschiedenen
Sonden analysiert. Unter anderem haben wir hierfiir das
sehr gut von uns untersuchte Metazestoden-Antigen II/3
(Felleisen & Gottstein, 1993; 1994) benutzt, da in der
Sequenz von II/3 keine der verwendeten primer-Se-
quenzen mit absolut 100%iger Ubereinstimmung vor-
kommen. Sollten dennoch von II/3 abgeleitete Klone in

Band 138, Heft 3, Mirz 1996
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~1350bp

850
600

320
100

Abbildung 5: Analyse der Amplifikationsprodukte der
AP-PCR. Da eine Vielzahl verschiedener
cDNA-Molektile amplifiziert wurde, ergibt sich ein
breiter «Schmier». (1) = negative Kontrolle obne DNA;
(2) = amplifizierte cDNA-Fragmente;

(3) = Molekulargewichismarker.

der Bank zu finden sein, wire unsere Hypothese von den
Falschpaarungen bestitigt. Tatsichlich fanden wir so-
wohl mit II/3-Gensonden als auch mit polyklonalen anti-
II/3 Antikorpern entsprechende Klone in der cDNA-
Bank. Die Sequenz-analyse dieser Klone ergab 3 bzw. 4
Abweichungen von der II/3-Sequenz unmittelbar am
5’-Ende, die offensichtlich durch Falschpaarung der
primers zustande gekommen waren.

Nach der erfolgreichen Etablierung dieser Methode mit
Metazestoden-RINA, einem weniger «wertvollen», da in
grosseren Mengen verfiigbaren Material, haben wir sie
inzwischen auf die Konstruktion einer cDNA-Bank aus
ca. 1000 aktivierten E.multilocularis-Onkosphiren an-
gewandt, einem Stadium des Parasiten, welches nur in
ausserst geringen Mengen durch én vitro-Kultivierung
von Adulten und anschliessender Aktivierung von iz
vitro-produzierten Eiern gewonnen werden kann. Diese
cDNA-Bank wird zur Zeit mit molekularbiologischen
und immunologischen Methoden untersucht. Allge-
mein konnte dieses Verfahren fiir alle Anwendungen, bei
welchen das Ausgangsmaterial den limitierenden Faktor
darstellt, von Nutzen sein.

Schlusshemerkung

Die beiden von uns dargestellten Beispiele demonstrie-
ren die Vielfalt der Anwendungsmoglichkeiten der PCR

ausser der gerichteten Amplifikation einer genau defi-
nierten Zielsequenz. Zahlreiche neue Methoden wurden
bereits und werden sicher noch entwickelt,um komple-
xe biologische Fragestellungen, wie sie z.B. die Amplifi-
kation des gesamten cDNA-Repertoires eines Organis-
mus darstellt, angehen zu konnen. Die Moglichkeiten
sind sicher noch nicht ausgeschopft, und selbst der Zu-
fall, der bei der Auswahl der primers bei der AP-PCR
mitspielt, findet seinen Platz in der veterinirmedizini-
schen Forschung.
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