Charakterisierung des Asparagin-reichen
Entamoeba histolytica Proteins ,,ARIEL‘ und Untersuchung
hinsichtlich seiner Funktion und moglichen Bedeutung fiir die
Pathogenitit von Entamoeba histolytica (SCHAUDINN, 1903)

DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
im Fachbereich Biologie

der Universitit Hamburg

vorgelegt von

Felix Asche

aus Hildesheim

Hamburg 2003



Genehmigt vom

Fachbereich Biologie der

Universitat Hamburg

auf Antrag von Herrn Professor Dr. E. TANNICH
Weitere Gutachter der Dissertation:

Herr Professor Dr. R. D. WALTER

Tag der Disputation: 05. Dezember 2003

Hamburg, den 21. November 2003

Professor Dr. A. Frihwald
Dekan




Inhaltsverzeichnis

1. EINLRITUNE couueeiinriiiiriniirincnnicnsnnicsssnicsssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssses 1
1.1 Entamoeba histolytica: Morphologie und Lebenszyklus ...........cccccoveuievieniiieniiniiieneens 1
1.2 Entamoeba dispar, der molekulare Doppelgénger, ist nicht pathogen ...........cc.cc....... 2
1.3 Die ariel-Genfamilie und das Serin-reiche Entamoeba histolytica Protein (SREHP)... 4
1.5 Impfstoff-Kandidaten gegen AmObIasIS.......cc.eeeevieeiiieriieeeiieeeiee et eeeeeeveeeevee e 8
1.6 Differenzielle Diagnostik von E. histolytica und E. dispar-Infektionen........................ 9
1.7 ZICISELZUNG ..ottt ettt e e et e e s eaee e e saee e sseesnseeesseeensseeensaeeennns 11

2. Material und Methoden ....iiineeiinniiinnnnnsniicsneicsnecsssseesssesssssssssssnessssssssssscsns 12
2.1 Spezielle Gerdte und Materialien ...........occveeeiiieiiiieeieece e 12
2.2 Reagenzien und Chemikalien ............coocuieiiiiiiiiniiiiiiciccee e 13

2.2.1 Weitere REaZENZICN......cccueiiiiiiieiieeiie ettt e ee e etee e saae e s e e e seveeenes 13
2.2.2 ENZYMC ..ttt ettt ettt et ettt e et e et e e enbeeeaeee 14
2.2.3 Immunreagenzien UNd SEIEN .........cocuieiiiieeiiieeiieeeieeeeieeeeieeesreeesaeeesaeeesaseeenenes 14
2.2.4 ONEONUKICOIAC .....cuuiiieiieiieeiiieiie ettt et et e e e e 15
2.2.5  MAATKET ...ttt ettt ettt e eeeeaeas 16
2.2.6 Puffer und Losungen (alphabetisch)..........cccoeviieiiiniiiiiiiiiieciecee e 16
2.3 Organismen und Plasmide..........cccvieiiiieiiiiiiiie e e 20
2.3.1  OTZANISINEI ....vieniieeiiieiieeieeeiteeieesiteeteestaeebeesseessseesstesnseesseeenseessseanseessseanseesssesnsens 20
2.3.2 PlaSmIde ....eeeuiieiiieiiee ettt st 21
2.4 Nihrmedien und Kulturbedinungen .............cocceeviiiiieniieiiieieeieeee e 22
2.4.1 Medien und MedienZUSHLZE ........cccueeiiiiiiiiiiieiieeeeee e 22
2.4.2 Kultivierung und Ernte von AmODEN ........cc.cevuieiiieriieeiieiieeieecie e 23
2.4.3 Kultivierung weiterer OTaniSMEN........c..eeeeuveerruieerrreeerireeesieeesseeesseeesseessseesssnes 24
2.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA .. ......c.cooviiiiiiiiiieiieieeeee e 24
2.5.1 Phenol-Chloroform-EXtraktion ...........cccccoeoieiiiiiiiiiiiiieeeee e 24
2.5.2 FAIUNG VON DINA L....oiiiiiiiiee ettt et e e 24
2.5.3 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle ...........ccccoecvveniieinciiiecieenen. 25
2.5.4 Reinigung von PCR-Amplifikaten durch "High Pure PCR Produkt Purification
K" (ROCKHE) .ttt ettt e e e e e e e e sev e e e snseeenseeens 25
2.5.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen............ccccoeceeveeiiniencnnennnn. 25
2.6 Modifikation von DINA ... 26
2.6.1 Hybridisierung von Oligonukleotiden.............cceeuieviieniieiiiniieiecie e, 26
2.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten ..........ccccceeevieieiiiieiieeeiee e eeee e eevee e 26
2.6.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen...........c.ccccceveeevieeieneencnnennnn. 26

2.7 Auftrennung von DNA und DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese..... 27




2.7.1 Agarose-GeleleKtrophorese ........coevieriieiiieiieciieie ettt 27
2.7.2 Elution von DNA aus Agarose-Gelen mit Hilfe des "CONCERT ™ Rapid Gel

EXtraction SYStEIMS" .......cciiiiiiiiiieiieeie ettt ettt s eae e e b enes 27
2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ........ccoouiiiiiiiiiiieeiieceeeeeee e 27
2.9 DNA-SeqUENZANALYSE.......eeriiiriiieiieriiieiie ettt ettt ettt e e teesteeesbeessaeebeessaesnseeenes 28
2.10 Transformation von BaKterien...........coooeiiiiiiiiiiiiiieee e 29
2.10.1 Herstellung von kompetenten E. coli (XL1-blue, DH5a, BL21DE3) .................. 29
2.10.2 Herstellung von kompetenten E. coli (dam)........ccoeeeeviiiiiiniiieiieniieieeieeeeee, 29
2.10.3 Transformation von E. coli (XL1-blue, DH5a, dam’, One Shot® TOP 10
ComPELENt CEIIS) ..vieiiiiiieeiieeiieee ettt ettt e aeebeessaeeneeens 29
2.11 Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten speziellen Expressionsvektoren........... 30
2.12 Transfektion VON ERIAMOEDA ...............ccoecevieiiiiiiiiisiiiiesieesie ettt 31
2.12.1 Vorbereitung der Zellen fiir die Elektroporation...........cccccceveeeiieenieeeciee e, 31
2.12.2 Transfektion der Amoben durch Elektroporation .............cceeceeecieenienciieneenneennen. 31
2.12.3 Selektion rekombinanter Amdben nach Transfektion.............cooceviiiniininnnnnn. 32
2.13 Gewinnung von ANtIKOTPEIN .......c.eevuiiiiieriieeiierie ettt ettt ettt e sre et esaaeebee e 32
2.13.1 Immunisierung von Hithnern und Kaninchen ..............cccccooviiiiiiiiincei e, 32
2.13.2 Gewinnung von Antikorpern aus Hihnereiern ..........coccoeeveviiienieniienienieeeee, 32
2.13.3 Gewinnung von Antiseren aus BlUt..........ccccceveiiiiiiiiiiiiiiceeeeeee e 32
2.14 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).......cccooviiiiiiieniiiinieeieeieeieee e 33
2.15 Konzentrationsbestimmung von ProteinlOsungen...........ccceeevvveereieeenieeenieeesieeeeieeenns 33
2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)........cccoocivvieniiiiiiiieiieeeee. 34
2.17 Zweidimensionale Gelelektrophorese von Proteinen............cccceeeevveeeiieenciiecciee e, 34
2.17.1 Vorbereitung der Proben fiir die isoelektrische Fokussierung (IEF) .................... 35
2.17.2 Isoelektrische Fokussierung (erste DImension) .........cccecveeeeveeeeieeerieeerveeeeeveeene 35

2.17.3 Vorbereitung der isoelektrisch fokussierten Gelstreifen fiir die zweite

Dimension (SDS-PAGE) ......coiiiiieeeee ettt 35
2.17.4 SDS-PAGE nach isoelektrischer Fokussierung (IEF) (zweite Dimension).......... 36
2.18 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western-Blot)...........ccccveeiiieeiiieeiieecieen, 36
2.19 ProteinfarbUNGEN ........coeiiiiiiiiie ettt ettt 37
2.19.1 Coomassie-FArDUNG........c.ccoviiiiiiiiiiie e 37
2.19.2 Coomassie-Farbung (nach Neuhoff) ........cccccooviiiiiiiiiniiiice e, 37
2.19.3 STIDET-FAIDUNG.......oiiiiiiieiiie et e e e e enbe e e e e enees 37
2.19.4 Immunologischer Nachweis von, auf Membranen immobilisierten, spezifischen
PrOTEINEI ...ttt ettt e 38
2.19.5 Wiederverwendung von Western Blots.........cccoocieniiiiiieniiiiiiicceeeeee e 40
2.20 Herstellung von Extrakten aus TrophOzZoiten...........cccvieviiieiiieeiiie e 40
2.20.1 Herstellung von Extrakten aus Zellfraktionen............cccceevevieniencnienieneeieneene. 40

II



2.20.2 Herstellung von Gesamt-ZelleXtrakten ..........cccoevveerieeiiienieeiiienieeieeeie e 41
2.21 Reinigung von rekombinantem ARIEL mit Nickel-Chelat-Affinitéts-

Chromatographie nach EXpression in . COLi ........cccuevuiecieeiiieiiiniieieeieeee e 41
2.22 Reinigung von ARIEL aus E. histolytica-Trophozoiten ...........cccceeeiieerieeenieeeiieenn, 42
2.22.1 Fast-Protein-Liquid-Chromatographie (FPLC) von Amobenextrakten ................ 42

2.22.2 Affinitdtschromatographische Reinigung iiber gekoppelte Antikdrper mit Hilfe
VOI DYNADEAAS® ... 42

2.22.3 Reinigung von ARIEL iiber den HisTag mit Nickel-Chelat-Affinitéts-

ChromatographiC........c.cecvieivieriieeiieiie et eiee et eette e ereesaeebeeesaeeseesaseesseesssesnsaens 43
2.23 Enzymatischer Verdau von ARIEL in Extrakten und intakten Zellen........................ 44
2.23.1 Verdau von ARIEL mit N-Glycosidase F in Membransolubilisaten .................... 44

2.23.3 Verdau von ARIEL mit Phosphatidylinositolspezifischer Phospholipase C
(PIPLC) in intakten Amoben mit anschlieBender Triton-Phasen-Separation....... 45

2.24 Chemische Abspaltung des GPI-Ankers durch saure NO,-Deaminierung .................. 46
2.25 Immunfluoreszenz-MiKIOSKOPIC .......cccvieiieiieeiiiecie ettt ettt ebe e 46
2.26 Bestimmung der zytopathischen Aktivitét (Zytopathogenitits-Assay)........cccceevueenneen. 47
2.27 Bestimmung der Erythrophagozytose-Rate............ccoecveviieiiiiniieiiiiiicieeie e 48
2.28 Bestimmung der Adhédrenz von Amoben an CHO-Zellen ...........coccovvevieiiniinenncnnne. 49
2.29 Bildung von Leberabszessen in WisStenrennmauSen .............cceeeveerveeeveerreesveenseennnens 49
e ETZEDMISSE aurnniiiiniiinniinnniicnniinsniinsnnsssnnessssisssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssses 51

3.1 Rekombinante Expression von ARIEL in Escherichia coli und Reinigung iiber
ININTACAGATOSE ...ttt ettt et e ettt e bt e st e et e s et ebeesnbeebeeenseenseesnseenneeans 51
3.2 Untersuchungen zu immunologischen Eigenschaften von rekombinantem ARIEL .... 53
3.2.1 Untersuchung zur Schutzfunktion von ARIEL gegen Amdbenleberabszesse
nach Immunisierung von Wiistenrennméusen (Meriones unguiculatus).............. 53

3.2.2 Prévalenz von Antikdrpern gegen rekombinantes ARIEL in Seren von

Personen mit und ohne E. histolytica-InfeKtion............c.ccccuevevievienciienieniieeieeen. 55

3.3 Gewinnung von Antikorpern gegen rekombinantes ARIEL ...........c.ccccooviiiiiincncnn. 56
3.4 Lokalisation von ARIEL in E. histolytica-Trophozoiten .............cccccvvevveerrienieenieennnnnn 57
3.4.1 Lokalisation in definierten ZelleXtrakten ...........c.eeoueeviieniieiiienieeiieeie e 57
3.4.2 Lokalisation durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie ...........cccceevveevienrienieenenennnen. 58

3.5 Reinigung von endogenem und rekombinantem ARIEL aus E. histolytica-

B0 0] 11074011 7<) 1 DO RS RRPR 59

3.6 Expression modifizierter ARIEL Varianten in E. histolytica und Reinigung aus
AMODENLYSALEI ....c.vviiiiiciiieiiecie et ettt et s e e e beessaeensaeesaeesbeessseennes 63
3.6.1 Klonierung von modifizierten ariel-Genkopien.........c.c.coceevervuereenercieneenenneennes 63
3.6.2 Expression der modifizierten ARIEL-Varianten in E. histolytica ........................ 65
3.6.3 Reinigung der HisTag-ARIEL-Varianten {iber NINTA-Agarose ..........ccccceueennee. 67

III



3.7 Biochemische Charakterisierung des endogenen ARIELS..........c.ccccceevieviieniienieennen. 70

3.7.1 Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pI) von ARIEL...........cccevviirennennnen. 70
3.7.2  Untersuchung der putativen N- bzw. O-Glykosylierungen von ARIEL................ 71
3.7.3 Untersuchung der putativen GPI-Verankerung von ARIEL ...........c.cccccvvvennnnnnen. 73
3.8 Rekombinante Expression von ARIEL in E. dispar ...........ccccoeeveeeviieiienciienieeieeinens 75
3.9 Untersuchungen zum Einfluss der ARIEL-Expression in rekombinanten E. dispar ... 77
3.9.1 Adhérenz von rekombinanten E. dispar an CHO-Zellen............cccccoeevevreeninennn. 77
3.9.2 Zytopathogenitit rekombinanter E. diSpar............ccccueeecveeeeveeecieeeeiieenereeeeiieeennnens 79
3.9.3 Erythrophagozytose-Rate rekombinanter E. dispar ............ccceeeeevcveeceieneenceeennnnn. 79
3.9.4 Induktion von Leberabszessen nach Injektion von kultivierten Trophozoiten in
die Leber von WiiStenrennmausen..........ocueevveeierienierienienieeie st 80
e DISKUSSION coueirrnieniiiiiennensennstensnessnenssensssessnssssesssassssesssassssessssssssssssassssesssassssssssassssssssase 81
4.1 Mehrere ARIEL-Proteine werden in E. histolytica-Trophozoiten exprimiert.............. 81
4.2 Ahnlichkeiten von ARIEL mit bekannten Proteinen..............ccccceeveveveeueverevevereeenennnns 82
4.3 ARIEL ist membransStandig.........c.eeeeeriiieriieiiienieeiieeie ettt ettt 83
4.4 Reinigung und posttranslationelle Modifikationen von ARIEL ............cccceeviiienennn. 86
4.5 Expression von ARIEL in E. histolytica und E. dispar...............ccceeveeeeeveieencevenneannne. &9

4.6 Ein Einfluss von ARIEL auf Pathogenitit oder Virulenz konnte nicht nachgewiesen
WETACTY 1.ttt sttt s b ettt b et a e bt et et sh b e ab e bt et e 90

4.7 ARIEL besitzt kein Impfstoff-Potenzial und eignet sich nicht als diagnostisches

F N 13 1<) o OO RSP SRPRORUSR 92

4.8 AUSDIICK ...ttt 94
5. ZusammenTaSSUNG couiiiiiivnnicnssssnnicsssssnnessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 96
0. LITETATUL wucveeeieeiiirnineniieinenieecnensnesssessssscssessssssssnssssssssessssssssassssssssassssessssssssasssasssessanes 98
ANN AN G ccreriiiiiinniiniissnniesssssricsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 107
7.1  ADKUIZUNGSVEIZEICHNS ....vviiiiieiiiieciiieeiiee ettt ettt et e e teeestaeesaeeesteeessseeesnseeennaeeenns 107
7.2 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis...........cocueevieriieiiieniecieee e 109
7.3 DaAnKSAGUNE ......ccocviiieiieeeiieeeite et e ete e et e e et eesteeesaeeessaeessaaeesaeessseeesaseeesnseesnsseeennes 111

IV



1. Einleitung

Das Protozoon Entamoeba histolytica ist der Erreger der Amobiasis beim Menschen.
Verbreitungsgebiete sind hauptsdchlich weniger entwickelte subtropische und tropische
Regionen, in denen der Erreger aufgrund schlechter hygienischer Bedingungen regelmifig fakal-
oral lbertragen wird. Nach Schitzungen der WHO liegt die Zahl der weltweit infizierten
Menschen bei 480 Millionen, von denen etwa 36 Millionen klinische Symptome entwickeln und
40-100.000 jéahrlich sterben. Amdbiasis gilt damit neben der Malaria und der Schistosomiasis als

dritthdufigste durch Parasiten hervorgerufene Todesursache.

1.1 Entamoeba histolytica: Morphologie und Lebenszyklus

Der Lebenszyklus von E. histolytica (beschrieben in Clark et al., 2000) umfasst zwei
morphologisch klar zu unterscheidende Stadien, das vegetative und das Zysten-Stadium. Die
vegetativen Formen bezeichnet man als Trophozoiten. Thre GroBBe reicht je nach
Wachstumsbedingungen von 10-60 um im Durchmesser. Charakteristisch ist ihr pleomorphes
Erscheinungsbild, die Ausbildung von Pseudopodien und die damit verbundene amoboide
Beweglichkeit. Sie haben eine hohe Phagozytose-Fahigkeit und zerstéren in hohem Malle Zellen
und Zellverbdnde, weswegen sie auch den Ruf als ,,die potentesten Killerzellen® genieflen.
Charakteristisch ist auch das Fehlen sichtbarer klassisch-eukaryotischer Zellorganellen wie
Mitochondrien, rauhem endoplasmatischen Retikulum, Golgi-Apparat, Zentriolen und
Mikrotubuli. Vieles weist jedoch darauf hin, dass entsprechende funktionell dhnliche aber
strukturell distinkte Kompartimente im Zytoplasma existieren, da einige Gene und Proteine
identifiziert wurden, die hohe Homologien zu bekannten organell-spezifischen Proteinen zeigen.
Golgi-dhnliche Strukturen und glattes endoplasmatisches Retikulum wurden kiirzlich
elektronenmikroskopisch gezeigt (Chavez-Munguia et al., 2000). Zudem gelang der Nachweis
eines Mitochondrium-&hnlichen Kompartiments, das als Crypton (Mai et al., 1999) bzw.
Mitosom (Tovar et al., 1999) bezeichnet wird. Das Zytoplasma der Trophozoiten ist durch eine
hohe Zahl an Vesikeln und Vakuolen mit Durchmessern von 0,5-9 um gekennzeichnet. Unter
dem Elektronenmikroskop erkennt man charakteristische helikale Anordnungen von Ribosomen.
Der Zellkern hat einen Durchmesser von 4-7 um. Trophozoiten sind die teilungsaktive Form. Sie
besiedeln den Dickdarm, wo sie liber bestimmte bisher unbekannte Wirtsmolekiile an die
Darmschleimhaut adhdrieren konnen. Der Mensch scheint der einzige bedeutende Wirt zu sein.
Man vermutet, dass in 90 % der Félle eine Infektion mit E. histolytica ohne klinische Symptome

bleibt (nicht-invasive Amdobiasis). Die restlichen 10 % der Infizierten entwickeln unter bisher
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nicht gekliarten Umstidnden eine sogenannte invasive Amdbiasis. Dabei kommt es zu einer
Invasion der Darmschleimhaut, die in den meisten Fillen Kolitis und Diarrhoen hervorruft, die
Mucus und Blut enthalten konnen, meist begleitet von abdominalen Schmerzen. Bei ca. einem
Prozent der Fille durchdringen die Amoben die Darmschleimhaut und befallen hdamatogen
weitere Organe. Diese extraintestinale Amdobiasis betrifft in den meisten Féllen die Leber und es
bildet sich der sogenannte Amdbenleberabszess. Symptome hierfiir sind Fieber, Schmerzen im
Oberbauch und Lésionen der Leber. Interessanterweise entziehen sich diese Amdben ihrem
eigentlichen Lebenszyklus. Sie begeben sich sozusagen in eine ,,Sackgasse™, da die flir eine
weitere Verbreitung notwendige Umwandlung in Zysten (Enzystierung) auBlerhalb des Darms
nicht erfolgen kann. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass E. histolytica erst relativ kurze
Zeit den Menschen parasitiert und noch nicht vollkommen adaptiert ist. Die Enzystierung wird
ebenfalls durch bisher nicht geklarte Faktoren kontrolliert und erfolgt nur im Dickdarm. Die
dabei entstehenden Zysten sind das eigentlich infektiose Stadium von E. histolytica, da sie mit
dem Stuhl ausgeschieden werden und unter schlechten hygienischen Bedingungen fdkal-oral
weiter iibertragen werden kdnnen. Im Unterschied zu den Trophozoiten kdnnen Zysten auflerhalb
des Wirts in einer feuchten Umgebung mehrere Tage iiberleben. Zudem sind sie sdureresistent,
was ihnen das Uberleben im oberen Gastrointestinal-Trakt nach der oralen Aufnahme ermdglicht.
Zysten sind vierkernige, dickwandige (chitinhaltige), runde Zellen mit einem Durchmesser von
10-16 um. Lichtmikroskopisch findet man in den Zellen die charakteristischen Chromatoid-
Korper, dabei handelt es sich um ldngliche (einige pwm) Strukturen, die aus aggregierten
Ribosomen bestehen. Nach Passage des oberen Gastrointestinal-Traktes erfolgt im Diinndarm die
Exzystierung, wobei aus einer Zyste acht Trophozoiten entstehen. Die Faktoren, die die
Exzystierung ausldsen, sind noch nicht bekannt. Insgesamt ist iiber Zysten weit weniger bekannt
als tiber Trophozoiten, da es bisher noch nicht gelungen ist, die Enzystierung von E. histolytica in
Laborkulturen zu induzieren. Es gibt jedoch einen Modell-Organismus fiir Untersuchungen von
En- und Exzystierung von Entamoeba. In Entamoeba invadens, einem Reptilien-Parasiten, lasst
sich durch die Inkubation der Zellen in Glukose-Mangelmedium die Enzystierung im Labor

induzieren.

1.2 Entamoeba dispar, der molekulare Doppelginger, ist nicht pathogen

Die erste taxonomische Beschreibung und der Speziesname Entamoeba histolytica gehen zurilick
auf das Jahr 1903 durch Schaudinn, obwohl der Organismus bereits 1875 von Ldsch erstmalig
identifiziert wurde. Weitere Entamoeba-Spezies wurden im Laufe der Jahre entdeckt (z.B.
E. coli, E. gingivalis, E. moshkovskii) aber keine dieser Spezies auller E. histolytica war jemals
mit Krankheitssymptomen in Verbindung zu bringen. Allerdings wurden typische E. histolytica-
Zysten auch bei gesunden Ausscheidern gefunden. Bereits 1925 stellte daher Emile Brumpt die
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These von zwei unterschiedlichen Arten von E. histolytica auf, von denen sich die Eine pathogen
und die Andere apathogen verhilt. Die apathogene Art bezeichnete er als Entamoeba dispar. Da
es zu diesem Zeitpunkt kein verldssliches Unterscheidungs-Kriterium gab, wurde Brumpts
Hypothese in den folgenden Jahren zunéchst ignoriert. Erst ab Ende der 70er Jahre des letzten
Jahrhunderts hduften sich weitere Hinweise fiir Brumpts Hypothese. Insbesondere die
Untersuchungen spezifischer Isoenzym-Muster mehrerer tausend Amdben-Isolate durch
Sargeaunt und Mitarbeiter (Sargeaunt, 1987) lieBen die Existenz einer apathogenen Spezies
immer wahrscheinlicher erscheinen. Zudem fand man Unterschiede in der Antigenitét pathogener
und apathogener Isolate und spezifische genetische Marker (Strachan et al., 1988; Tannich et al.,
1989). Basierend auf den akkumulierten Beweisen beschrieben Diamond und Clark 1993 die
Spezies E. histolytica neu und unterschieden sie von der apathogenen Spezies E. dispar. Seitdem
ist Brumpts Hypothese allgemein anerkannt. Mit diesem Wissen waren viele vorausgegangene
Untersuchungen und Vergleiche zwischen pathogenen und apathogenen ,,E. histolytica“ neu zu
iiberdenken.

Innerhalb der Gattung Entamoeba sind E. histolytica und E. dispar die engsten Verwandten.

Die hohe Ahnlichkeit der beiden Spezies birgt natiirlich Probleme bei ihrer Differenzierung,
worauf unter 1.6 eingegangen wird. Gleichzeitig bietet sie aber die Moglichkeit, die wesentlichen
Virulenzfaktoren besser identifizieren und untersuchen zu kénnen und somit zum Verstiandnis der
zugrunde liegenden Pathogenititsmechanismen beizutragen. Daher ist die Suche nach
Unterschieden zwischen den beiden Spezies besonders interessant.
Kodierende Bereiche korrespondierender DNA-Sequenzen zwischen E. histolytica und E. dispar
zeigen im Durchschnitt nur 6,5 % Nukleotidaustausche. Soweit es untersucht wurde, ist auch die
Anordnung der Gene innerhalb der Genome beider Spezies identisch (Petri, 2002). Trotzdem sind
bisher einige Unterschiede gefunden worden. Die bisher bekannten biologischen Eigenschaften,
die E. histolytica und E. dispar voneinander unterscheiden, wurden von Ackers (2002)
folgendermafien zusammengefasst:
e [soenzym-Muster (insbesondere Hexokinase)
e spezifische Epitope, die durch Reaktion mit monoklonalen Antikérpern erkannt
werden
e Sequenzunterschiede im rDNA-Episom
e Sequenzunterschiede (2-18%) innerhalb homologer Gene
e cine kleine Anzahl von Genen, die nur in E. histolytica vorkommen, wie ehapt?2,
cpl, cp5 und ariel
e im Gegensatz zu E. histolytica liel} sich E. dispar bisher nur in einem Fall axenisch
kultivieren (Clark, 1995)
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o clektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen charakteristische Unterschiede
in der Oberfldchenbeschaffenheit (Clark et al., 2000), die vermutlich auf das
Fehlen von Lipophosphoglykanen in E. dispar (Bhattacharya et al., 2000)

zuriickzufiihren sind

Gene, die in einer der beiden Arten vorkommen, in der Anderen aber fehlen, sind von Interesse,
da sie grundsétzlich mit der Pathogenitét verkniipft sein konnen. Bisher wurden nur wenige Gene
identifiziert, die nur in E. histolytica vorkommen und in E. dispar fehlen. Hierzu gehort ein
Retrotransposon (ehapt2), welches in mehreren hundert Kopien im Genom von E. histolytica
verstreut ist (Willhoeft et al., 2002), sowie die Protein-kodierenden Gene fiir die Cystein-
Proteinasen (CP) 1 und 5 (Bruchhaus et al., 1996; Willhoeft et al., 1999a) und die Asparagin-
reichen Proteine (ARIEL).

Cystein-Proteinasen kommen als wichtige proteolytische Enzyme in hoher Menge in
E. histolytica vor. Sie sind nachweislich wichtige Molekiile fiir die Pathogenitdt der Amoben und
deshalb Ziel vieler Untersuchungen. Uber die ariel-Genfamilie und deren Genprodukte ist bisher
nur sehr wenig bekannt, sie sind daher Gegenstand dieser Arbeit und Thema des folgenden

Kapitels.

1.3 Die ariel-Genfamilie und das Serin-reiche Entamoeba histolytica
Protein (SREHP)

Entdeckt wurde die arie/-Genfamilie 1998 von Mai und Samuelson. Sie suchten in genomischen
DNA-Banken nach Genen, die dem fiir das Serin-reiche Entamoeba histolytica Protein (SREHP)
dhneln, denn SREHP hatte sich in den Jahren zuvor als potenzieller Impfstoff-Kandidat gegen die
Amobiasis etabliert. Dabei identifizierten sie DNA, die mit srehp-Sonden schwach hybridisierte.
Diese DNA kodierte fiir ein neues Protein mit charakteristischen, zentralen oktarepeats und
einem hohen Gehalt an Asparagin-Resten, weshalb der Name ARIEL (asparagine-rich
Entamoeba histolytica Protein) gewédhlt wurde. Weitere Analysen ergaben insgesamt acht
verschiedene ariel-Gene, von denen mindestens vier unter Kulturbedingungen exprimiert werden.
Die ariel-Gene scheinen konstitutiv exprimiert zu werden. Das ldngste Gen kodiert flir ein
Protein mit 16 repeats und einem rechnerischen Molekulargewicht von 23 kDa (das kiirzeste
Genprodukt hat nur zwei repeats und ein rechnerisches Molekulargewicht von 11 kDa). Die
abgeleiteten Aminosduresequenzen aller acht arie/-Gene sind identisch iiber die 58
aminoterminalen und 29 carboxyterminalen Aminosdurereste. Sie unterscheiden sich also
ausschlieBlich innerhalb der repeat-Region. Zusétzlich zu den ersten 58 Aminoséduren sind die
ersten zwei repeats bei allen ARIELs identisch. Die 58 bzw. 29 Aminosdurereste umfassenden

amino- und carboxyterminalen Sequenzabschnitte sind wiederum zu 55% bzw. 76% mit den
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entsprechenden Termini von SREHP identisch. Man findet auf aminoterminaler Seite vor den
repeats ein hydrophobes Signalpeptid und eine Reihe geladener Aminosdurereste. Der
Carboxyterminus weist einen putativen hydrophoben Anker auf und es fehlt eine folgende
zytoplasmatische Doméne, wie sie bei klassischen Transmembran-Motiven zu finden ist. Die
repeats von SREHP und ARIEL (der Name ARIEL wird im weiteren zumeist im Singular
verwendet obwohl jeweils die Proteine der gesamten Genfamilie gemeint sind) zeigen auflerdem
eine deutliche Ahnlichkeit beziiglich ihrer Aminosiurezusammensetzung und Sequenzabfolge.
Sie unterscheiden sich jedoch in der Zahl an Asparagin-Resten, die bei ARIEL deutlich hoher ist.
Tetrapeptide, wie sie in SREHP zu finden sind (D-N-K-P), fehlen in ARIEL, dieses Motiv ist
aber mit den letzten vier Aminosiuren der oktarepeats von ARIEL (D/N/S-E-S-S-D/N-N-K-P)
identisch. Vergleicht man die gesamten oktarepeats von ARIEL mit denen von SREHP (E-A-S-
S-S/T-D/N-K-P) findet man Sequenzidentitdt in vier bis fiinf Positionen (Mai und Samuelson,
1998). Ein schematischer Vergleich der abgeleiteten Primarstrukturen von ARIEL und SREHP
ist in Abbildung 1 dargestellt.

ARIEL :

NHZ—;_ NEEEENEE —;— COOH

SREHP :

NH2—_= : Eaggsiﬁﬁiﬁﬁﬁ _=—COOH

= hydrophob
= geladen
I repeat-Region

Abbildung 1: Schematischer Vergleich der Primarstrukturen von ARIEL und SREHP.
Dargestellt sind Schemata der abgeleiteten Aminosauresequenzen der kodierenden
Regionen von srehp (5 okta- und 6 dodekarepeats) und dem langsten der bisher
bekannten ariel-Gene (16 oktarepeats) (verandert nach Mai und Samuelson, 1998).

Nur kurze Zeit nach der Entdeckung der ariel-Genfamilie durch Mai und Samuelson stielen auch
Willhoeft und Mitarbeiter auf diese bemerkenswerte Genfamilie (Willhoeft et al., 1999b). Ziel
threr Untersuchungen war es gewesen, genetische Unterschiede zwischen E. histolytica und
E. dispar zu finden. Zu diesem Zweck hybridisierten sie eine Auswahl verschiedener
E. histolytica-cDNA-Sonden mit genomischer DNA beider Amdben-Spezies. Von diesen 68
Sonden hybridisierten 66 mit DNA beider Spezies. Nur zwei hybridisierten ausschlielich mit
E. histolytica-DNA. Dazu gehorte die Sonde mit der kodierenden Region fiir eine Cystein-
Proteinase (CP5). Die Sequenzierung der anderen Sonde ergab 95 9% Identitit mit der
kodierenden Region eines der kurz zuvor entdeckten ariel-Gene.

Im Gegensatz zu srehp ist ariel ein multicopy-Gen. Southern-Blot-Analysen restriktionsverdauter
genomischer DNA verschiedener E. histolytica-Stimme zeigen fiir srehp eine distinkte Bande,

fiir ariel jedoch einen charakteristischen Schmier von Banden. Unter den gleichen Bedingungen
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findet man beim Vergleich der DNA verschiedener E. dispar-Stimme zwei bzw. drei srehp-
Banden aber kein arie/. Anhand durchgefiihrter Kreuzhybridisierungs-Versuche ldsst sich mit
groBBer Sicherheit sagen, dass kein arie/-Homolog mit mehr als 70 % Identitdt (das ist auch der
ungefahre Unterschied zwischen srehp und ariel) in E. dispar vorhanden ist. Nicht nur die
Tatsache, dass ariel in E. histolytica vorkommt aber in E. dispar fehlt, macht es im Sinne einer
moglichen Rolle bei Gewebe-Invasion oder Uberleben im Wirt interessant. Hinzu kommt die
auffillige Ahnlichkeit mit SREHP, einem der am besten untersuchten Molekiile aus E. histolytica
und potenziellsten Impfstoff-Kandidaten, was eine Untersuchung des Potenzials von ARIEL als
Impfstoff-Kandidat ebenfalls vielversprechend erscheinen Iésst.

Das Gen fiir SREHP wurde 1990 von Stanley und Mitarbeitern erstmalig kloniert. Das Ziel der
damaligen Studie war die Isolierung von Genen, die spezifisch in E. histolytica nicht aber in der
apathogenen Spezies E. moshkovskii (Stamm Laredo) exprimiert werden und somit
moglicherweise die Pathogenitit bedingen (Der Laredo-Stamm wurde in der Literatur auch lange
Zeit als nicht-pathogener E. histolytica-Stamm bezeichnet; Clark und Diamond, 1991). Besonders
auffillig waren schon damals die tandemartig angeordneten, multiplen okta- und dodekarepeats,
deren Anzahl in verschiedenen Isolaten variieren kann (Stanley, 1996). SREHP dhnelte in seiner
Gesamtstruktur dem Circumsporozoiten-Protein aus Plasmodium. 1995 konnten Stanley und
Mitarbeiter das Protein aus Trophozoiten reinigen und biochemisch nédher charakterisieren
(Stanley et al., 1995a). Es ist primér auf der Zelloberflache der Trophozoiten lokalisiert, hat aber
posttranslationelle Modifikationen, die eigentlich bei zytoplasmatischen oder nukledren Proteinen
zu finden sind. Neben den terminalen O-gebundenen N-Acetylglukosamin-Resten sind
Phosphorylierungen an Serin-Resten nachgewiesen worden. SREHP ist iiber O-Esterbindungen
acyliert und scheint nicht {iber einen GPI-Anker, sondern iiber ein mit dem Carboxyterminus
kovalent verkniipftes Lipid in der Membran verankert zu sein. Antikorper gegen rekombinantes
SREHP inhibieren die Adhdrenz von Amoében an Sdugerzellen in vitro. Die Adhdrenz an
Zielzellen ist der erste und essentielle Schritt bei der Gewebeinvasion. SREHP konnte also
adhidsive Eigenschaften haben. Gereinigtes SREHP ist ein Chemoattraktant fiir Trophozoiten. Die
Funktionen von SREHP sind jedoch noch véllig unbekannt. Natiirlich erlaubt die hohe
Ahnlichkeit von SREHP und ARIEL nicht automatisch Riickschliisse auf eine dhnliche Funktion,
denn es gibt auch Unterschiede, die einen Einfluss auf posttranslationelle Modifikationen haben
konnen. ARIEL fehlen die von Stanley postulierten Phosphorylierungsstellen. Die
Sequenzmotive E-X-S-S und S-X-X-D sind Bestandteile der repeats in SREHP. ARIEL weist
dieses Motiv jedoch nur an einer Stelle auf (S-S-S-D), die im direkten carboxyterminalen
Anschluss an die repeat-Region liegt. Im Gegensatz dazu findet man putative N-
Glykosylierungsstellen (N-X-S/T-X) innerhalb der repeats von ARIEL (N-E-S-S), die in SREHP
fehlen. Es sind also auch ginzlich unterschiedliche Funktionen der beiden Proteine denkbar.
Weder posttranslationelle Modifikationen noch spezifische Eigenschaften von ARIEL sind bisher
bekannt.
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1.4 Pathogenititsfaktoren von E. histolytica

Wie bereits erwihnt, ist die hohe Ahnlichkeit von E. histolytica und E. dispar hinsichtlich der
Identifizierung und Analyse von Pathogenititsfaktoren besonders interessant. Obwohl die
genauen Zusammenhédnge der Pathomechanismen von E. histolytica noch nicht geklirt sind,
kennt man inzwischen mehrere Molekiilfamilien, die als entscheidende Pathogenititsfaktoren
angesehen werden. Diese Faktoren findet man jedoch auch in der apathogenen Spezies E. dispar.
Die Unterschiede der beiden Spezies innerhalb dieser Pathogenititsfaktoren sind eher
quantitativer als qualitativer Natur und somit vermutlich nicht der alleinige Grund fiir das
pathogene Potenzial von E. histolytica. Die wichtigsten bekannten Pathogenitatsfaktoren sind das
durch Galaktose (Gal) und N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) inhibierbare Oberflichenlektin,
Amoebapores und Cystein-Proteinasen (beschrieben in Ramakrishan und Petri, 2000; Tannich,
1998).

Das Lektin ist ein heterodimeres Glykoprotein. Es besteht aus einer groB3en (170 kDa) und einer
von zwel moglichen kleinen Untereinheiten (31 oder 35 kDa) von denen die 31 kDa-Untereinheit
iiber einen GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden ist (McCoy et al., 1993). Das Lektin
vermittelt die Adhérenz der Trophozoiten u.a. zu menschlichen Darm-Glykoproteinen, dem
Darmepithel, dem Darmschleim, den Erythrozyten und einer Reihe von Zellkulturlinien sowie
einigen Bakterienarten. Diese Adhédrenz spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenitit von
E. histolytica, denn ohne den direkten Lektin-vermittelten Kontakt sind die Amoben nicht in der
Lage Zielzellen zu toten (Ravdin et al., 1980). Ein wirtsspezifisches Rezeptormolekiil ist bisher
nicht gefunden worden, aber O- und N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide mit terminalen
GalNAc- oder Gal-Resten sind von besonderer Bedeutung.

Die Cystein-Proteinasen der Amdben ermoglichen die Degradation von Komponenten der
extrazelluldren Matrix wie Fibronektin, Laminin oder Kollagen. Die Cystein-Proteinase-Aktivitit
von Trophozoiten-Extrakten korreliert direkt mit der Virulenz der Amoében. Zudem ldsst sich die
Bildung von Amdbenleberabszessen im Tiermodell durch spezifische Cystein-Proteinase-
Inhibitoren verhindern.

Die Amoebapores sind kleine Poren-formende Peptide bestehend aus 77 Aminosédureresten.
Aufgrund ihrer amphipatischen Struktur konnen sie an Membranen binden und inserieren.
Innerhalb der Membranen lagern sie sich zu Oligomeren zusammen und bilden wassergefiillte
Kanile, durch die Ionen und kleine Molekiile passieren konnen. Als Folge kann die Zelle ihr

inneres Milieu nicht mehr aufrecht erhalten und lysiert.
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1.5 Impfstoff-Kandidaten gegen Amobiasis

Die Verbesserung der hygienischen Bedingungen wihrend des letzten Jahrhunderts hat die
Amobiasis in weiten Bereichen der Welt (Europa, USA, Australien und Kanada) deutlich
reduziert. Ein groBer Teil der Weltbevilkerung ist aber nach wie vor von diesem Parasiten
betroffen. Obwohl bisher noch kein effektiver Impfstoff gegen Protozoen allgemeine Anwendung
im Menschen findet, scheint die Entwicklung eines Impfstoffs gegen E. histolytica aufgrund
folgender Punkte erreichbar. Der Lebenszyklus von E. histolytica hat im Gegensatz zu anderen
Parasiten nur zwei Stadien, die antigenisch divers sind. E. histolytica hat zwar Strategien zur
Uberwindung des Wirts-Immunsystems entwickelt, antigene Variation -wie sie z.B. bei
Plasmodium oder Trypanosoma existiert- konnte in E. histolytica jedoch noch nicht festgestellt
werden. Hinzu kommt, dass der Mensch der einzige Wirt ist. Zwischenwirte und tierische
Reservoirs fehlen, so dass durch Impfung nicht nur eine Vorbeugung der Krankheit, sondern eine
Ausrottung prinzipiell moglich ist.

In verschiedenen Tiermodellen wurde schon in den siebziger Jahren gezeigt, dass
Immunisierungen mit intakten Trophozoiten oder auch rohen E. histolytica-Zelllysaten die
Bildung von Amdbenleberabszessen inhibieren konnen. Die erste Studie, nach der eine solche
Schutzwirkung durch Immunisierung mit einem definierten Antigen aus Amoben erzielt wurde,
fiihrten Petri und Ravdin 1991 durch. Sie immunisierten Wiistenrennméduse erfolgreich mit
gereinigtem nativen Gal/GalNAc-inhibierbaren Lektin. Ein wesentlicher Nachteil bestand jedoch
in der begrenzten Moglichkeit, die Antigene aus Amoben in ausreichenden Mengen fiir
umfangreiche Immunisierungen zu gewinnen.

Da SREHP sehr immunogen ist (80 % der Patienten mit Amdbenleberabszess haben Serum-
Antikorper gegen SREHP), wurden Untersuchungen hinsichtlich der Eignung einer rekombinant
exprimierten Form als Impfstoff durchgefiihrt. Der entscheidende Vorteil des rekombinanten
Proteins wire die mogliche Gewinnung definierter und groer Mengen des Impfstoffs. Die
Protektivitidt von Antikorpern gegen rekombinantes SREHP wurde erstmals in einer Studie von
Zhang und Mitarbeitern (1994a) nachgewiesen. SCID-Méuse wurden dazu passiv mit
polyklonalem Antiserum gegen ein rekombinantes SREHP-Fusionsprotein immunisiert und
erlangten dadurch einen Schutz vor Amdbenleberabszessbildung. Dartiber hinaus konnten Zhang
und Mitarbeiter zeigen, dass in Wiistenrennméusen (Meriones unguiculatus), dem Standard-
Tiermodell fiir die Induktion von Amdbenleberabszessen, eine Protektion durch intraperitoneale
und intradermale Immunisierung mit rekombinantem SREHP bewirkt werden kann (Zhang et al.,
1994b). Zum Test von Vertrdglichkeit und Immunogenitdt wurden auch schon Primaten mit
rekombinantem SREHP immunisiert. Dabei wurden keine auffdlligen Nebenwirkungen
festgestellt und die Affen entwickelten nach der ersten Auffrischungsimmunisierung signifikante

anti-SREHP-Antikorper-Titer, die jedoch durch weitere Auffrischungen nicht gesteigert werden
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konnten. Die Schutzwirkung konnte in diesem Tiermodell nicht ermittelt werden, da in den Affen
keine Leberabszessbildung induziert werden konnte (Stanley et al., 1995b). Ein hohes Potenzial
zeigt SREHP auch als oraler Impfstoff. Mit verschiedenen Systemen konnte so bereits in
Tiermodellen die Bildung von mukosalen IgA- und Serum-IgG-Antikorpern induziert werden.
Vorteile oraler Impfstoffe sind die einfachere und fiir den Patienten angenehmere Darreichung,
insbesondere aber die zusitzliche Aktivierung der mukosalen Immunabwehr, die moglicherweise
bereits die Besiedlung der Darmmukosa, also schon eine intestinale Amdbiasis, verhindern kann.
Epitope innerhalb des SREHP-Molekiils, die von Patientenseren erkannt werden, wurden in
Untersuchungen lokalisiert. Dazu wurden iiberlappende Oktapeptide synthetisiert, die die
gesamte SREHP-Sequenz (ohne das Signalpeptid) abdecken und auf eine Reaktion mit
verschiedenen Leberabszess-Patientenseren getestet. Die meisten Seren erkannten Epitope
innerhalb der repeat-Region. Keines der Epitope wurde jedoch von allen Seren erkannt (Wang et
al., 1997). Insgesamt belegen viele Immunisierungs-Studien das hohe Impfstoff-Potenzial von
rekombinantem SREHP. Daher stellt sich die Frage, ob die strukturelle Ahnlichkeit von SREHP
und ARIEL, insbesondere die Antigenitdt innerhalb der repeat-Region, auch dhnliche
immunologische Eigenschaften widerspiegelt und ARIEL sich ebenfalls als Impfstoff-Kandidat
erweist.

Nur ein Molekiil, das Gal/GalNAc-inhibierbare Lektin bzw. dessen 170 kDa-Untereinheit, ist
bisher immunologisch vergleichbar weit untersucht worden und zeigt ebenfalls ein hohes

Potenzial zur Entwicklung eines moglichen Impfstoffs (beschrieben in Stanley, 2000).

1.6 Differenzielle Diagnostik von E. histolytica und E. dispar-
Infektionen

Der endgiiltige Nachweis von E. dispar als eine eigene, morphologisch nicht von E. histolytica
abgrenzbare Spezies hatte einen entscheidenden Einfluss auf alle Aspekte der Amdbiasis. Die
WHO empfahl deshalb 1997 neue Untersuchungen zur Epidemiologie und die dazu notwendige
Entwicklung von Test-Systemen zur spezifischen Diagnose von E. histolytica und E. dispar.
Amobiasis wird unabhingig von klinischen Symptomen als Infektion mit E. histolytica definiert.
E. dispar besiedelt zwar auch den menschlichen Darm, gilt aber als harmloser Kommensale,
weshalb eine Infektion mit diesem Organismus nicht behandelt werden muss. Die in endemischen
Gebieten verbreitete Diagnose mittels mikroskopischer Untersuchungen von Stuhlproben beruht
mangels morphologischer Unterschiede zwischen E. histolytica und E. dispar lediglich auf der
Anwesenheit vierkerniger Zysten. Geht man von Schitzungen aus, denen zufolge ca. 90 % dieser
Fille lediglich Infektionen mit E. dispar sind, liegt die Zahl der unnétig behandelten Personen
entsprechend hoch. Die Behandlung der so ermittelten asymptomatischen Zysten-Ausscheider ist

nach WHO (1997) nicht notwendig, solange eine Infektion mit E. histolytica nicht eindeutig
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nachgewiesen werden kann oder andere Verdachtsmomente wie z.B. hohe anti-Amdben-
Antikorper-Titer oder Kontakt zu anderen infizierten Personen bestehen. Trotzdem bleibt immer
noch das Restrisiko einer Infektion mit dem pathogenen Erreger von 10 %, die zudem als Zysten-
Ausscheider den Erreger weiterverbreiten konnen. Durch eine spezifische, sichere Diagnose von
E. histolytica konnte also gezielter behandelt werden und somit Behandlungskosten,
Nebenwirkungen, evtl. Entwicklung von Resistenzen oder auch potenzielle Fehlbehandlungen
anderer Krankheiten vermindert werden. Fiir den Nachweis von E. histolytica in Stuhlproben
asymptomatischer Zysten-Ausscheider existiert bereits eine Vielzahl an spezifischen
Nachweismethoden. Dazu zéhlen Isoenzym-Analyse, Detektion verschiedener Antigene mit Hilfe
monoklonaler Antikdrper und PCR-basierte Methoden. Trotzdem besteht noch Bedarf an einer
sensitiven und spezifischen Methode zur Differenzierung von E. histolytica, die zwecks
Anwendung in den Endemie-Gebieten kostengiinstig, schnell und einfach zu handhaben sein
sollte, da bisher keine der Methoden diese Punkte ausreichend in sich vereint (beschrieben in
Ackers, 2002).
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1.7 Zielsetzung

Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar reprasentieren genetisch unterschiedliche aber eng
verwandte Protozoenspezies. Beide sind in der Lage, den Darm des Menschen zu besiedeln, aber
nur E. histolytica besitzt die Fahigkeit, in das Gewebe einzudringen und Kolitis oder
extraintestinale Abszesse zu verursachen. Die genauen Mechanismen, die E. histolytica hierzu
befdhigen, sind bis heute nur unzureichend verstanden. Zudem wurden die bis heute favorisierten
Pathogenititsfaktoren auch in der apathogenen Spezies E. dispar gefunden. Nur sehr wenige
Gene, die in E. histolytica existieren, fehlen in E. dispar und sind daher von besonderem
Interesse. Hierzu gehort die ariel-Genfamilie, iiber deren Genprodukte jedoch bisher noch kaum
etwas bekannt ist.

Um eine Funktion von ARIEL und seine mogliche Bedeutung fiir die Besiedlung, Invasion und
Gewebezerstorung durch E. histolytica zu verstehen, soll das Molekiil gereinigt und biochemisch
charakterisiert werden. Mogliche funktionelle Eigenschaften von ARIEL sollen in vitro
untersucht werden. Dazu gehort dessen Einfluss auf die Adhidrenz von Amoben an Zielzellen, die
Erythrophagozytose-Rate und die Zytopathogenitit, da diese Methoden besonders zur
Einschétzung der Virulenz von Amdben geeignet sind. Im Tiermodell bietet sich die Mdglichkeit,
einen Einfluss von ARIEL auf die Virulenz bzw. Pathogenitit von Trophozoiten in vivo zu
untersuchen. Zu diesem Zweck soll ARIEL durch stabile Transfektion auch in E. dispar
exprimiert werden. Dariiber hinaus soll im Tiermodell gepriift werden, ob ARIEL potenziell als
Impfstoff-Kandidat zur Verhinderung der Amdbiasis geeignet ist. Die Eignung von ARIEL als
Antigen zur spezifischen Detektion von E. histolytica-Infektionen soll im Zuge dieser Arbeit

zunéchst durch serologische Untersuchungen von Patientenseren eingeschétzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Spezielle Gerite und Materialien

Amersham Biosciences,
Freiburg

Bandelin electronic, Berlin

Becton Dickinson, USA

BIORAD, Miinchen

Branson, USA
BRL Gaithersburg, USA
Carl Zeiss, Jena

Dynal, Norwegen

Dynex, Denkendorf
Eurogentec, Belgien
Gibco BRL, Karlsruhe

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Heto-Holten, Ddnemark
Hybaid, Ulm
Improvision, Heidelberg

Leica, Wetzlar

Millipore, USA
MoBiTec, Géttingen

Nunc, Wiesbaden

Hoefer SE 250 Mighty Small II Mini-Vertical
Electrophoresis Unit, IPGphor System, IEF-Stripholder (18
cm), Hyperfilm ECL, Kodak X-Omat (XAR), MonoQ
(HRS/5)

Sonorex Super

Zellkulturflaschen (25, 50, 250 ml)

Mini-Transilluminator, Gene Pulser™
SequiBlot™-PVDF-Membran

Sonifier 250
Horizon™ 58 Horizontal Gel Elektrophoresis System
Mikroskop Axioskop 2 plus

Dynabeads® M-280 sheep anti-rabbit IgG
Dynal Magnetic Particle Separator MPC-6

Microplate-Reader MRX 11
Elektroporationskiivetten (4 mm)
CONCERT™ Rapid Gel Extraction System

ELISA-Platte (#655001), Verdiinnungsplatte
(#650101)

Heto Drywinner
PCR Sprint, Temperature Cycling System
Omnilab-Software

Mikroskop DMRB, konfokale Lasereinheit und Software
TCS-NT

Sterivac™-GP10, Stericup™
leere Saulen (2,5 und 5 ml), mit 90 um-Filtern

Nunclon™ A (24 well-plates)
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Phase, Liibeck
Promega, Mannheim

QIAGEN, Hilden

Roche, Mannheim
Schleicher & Schuell, Dassel

Serva, Heidelberg

SemiDry Blotter Pegasus (S)
MagneSil™ Magnetic Separation Unit

QIAprep” Spin Kit, QTAGEN-tip 2500-Séulen, Ni-NTA
Superflow

High Pure PCR Purification Kit
OPTITRAN BA-S 83 reinforced NC, Filtrierpapier 23

VISKING dialysis tubing 20/32, 16 mm

2.2 Reagenzien und Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden Reagenzien und Chemikalien von den Firmen Merck

(Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in einem Reinheitsgrad p.A. bezogen.

2.2.1 Weitere Reagenzien

Amersham Biosciences,
Freiburg

AppliChem, Darmstadt

Becton Dickinson, USA

Biomol, Hamburg

Calbiochem, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe

Glyko, USA

Griinenthal, Aachen
Hefa Pharma, Werne
JRH Biosciences, USA
Marabu, Tamm

Molecular Probes, Niederlande

IPG-Puffer, ECL-Plus, Immobiline DryStrip Gele,
Plus One Immobiline DryStrip Cover Fluid

Acrylamid 4K 30 % (37,5:1),
Octylglucosid (n-Octyl-B-glucopyranosid)

Trypticase Pepton, Hefeextrakt

Nitroblue Tetrazoliumchloride (NBT), 5-Bromo-4-
Chloro-3-indolyl-phosphate toluidine salt (BCIP)

ASB 14

RPMI 1640-Medium (ohne Glutamin), Trypsin-EDTA
(10x), Agarose

Variant Surface Glycoprotein Standards Kit

Penicillin

Streptomycin

Diamond Vitamin Tween 80 Solution (40x)
Fixogum

2'7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)- carboxyfluorescein,
acetoxymethyl ester (BCECF AM)
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PAA, Osterreich

Perkin Elmer, USA

Pierce, USA
Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

TSI, Zeven

Vector Laboratories, USA

2.2.2 Enzyme

Amersham Biosciences,
Freiburg

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Glyko, USA

G418-Sulfat

"ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit

BCA Protein Assay Reagent
ATP, Ampicillin, Tetrazyklin-Hydrochlorid

Glutathion (reduziert), Coomassie R-250, Ammonium
Persulfat, NaN;

Sucofin Magermilchpulver

Vectashield®

Tag-Polymerase, Restriktionsenzyme,

T4-DNA-Ligase
Pwo DNA-Polymerase, N-glycosidase F,
O-Glycosidase, Neuraminidase

Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C

2.2.3 Immunreagenzien und Seren

Caltag Laboratories, USA: FITC-konjugierte anti-Maus-1gG (Ziege)

DAKO A/S, Danemark : Peroxidase (POD)-konjugierte anti-Kaninchen-IgG (Schwein),
Peroxidase (POD)-konjugierte anti-Human-IgG (Kaninchen), FITC-
konjugierte anti-Kaninchen-IgG (Schwein)

Dianova, Hamburg alkalische Peroxidase (AP)-konjugierte anti-Kaninchen-IgG (Esel),

POD-konjugierte anti-Huhn-IgY (Kaninchen), AP-konjugierte anti-

Maus-IgG (Ziege), monoklonale anti-(His)e-Tag-IgG (Maus), POD-

konjugierte anti-Hamster-IgG (Kaninchen)

Spezifische Antikorper gegen ein Peptid aus ARIEL wurden freundlicherweise von Prof. John

Samuelson (Department of Immunology and Infectious Diseases, Boston, USA) zur Verfiigung

gestellt.  Antikorper gegen SREHP (monoklonal und Kaninchenserum) erhielt ich

freundlicherweise von Prof. Samuel L. Stanley (Department of Molecular Microbiology,

Washington University, USA). Fiir die Antikorper gegen das Variant-Surface-Glycoprotein

(VSG, MITat 1.6) bedanke ich mich bei Prof. Peter Overath (Max-Planck-Institut fiir Biologie,

Tiibingen). Antikorper gegen rekombinant exprimiertes ARIEL wurden im Rahmen dieser Arbeit
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am Bernhard-Nocht-Institut (Hamburg) in Huhn und Kaninchen generiert. Antikorper gegen ein
trirepeat aus ARIEL wurden von FEurogentec (Belgien) hergestellt und affinitéts-
chromatographisch  gereinigt. Den Antikdrper gegen die rekombinant exprimierte
35 kDa-Untereinheit des Lektins erhielt ich freundlicherweise von Dr. Hanna Lotter (Bernhard-
Nocht-Institut, Hamburg). Antikérper gegen Amoebapore A wurden von Prof. Matthias Leippe

(Zentrum fiir Infektionsforschung, Universitit Wiirzburg) bereitgestellt.

2.2.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert. Nach Einstellen
einer Konzentration von 10 uM in Aqua ad iniectibila Braun (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen) wurden sie bei —20°C gelagert. Die Sequenzen sind jeweils in der 5°-3"-Orientierung

angegeben.

Oligonukleotide fiir die Klonierung der arie/-Vektoren:

ArielAS32: CCGGATCCTTAATCAAGATTATCATAATTATC

ArielHisAS56: CCGGATCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGGTGATGATCAA
GATTATCATAATTATC

BamArielAS34: GGGGATCCTTAGAATAAGATAACCACAATAATAG

HisAS27: ATCATGATGATGGTGGTGATGGTGATG

HisS27: CATCACCATCACCACCATCATCATGAT

KpnArielS33: GGGGTACCATGTTCGCATTTTTATTATTTATTG

Oligonukleotide zur Sequenzierung in pCR®2.1 (-TOPO):
M13R: CAGGAAACAGCTATGAC
MI3F: GTAAAACGACGGCCAG

Oligonukleotide zur Sequenzierung von ariel in pNeoCass:
5'Lec85 S27: GAAAATAAGAGAATAGAACAAGTTCTG
Ariel5 repeat S25: GAGTCTATTCATGAAAATGACATAG
KpnArielS33 und BamArielAS34: siehe oben

15



MATERIAL UND METHODEN

2.2.5 Marker

Protein-Standards : MultiMark™ (Invitrogen, Karlsruhe)

Broad Range Prestained SDS-PAGE Standard (Biorad, Miinchen)

DNA-Standards : Gene Ruler™ 1kb Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
DNA Molecular Weight Marker II und VI (Roche, Mannheim)

2.2.6  Puffer und Losungen
(alphabetisch)

AP-Entwicklung:

AP-Puffer (1x):

Tris-HCl 100 mM
NaCl 100 mM
MgCI2 10 mM

pH 95

Der AP-Entwickler wurde durch Zugabe
von 66 pul NBT-Stammlosung und 33 ul
BCIP-Stammlésung zu 10 ml AP-Puffer

stets frisch angesetzt

NBT-Stammlosung:
NBT 5 Y%(w/v)
DMF 70 %(v/v)

BCIP-Stammldsung:
BCIP 5 Y%(w/v)
in DMF

BSN-Puffer (10x)
(Bjerrum-Schafer-Nielsen-Puffer)

Tris-Base 50 mM
Glycin 40 mM
SDS 0,038 %(w/v)

pH (10x) 9-9,4

Cacodylat-Puffer (1x)

Na-Cacodylat 100 mM
Saccharose 100 mM
CaCl, 2 mM

pH 7,2

Chloronaphthol-Stammlésung
Chloronaphthol 3 mg/ml
in Methanol
Lagerung bei —20°C

Coating-Puffer
N32CO3/N3HCO3 0, 1 M

pH 9,5
Coomassie-Firbung:
Férbelosung:
Methanol 45 %(v/v)
Essigsdure 10 %(v/v)

Coomassie R-250 0,1 %(w/v)

EntfirbelOosung:

wird wie die Farbelosung nur ohne

Coomassie R-250 angesetzt

Coomassie-Firbung:
(nach Neuhoff)
G-250-Stammldsung:

Coomassie G-250 5 Y%(wiv)
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Stammldsung:
85%ige H3PO4 2 Yo(w/v)
Ammoniumsulfat 10 %(w/v)

G-250-Stammlosung 2 %(w/v)

DNA-Probenpuffer (6x):

Bromphenolblau 0,25 %(w/v)
Xylene Cyanol FF 0,25 Y%(w/v)
Saccharose 40 %(w/v)

Elektrophorese-Puffer (10x)

Tris-Base 0,25 M

Glycin 0,5 M

SDS 10 Y%(w/v)
pH 8,6

Ligationspuffer (5x)

Tris-HCI 250 mM

MgCl, 50 mM

Polyethylen-

glykol 8000 25 Y%(wiv)

DTT 5 mM

pH 7,5

Mighty-Small-Puffer:

Elektrophorese-Puffer (10x):
Tris-Base 0,4 M

Glycin 2 M
SDS 1 %o(w/v)
pH 82

Trenngel-Puffer (4x):
Tris-Base 1,5 M
SDS 0,4 %(w/v)

pH 88

Sammelgel-Puffer (4x):
Tris-Base 0,5 M
SDS 0,4 %o(w/v)

pH 68

NaPBS (10x)

Na,HPOy, 67mM

NaH,POq4 33mM

NaCl 14 M
pH (1x) 7,2

Nickel-Chelat-Affinitéits-

Chromatographie:
Puffer A:
NaH,PO,4 100mM
Tris-HCI 10mM
Guanidin-HC1 6 M
pH 8,0
Puffer B:
NaH,PO, 100 mM
Tris-HC1 10 mM
Harnstoff 8§ M

Sonication-Puffer (1x)

NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
PBS (10x)
Na,HPOg4 570mM
KH,PO4 180mM
NaCl 750 mM
pH (1x) 7,2
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PBS-A (10x)
KCl 25mM
Na,HPO, 45mM
KH,PO4 15mM
NaCl 1,47 M
pH (1x) 7,2
PBS-S
Saponin 0,05 %(w/v)
in PBS-A

PFA-Stammlosung
Paraformaldehyd 40 %o (w/v)
Das Ldsen erfolgte bei 70°C durch
tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH.
Aliquots wurden bei —20°C gelagert und
vor Gebrauch bei 70°C gelost.

Proteinase-Inhibitor-Stammlésungen:

Inhibitor-Mix (100x):

E64 1 mM

Benzamidin 640 mM
PMSF (200x):

PMSF 100mM

in Ethanol

Leupeptin (100x):

Leupeptin 1 mg/ml

Rehydrations-Puffer (1x)
Harnstoff 8 M
Thioharnstoff 2,1 M
ad 25 ml in 20 mM Tris-Base

CHAPS lg 4 Y% (wiv)
ASB14 0,6 g 2.4 %(w/v)
DTT lg 4 Y% (wiv)

mit der oben angegebenen Harnstoftf-
Losung ad 25 ml aufnehmen und nach
Zugabe von 0,5 %(v/v) Pharmalyte

pH 3-10 L (125pl) aliquotieren und bei
—70°C lagern

RPMI-A
HEPES 25 mM
in inkomplettem RPMI pH 6,8

SDS-Aquilibrierungs-Puffer (1x)

Tris-HCI 50 mM
Harnstoff 6 M
Glycerol 30 %(v/v)
SDS 2 %(v/v)
Bromphenolblau

Der Puffer wird in 10 ml-Aliquots bei
—20°C gelagert.

SDS-Probenpuffer (5x)

Tris-HCI 250 mM
SDS 10 %(w/v)
Bromphenolblau 0,5 %(w/v)
Glycerol 50 %(v/v)

pH 638
Silber-Fiarbung:
Losung 1:

Ethanol

Essigsdure

30 %(v/v)
10 %(v/v)

Losung 2:
Ethanol 30 %(v/v)

Na-acetat 0,5 M
Na28203 0,2 %(W/V)
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Losung 3:
AgNO; 0,1 %(w/v)
Formaldehyd 0,02 %(w/v)

Losung 4:
Na,CO; 2,5 Y%(w/v)
Formaldehyd 0,01 %(w/v)

Losung 5:
Na-EDTA 50 mM

Solubilisierungs-Puffer (1x)

Tris-HCl 50 mM
CaCl, 10 mM
Octylglucosid 2 Y%(wiv)

pH 74

Stripping-Puffer (1x)

Tris-HCl 62,5 mM
B-Mercaptoethanol 100 mM
SDS 2%(wW/v)

pH 6,7

Substrat-Losung (fiir ELISA)

1,2-Phenylendiamin 3,7mM
Citrat 100mM
Na,HPO4 200mM
TAE (10x)
Tris-Base 04 M
Na-acetat 50mM
EDTA 20mM
pH 7,9
TBS (10x)
Tris-Base 0,2M
NaCl 1.4 M
pH 7,6

TBE (10x)
Tris-Base 0,89mM
Borsiure 0,89mM
EDTA 25mM

(pH-Wert wird nicht eingestellt)

TE-Puffer(10x)

Tris-HC1 100mM
EDTA 5mM
pH 8,0

Tris-acetat-Puffer
Tris 25 mM
pH-Wert mit Eisessig eingestellt

Zyto-Mix (1x)

KCl 120 mM
CaCl, 0,15 mM
K>;HPO4/KH,;PO4 10 mM
HEPES 25 mM
EGTA 2 mM
MgCl, 5 mM

pH 7,6

(pH-Wert mit KOH einstellen)

Der Puffer wurde unmittelbar vor

Gebrauch mit 2,5 mg/ml ATP und 3 mg/ml

reduziertem Glutathion komplettiert.

Zytopathogenitits-Assay:

Stammldsung:
Borsaure 0,2M
NaOH 0,1 M
Gebrauchsldsung:

Stammlosung 73,6 %(v/v)
HCI (0,1 M) 26,4 %(v/v)
pH 88

19



MATERIAL UND METHODEN

PBS und TBS wurde teilweise, zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen bzw. zur
Verringerung unspezifischer Bindungen, mit 3-5 %(w/v) Milchpulver, gekennzeichnet mit M,

und/oder mit 0,05 %(w/v) Tween 20, gekennzeichnet mit T, zugesetzt.

2.3 Organismen und Plasmide

2.3.1  Organismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das E. histolytica Isolat HM1-IMSS der American Type Culture
Collection (ATCC 30459) verwendet. Das E. dispar Isolat SAW 760, wie auch Crithidia
fasciculata wurden freundlicherweise von P.G. Sargeaunt (London School of Hygiene and
Tropical Medicine, GB) zur Verfiigung gestellt.

Die verwendeten "chinese hamster ovary"-Zellen (CHO-Zellen, Wildtyp) stammten von Prof.
Freimut Leidenberger (Institut fiir Hormon- und Fortpflanzungsforschung, Universitit Hamburg).

Tabelle 1 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli Staimme.

Tabelle 1:

Stamm Genotyp Referenz
supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17,

DH5a Hanahan, 1983
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rmy),

Bullock et al.,
XL1-blue supE44, relAl, F'[proAB, lanQ, lacZAM15, 1987

Tn10 (Tc")]

FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15 lac X74 deoR rec Al araD139 Invitrogen,

One Shot Top 10™ R
A(araleu)7697 gal U gal K rpsL (Str”) endAl Karlsruhe

nupG
hsdS, gal (Aclts857 indl Sam7 ninS lacUV5-T7 | Studier und
BL21(DE3)
gene /) Moffatt, 1986
Marinus und
dam’ dam’

Morris; 1973
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2.3.2 Plasmide

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und Vektoren

aufgefiihrt.

Tabelle 2: Klonierungsvektoren und rekombinante Plasmide

Name Merkmale Referenz
Invitrogen,
pCR®2.1 siche Produktbeschreibung 8
Karlsruhe
® ) ) Invitrogen,
pCR"2.1-TOPO |siehe Produktbeschreibung
Karlsruhe
pHisT7 nach BamHI durch zusétzliche Ncol, Lotter of al
otter et al.,
pHisT7B Smal, Xhol und die Stop-Sequenz: 1992

TAAGTAAGTAA modifiziert

) pHisT7B, ariel (bp 1-67 verdndert durch ) )
pHisT7B-ariel ) o diese Arbeit
Kodierung fiir 8 Histidine, bp 612-693 fehlen)

Neo', 5'/3’-Aktinbereiche und Lektinpromotor | Wassmann et al.;

pNeoCass
aus E. histolytica 1999

pNeoAriel s. pNeoCass, ariel diese Arbeit

o s. pNeoAriel, 8 x Histidin nach ) ]
pNeoHisAriel ) ) ) diese Arbeit
aminoterminaler Signalsequenz

) | s. pNeoAriel, ohne putative carboxyterminale | )
pNeoArielGPI ) diese Arbeit
GPI-Signalsequenz

s. pNeoAriel, ohne putative carboxyterminale
pNeoArielHisGPI' | GPI-Signalsequenz, 8 x Histidin am diese Arbeit

Carboxyterminus
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2.4 Nahrmedien und Kulturbedingungen

24.1 Medien und Medienzusétze
TY-I-S33-Medium (Diamond et al., 1978)

Trypticase 20 g
Hefeextrakt 10 g
Glukose 10 g
NacCl 2 g
K,HPO, 08 g
KH,PO, 0,6 g
L-Cystein l g
Ascorbinséure 02 g
Fe(IIT)-Ammoniumcitrat 22,8mg

Die Komponenten wurden in 870 ml Aqua bidest gelost und der pH-Wert mit 5 M NaOH auf 6,8
eingestellt. Anschlieend wurde das inkomplette Medium autoklaviert. Komplettiert wurde das
Medium nach Abkiihlen auf Raumtemperatur durch Zugabe von 150 ml hitze-inaktiviertem
Rinderserum (2 x 56°C fiir jeweils 30 min), 30 ml "Diamond Vitamin Tween 80 Solution" (40x),
0,2 g Streptomycin und 2 x 10> Units (U) Penicillin. Das komplette Medium wurde iiber einen
Sterivac'-GP-10-Filter (Millipore) sterilfiltriert und bis zu 10 Tage verwendet.

RPMI-Medium
RPMI 1640-Medium (Gibco) wurde vor Verwendung durch Zugabe von 2 mM L-Glutamin, 100
U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin und 10 %(v/v) inaktiviertem fotalen Kélberserum

komplettiert und iiber eine Stericup™ 500 ml-Filtereinheit (Millipore) filtriert. Wurde
inkomplettes RPMI-Medium in Experimenten verwendet, wurde diesem 25 mM Hepes zugesetzt,

da der pH-Wert dadurch besser gepuffert wurde.

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

Trypton 1 %(w/v)
Hefeextrakt 0,5 %(w/v)
NacCl 1 %(w/v)

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden 1,5 %(w/v) Agar zugefiigt.

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Medienzusitze aufgefiihrt:
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Tabelle 3: Medienzusiitze

Medienzusatz Stammlosung Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
G418 100 mg/ml 10-50 pg/ml
in 0,1 M HEPES, pH 7,6
L-Glutamin 200 mM 2 mM
IPTG 1M Expressionskultur
0,1M 40 pl/Agarplatte
Maltose 20 Y%(w/v) 0,2 %(v/v)
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml Penicillin 100 U/ml
(fiir RPMI-Medium) 10 mg/ml Streptomycin 100 pg/ml
Penicillin 2x10° U/ml 200 U/ml
Streptomycin 0,2 g/ml 200 pg/ml
(fir TY-I-S33-Medium)
Tetrazyklin 5 mg/ml in Ethanol 12,5 pg/ml

2.4.2  Kultivierung und Ernte von Amdoben

Trophozoiten von E. histolytica wurden axenisch und unter sterilen Bedingungen kultiviert. Als
Kulturmedium wurde, mit 15 %(v/v) Rinderserum, Antibiotika (Penicillin und Streptomycin) und
Vitaminmix komplettiertes TY-I-S33-Medium verwendet. Alle Isolate wurden unter
mikroaerophilen Bedingungen (<5 % O,) und bei 37°C in Zellkulturflaschen (25, 50 und 250 ml)
kultiviert.

E.dispar-Trophozoiten lassen sich hingegen nicht axenisch kultivieren. Die Kultivierung erfolgte
deshalb unter monoxenischen Bedingungen mit Crithidia fasciculata. Ansonsten sind die
Kulturbedingungen gleich, wobei die erreichbare Zelldichte der E. dispar-Kulturen erheblich
geringer ist. Die Kultivierung von Crithidia fasciculata erfolgte bei Raumtemperatur in
komplettem TY-I-S33-Medium ebenfalls in Zellkulturflaschen jedoch wunter aeroben
Bedingungen. Den E. dispar-Kulturen wurde Crithidia fasciculata (in der spaten logarithmischen
Wachstumsphase) in einer Konzentration von ca. 3 %(v/v) bezogen auf das Kulturvolumen
zugesetzt.

Die Ernte der Trophozoiten erfolgte jeweils in der spéten logarithmischen Wachstumsphase.
Dazu wurde das Medium bis auf 5-10 ml dekantiert und die Kulturflasche zum Abldsen der
Trophozoiten fiir ca. 3 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die Amoében durch
Zentrifugation mit 300 x g bei 4°C fiir 3 min sedimentiert und je nach weiterer Verwendung mit
dem entsprechenden Puffer gewaschen. Zellzahlen wurden mit Hilfe einer NEUBAUER-

Zahlkammer ermittelt.
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2.4.3 Kultivierung weiterer Organismen

CHO-Zellen: CHO-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in komplettem RPMI-Medium bei
37°C unter gesittigter Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, in Zellkulturflaschen kultiviert. Das
Ablosen der Zellen vom Kulturflaschenboden erfolgte durch Behandlung mit Trypsin/EDTA.
Dazu wurden die Zellen bei Raumtemperatur bis zum sichtbaren Abldosen der Zellen in 1x
Trypsin/EDTA (Gibco BRL, Karlsruhe) inkubiert und anschlieBend in komplettem RPMI
resuspendiert. Die Zellzahlen wurden mit Hilfe einer NEUBAUER-Zidhlkammer ermittelt.

E. coli: Die Anzucht von E. coli in LB-Medium erfolgte aerob bei 37°C in Reagenzrohrchen oder
Erlenmeyerkolben auf einem Rundschiittler (150-200 Upm). Fiir die Stammbhaltung wurde eine
Kultur nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase mit 15 %(v/v) Glyzerin versetzt und
bei —70°C gelagert.

Kulturen fiir die rekombinante Expression von ARIEL in £. coli:

Fiir die rekombinante Expression von ARIEL wurde pHisT7B-ariel stets frisch in E. coli
BL21(DE3) transformiert. Aus 10 ml-Vorkulturen der transformierten Bakterien (iiber Nacht bei
37°C in LB/Amp-Medium) wurde die Expressionskultur durch Beimpfen des gleichen Mediums
mit 1/100 Volumen angesetzt. Nach Wachstum bis zu einer ODgg von 0,6 (37°C unter Schiitteln)
wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Zellen fiir weitere 3 h
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4.000 x g fiir 20 min sedimentiert und bei

-20°C eingefroren.

2.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA

2.5.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Protein aus DNA-Losungen zu entfernen, wurden diese mit einem Volumen Chloropan
versetzt und intensiv gemischt. Chloropan ist eine Losung aus einem Volumen Tris-gesattigtem
Phenol und einem Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1). Um die Phasen zu trennen,
wurde 5 min mit 15.000 x g zentrifugiert und anschlieBend die obere (wéssrige) Phase mit einem
Ausgangsvolumen an Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) extrahiert und 5 min mit 15.000 x g
zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte ein Fillung der DNA aus dem Uberstand wie unter dem
folgenden Punkt beschrieben.

2.5.2  Fillung von DNA

Zur Entfernung von Salzen aus DNA-Losungen und zur Konzentrierung der DNA wurde die
DNA mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 2 Volumen Ethanol (absolut) gefillt.
Nach 15 miniitiger Zentrifugation bei 15.000 x g wird die geféllte DNA 1-2 mal mit 70%(v/v)
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Ethanol gewaschen und im Heizblock bei 37°C fiir 5-10 min getrocknet. Die getrocknete DNA

kann dann in Aqua bidest oder Puffer resuspendiert werden.

2.5.3 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle

Die Konzentration der wéssrigen DNA-Losungen wurde durch die Messung der Absorption bei
einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Im Falle doppelstringiger DNA nimmt man bei einer
optischen Dichte (OD) von 1 eine DNA-Konzentration von 50 pg/ml an. Die Reinheit 148t sich
anhand des Verhéltnisses der ODsgonm zur ODogonm liberpriifen Eine reine DNA-LOsung besitzt
einen OD260nm/ODa2gonm-Quotienten von 1,8; eine reine RNA-Losung von 2,0 (Sambrook et al.,
1989). Zusitzlich lassen sich Konzentration und Reinheit der DNA durch Agarose-

Gelelektrophorese beurteilen.

2,54  Reinigung von PCR-Amplifikaten durch "High Pure PCR Produkt
Purification Kit" (Roche)

Mit diesem Kit wurden PCR-Amplifikate gereinigt, um sie z.B. zur Ligation oder Sequenzierung
weiter zu verwenden. Es werden so Proteine, Salze und insbesondere Nukleotide,
Oligonukleotide und dimerisierte Oligonukleotide aus der Probe entfernt. Die amplifizierte DNA
bindet dabei in Anwesenheit des chaotropen Salzes Guanidinthiocyanat selektiv an eine
Glasfiber-Matrix. Sie wird gewaschen und durch 10 mM Tris, pH 8,5 eluiert. Die Reinigung
wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.5.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Analytische Mengen an hochreiner Plasmid-DNA wurden mit Hilfe des QIAprep™ Spin Miniprep
Kits (Qiagen, Hilden) aus 2 ml-LB/Amp-Fliissigkulturen der transformierten Bakterien
gewonnen, die zuvor iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln kultiviert worden waren. Als Inokulum
diente eine Kolonie einer frisch kultivierten Selektionsplatte. Es wurde dabei nach dem Protokoll
des Herstellers (QIAprep” Miniprep Handbook 10/2001; Seiten 22-23) verfahren. Das Prinzip
der Reinigung beruht auf alkalischer Lyse der Bakterien, selektiver Bindung der DNA an eine
Silikagel-Membran in einem Hochsalz-Puffer und Elution mit einem Niedrigsalz-Puffer.

GroBere Mengen an hochreiner Plasmid-DNA wurden fiir die Transfektion von Entamoeba
benotigt. Hierzu wurden QIAGEN-tip 2500-Siulen (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Reinigung
beruht auf einer alkalischen Lyse der Bakterien und Bindung der DNA an eine
Anionenaustauschersidule mit Elution durch Hochsalz-Puffer. Aus einer Vorkultur (siche oben)
wurden 500 pl in 500 ml LB/Amp-Medium inokuliert und 12-16 h bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Die Bakterien wurden anschlieBend durch Zentrifugation mit 6.000 x g fiir 15 min bei
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4°C sedimentiert. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers
(Qiagen Plasmid Handbook 02/95; Seiten 18-19). Es folgte eine Konzentrationsmessung und
Reinheitsbestimmung durch ODjs0280nm-Messung und eine Uberpriifung der DNA durch

Restriktionsverdau und anschlieBende Agarose-Gelelektrophorese.

2.6 Modifikation von DNA

2.6.1 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Jeweils 10 pg der zu hybridisierenden einzelstrangigen Oligonukleotide wurden in einem 50 pl-
Ansatz mit 1x Ligationspuffer im Heizblock fiir 15 min bei 70°C inkubiert. Der
Hybridisierungsansatz wurde dann im ausgeschalteten Heizblock stehen gelassen bis er auf

Raumtemperatur abgekiihlt war und danach bei 4°C bis zur Ligation aufbewahrt.

2.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Vektor-DNA mit zu klonierenden DNA-Fragmenten erfolgte im molaren
Verhiltnis von 1:3 in einem 10 pl-Ansatz. Der Ansatz enthielt ca. 20 ng Vektor-DNA und die
entsprechende Menge des DNA-Fragments in 1x Ligationspuffer mit 1-2 mM ATP und 3-6 U
T4-DNA-Ligase. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4°C nach Bolivar et al. (1977). Der

Ansatz wurde anschlieBend bei —20°C eingefroren.

Die Ligation von PCR-Produkten mit Adenosiniiberhingen in den Klonierungsvektor pCR®2.1
erfolgte mit dem TA-Cloning® Kit nach Angaben des Herstellers.

Die Ligation von PCR-Produkten mit Adenosiniiberhiingen in den Klonierungsvektor pCR®2.1-

TOPO erfolgte mit dem TOPO TA-Cloning® Kit ebenfalls nach Angaben des Herstellers

2.6.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

In einem analytischen Restriktionsverdau (15 pl-Ansatz) wurden ca. 2 pg DNA mit ca. 5 U pro
ug DNA fiir 1 h inkubiert. In praparativen Ansdtzen (50 ul) wurden 20 pug DNA mit ca.3 U pro
ug DNA fiir 3-4 h verdaut. Es wurden fiir die Reaktionen die von den Herstellern mitgelieferten

Puffersysteme bei den entsprechenden Temperaturen verwendet.
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2.7 Auftrennung von DNA und DNA-Fragmenten durch Agarose-
Gelelektrophorese

2.7.1  Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund ihrer negativen Ladung konnen Nukleinsduren im elektrischen Feld fiir analytische
oder priparative Zwecke in Agarose-Gelen nach ihrer Grofle aufgetrennt werden. Je nach Grof3e
der aufzutrennenden Fragmente wurden Agarosekonzentrationen von 0,7-2,0 %(w/v) in TBE-
Puffer verwendet. Durch Zugabe von 0,1 pg/ml Ethidiumbromid zu den Gelen konnen die DNA-
Banden spéter unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Vor dem Beladen der Gele wurden die
Proben mit dem entsprechenden Volumen DNA-Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese
erfolgte dann bei einer Spannung von 80 V in einer Horizon™ 58 Elektrophorese-Kammer (BRL
Gaithersburg, USA) in 1x TBE-Puffer. Die DNA-Banden wurden durch den Mini-
Transilluminator (BIORAD, Miinchen) sichtbar gemacht und fiir die Dokumentation fotografiert.

Die Bestimmung der Fragmentldngen erfolgte mit Hilfe eingesetzter DNA-Léngenstandards.

2.7.2  Elution von DNA aus Agarose-Gelen mit Hilfe des
"CONCERT"™ Rapid Gel Extraction Systems"

Um DNA aus Agarose-Gelen zu isolieren, wurde das "CONCERT™Rapid Gel Extraction
System" (Gibco BRL, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wird zunéchst
das Gelstiick mit der zu eluierenden DNA ausgeschnitten. Die Agarose wird danach durch
Natrium-Perchlorat aufgelost und die DNA an eine Silica-Membran adsorbiert. Nach Waschen
wird die DNA mit TE-Puffer eluiert.

Die Agarose-Gele fiir anschlieBende DNA-Elution wurden mit TAE-Puffer anstelle von TBE-
Puffer gegossen und laufen gelassen. Die Spannung wurde gegeniiber normalen Agarose-Gelen

um ca. 20 % reduziert.

2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase-Kettenreaktion lassen sich DNA-Abschnitte spezifisch in vitro amplifizieren
(Saiki et al., 1988). Dabei wird ein spezifischer DNA-Abschnitt aus der so genannten template-
DNA enzymatisch zwischen zwei Oligonukleotid-Startern, die gegenldufig an den
komplementdren DNA-Strangen binden, vermehrt. Da jeder neu gebildete DNA-Abschnitt im
nichsten Zyklus als weitere Vorlage fiir die Synthese dient, erfolgt die Amplifikation
exponentiell. Die drei grundlegenden Reaktionsschritte in jedem PCR-Zyklus sind:
Denaturierung der DNA (Trennung der komplementdren Stringe), Hybridisieren der

Oligonukleotide und DNA-Synthese (Elongation). Ein 100 pl-Ansatz enthielt 100-500 pg DNA,
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je 200 uM dNTPs, 5 U Taq-DNA-Polymerase, je 1 uM Oligonukleotid in 1x PCR-Puffer des
Herstellers der Tag-DNA-Polymerase. Der Reaktionsansatz wurde mit 100 pl Mineral6l
iiberschichtet. Fiir eine prazisere PCR wurde in einigen Ansdtzen der Taq-DNA-Polymerase (aus
Thermus aquaticus) 1/50 Vol. einer Pwo-DNA-Polymerase (aus Pyrococcus woesi) zugegeben
werden. Diese Polymerase kann mit einer 3'-5"-Exonuklease-Aktivitdt Fehler bei der Synthese
des komplementidren DNA-Stranges erkennen und beseitigen.
Der Ansatz wurde fiir 2-2,5 min im Thermocycler bei 94°C denaturiert. Die Amplifikation
erfolgte danach iiber 25-35 Zyklen. Jeder Zyklus bestand aus der Denaturierung der DNA bei
94°C fiir 1 min, der Hybridisierung der Oligonukleotide fiir I min und die Elongation des DNA-
Stranges fiir 1 min bei 72°C. Man rechnet mit einer Dauer von 1 min pro 1 Kb zu
amplifizierender DNA. Die Hybridisierungstemperatur richtet sich nach der Schmelztemperatur
(Ty) der Oligonukleotide und wird nach der folgenden Formel berechnet:

Th=(A+T)x 2+ (G+C) x 4
Fiir A,T,C und G wird in dieser Formel jeweils die Anzahl im Oligonukleotid eingesetzt. Die
Synthese von Adenosiniiberhiingen zur Klonierung der PCR-Produkte in die Klonierungs-
vektoren pCR®2.1 und pCR®2. 1-TOPO erzielt man durch einen abschlieBenden 15miniitigen
Inkubationsschritt bei 72°C.

2.9 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der DNA erfolgte anhand einer Variante der klassischen Kettenabbruch-
Methode nach Sanger et al. (1980). Der Kettenabbruch basiert hierbei auf den Einbau
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide. Fiir die Reaktionen wurde das "ABI PRISM™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" (Perkin Elmer, USA) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Ein 20 pl-Ansatz enthielt 1 pg hochreine DNA, 0,5 uM Oligonukleotid
und 4 pl "Terminator Ready Reaction Mix". Es wurden die Oligonukleotide M13F, M13R sowie
spezifische Oligonukleotide in den Reaktionen eingesetzt. Die Reaktionen verliefen iiber 25
Zyklen und beinhalteten folgende Schritte: 10 s 96°C, 5 s 50°C und 4 min 60°C. Der
Reaktionsansatz wurde mit 80 pl Aqua bidest versetzt und einer Fillung mit 250 pl Ethanol
absolut (Raumtemperatur) und 10 ul 3 M Natriumacetat pH 4,7 unterzogen. Nach Zentrifugation
von 15 min bei 15.000 x g wird der Uberstand abgesaugt und die gefillte DNA in 250 pl 70 %
Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 15.000 x g) wird der Uberstand wieder
abgesaugt, nochmals kurz zentrifugiert und restlicher Alkohol abgesaugt. Die DNA wird 10 min
bei 37°C im Heizblock getrocknet und danach bei -20°C eingefroren. Die Auftrennung der DNA
in einem denaturierenden Polyacrylamidgel und die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe eines
ABI PRISM™ 377-DNA-Sequencers (Perkin Elmer, USA) durch Susan Ofori (Servicestation
des BNI).
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2.10 Transformation von Bakterien

2.10.1 Herstellung von kompetenten E. coli
(XL1-blue, DHSa, BL21DE3)

Aus einer Vorkultur (LB-Medium, 0,2%(w/v) Maltose, 12,5 pg/ml Tetrazyklin) wurden 500 pl in
50 ml LB-Medium mit 0,2%(w/v) Maltose und 10 mM MgSO, inokuliert. Es folgte eine
Inkubation im Schiittler bei 37°C bis zu einer ODgoonm von 0,5. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 4°C, 1200 x g) sedimentiert, in dem halben Kulturvolumen (25 ml) einer
eiskalten 50 mM CaCl,-Losung resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 1/25 Kulturvolumen (2 ml) eiskalter 50 mM CaCl,-Losung
resuspendiert und so fiir die Transformation eingesetzt. Die kompetenten Zellen sind bei 4°C 3-4

Tage zur Transformation einsetzbar.

2.10.2 Herstellung von kompetenten E. coli (dam)
Die Herstellung erfolgte nach dem oben beschriebenen Protokoll. Fiir die Kulturen wurde jedoch
unverdndertes LB-Medium verwendet und die kompetenten Bakterien wurden zuletzt in 1/10

Kulturvolumen eiskalter 50 mM CaCl,-Ldsung resuspendiert.

2.10.3 Transformation von E. coli
(XL1-blue, DH50, dam’, One Shot® TOP 10 Competent Cells)

Die Transformation basierte auf einer von Cohen et al. (1972) entwickelten Methode. Dazu
wurden 100 pl Suspension kompetenter Bakterien mit der zu transformierenden DNA versetzt
und 30 min auf Eis inkubiert. "One Shot® TOP 10 Competent Cells" sind & 50 ul voraliquotiert
und wurden vor Zugabe der DNA auf Eis aufgetaut. DNA wurde pro Transformationsansatz in
folgenden Mengen eingesetzt: 5 pl eines normalen Ligationsansatzes, 2 pl eines TOPO-TA-
Ligationsansatzes, 2,5 pl eines TA-Ligationsansatzes und 1-2 ul einer Plasmid-Mini-Préparation
(2.5.5). Der Transformationsansatz wurde einem Hitzeschock von 42°C fiir 45-90 s ausgesetzt
und danach sofort fiir 3 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde in 900 pul vorgewarmtem LB-
Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Transformierte "One Shot”
TOP 10 Competent Cells" wurden in 250 pl vorgewarmtem SOC-Medium (des Herstellers) 1 h
bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Der Ansatz wurde dann auf LB-Selektionsplatten ausplattiert
und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Ermoglichte das Klonierungssystem eine Blau-Wei3-Selektion, wurden vor dem Ausstreichen
der Bakteriensuspension 40 pl 2 %(w/v) 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid (X-Gal)
und 45 ul 0,1 M Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) zum Ansatz pipettiert. Fiir die Blau-

29



MATERIAL UND METHODEN

WeiB-Selektion in transformierten "One Shot® TOP 10 Competent Cells" ist die Zugabe von
IPTG (nach Angaben des Herstellers) nicht notwendig.

2.11 Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten speziellen
Expressionsvektoren

Die ariel-Sequenz wurde zunéchst aus genomischer E. histolytica-DNA durch eine PCR mit den
Oligonukleotiden KpnArielS33 und BamArielAS34 amplifiziert. Es entstanden dabei
Amplifikate mit einer Kpnl-Schnittstelle am 5’-Ende und einer BamHI-Schnittstelle am 3 -Ende.
Nach Ligation dieses PCR-Ansatzes in den Klonierungsvektor pCR®2.1 und anschlieBender
Transformation in E. coli XL1-blue wurden durch einen Kpnl/BamHI-Restriktionsverdau von
Plasmid-Mini-Préparationen transformierter Klone positive Klone ermittelt und zur Kontrolle
sequenziert.

Fiir die rekombinante Expression in E. coli wurde durch einen Verdau mit Xmnl und EcoRV ein
555 bp ariel-Fragment aus dem oben hergestellten Klonierungsvektor herausgeschnitten, dem am
5’-Ende 57 bp und am 3’-Ende 84 bp der vollstindigen, kodierenden ariel-Sequenz fehlten. Das
555 bp Fragment wurde aus einem Agarose-Gel eluiert, in den (durch Smal-Verdau)
linearisierten Expressionsvektor pHisT7B ligiert und in E. coli DH5a transformiert (pHisT7B-
ariel).

Fiir die (Uber)expression von ARIEL in E. histolytica- bzw. E dispar-Trophozoiten wurde die
vollstindige ariel-Genkopie aus dem Klonierungsvektor pCR®2.1 durch Verdau mit Kpnl und
BamHI herausgeschnitten, in den durch Kpnl/BamHI-Verdau linearisierten Expressionsvektor
pNeoCass ligiert und in E. coli XL1-blue transformiert (pNeoAriel).

Dieser Vektor diente auch als Ausgangsvektor zur Konstruktion des Vektors, der fiir das
vollstindige ARIEL mit aminoterminalem HisTag kodiert (pNeoHisAriel).

Dazu wurde pNeoAriel zundchst mit EcoRV linearisiert. Die Oligonukleotide HisS27 und
HisAS27 wurden hybridisiert und in den linearisierten Vektor ligiert. Nach Kontrollverdau mit
Kpnl/BamHI in ,,One Shot Top 10™%“-Zellen wurde pNeoHisAriel in E. coli XL1-blue
transformiert.

Des weiteren wurde ein Expressionsvektor hergestellt, der fiir eine ARIEL-Variante ohne die
carboxyterminale putative GPI-Signalsequenz kodiert. Durch eine PCR mit den Oligonukleotiden
ArielAS32 und KpnArielS33 aus pNeoAriel-DNA wurde eine verkiirzte arie/-DNA amplifiziert,
die direkt stromaufwirts des Startkodons eine Kpnl-Schnittstelle aufweist und deren 3'-Ende
anstelle der putativen GPI-Signalsequenz ein Stopkodon mit anschlieBender BamHI-Schnittstelle
tragt. Die PCR-Reaktion wurde auf einem Agarose-Gel aufgetrennt. Anschlieend wurde das
gewiinschte Amplifikat wie wunter 2.7.2 beschrieben aus dem Gel eluiert, in den

Klonierungsvektor pCR®2.1-TOPO subkloniert und in ,One Shot Top 10™“Zellen

30



MATERIAL UND METHODEN

transformiert. Positive Klone wurden durch einen Restriktionsverdau mit Kpnl/BamHI
identifiziert und die verkiirzte ariel-DNA aus dem Gel eluiert. AnschlieBend wurde die DNA in
den mit Kpnl/BamHI linearisierten Expressionsvektor pNeoCass ligiert (pNeoArielGPI') und in
E. coli DH5a transformiert. Parallel dazu wurde ein weiteres verkiirztes ariel hergestellt und
kloniert, das sich von dem zuvor beschriebenen durch eine zusétzliche Sequenz unterscheidet, die
fiir einen HisTag aus 8 Histidin-Resten kodiert (pNeoArielHisGPI'). Diese Sequenz wurde am 3'-
Ende direkt oberhalb des Stopkodons platziert. Dazu wurde in der PCR aus pNeoAriel-DNA
neben KpnArielS33 das Oligonukleotid ArielHisAS56 anstelle von ArielAS32 eingesetzt,
ansonsten wurde so verfahren wie zuvor beschrieben.

In den erstellten Expressionsvektoren wurde durch Sequenzierung die Richtigkeit der eingefiligten

kodierenden Regionen iiberpriift.

2.12 Transfektion von Entamoeba

Die Transfektion von Entamoeba erfolgte durch Elektroporation und basiert auf einer Methode,
die von Nickel und Tannich (1994) beschrieben wurde.

2.12.1 Vorbereitung der Zellen fiir die Elektroporation

Die Préparation von E. histolytica und E. dispar fiir die Elektroporation wurde nach folgendem
Protokoll unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Sedimentation der Zellen erfolgte durch
Zentrifugation von 3 min bei 300 x g und 4°C. Die Zellen wurden im Anschluss sofort

elektroporiert.

—_—

Dekantieren des Mediums bis auf ca. 15 ml;

2. Ablssen der Amében (ca. 1 x 107) vom Kulturschalenboden durch Inkubation
auf Eis;
Waschen der Amdben in 2 x 30 ml sterilem, kalten NaPBS;

4. Waschen in 10 ml inkomplettem "Zyto-Mix";

Resuspendieren der Zellen in 3,4 ml komplettem "Zyto-Mix".

2.12.2 Transfektion der Amoben durch Elektroporation

Die Transfektion durch Elektroporation beruht auf einer kurzfristigen Permeabilisierung der
Zellmembran und einer daraus resultierenden erleichterten Aufnahme von DNA. In einer
Elektroporationskiivette (Durchmesser: 4 mm; Eurogentec) wurden 800 pul Amoben-Suspension,
d.h.ca. 24 x 10° Zellen, mit 100 pg Plasmid-DNA vermischt und bei 1,2 KV und 25 pF zweimal

hintereinander elektroporiert. Die resultierenden Zeitkonstanten sollten dabei 0,3 bis 0,4 ms
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betragen. Sofort nach der Elektroporation wurden die Zellen in Kulturflaschen (50 ml) mit

vorgewarmtem TY-1-S33-Medium iiberfiihrt.

2.12.3 Selektion rekombinanter Amoben nach Transfektion
Die elektroporierten Amdben wurden zundchst 48 h ohne Zugabe eines Selektionsmittels bei
37°C in TY-I-S33-Medium kultiviert. Aufgrund einer plasmidkodierten Resistenz gegen
Neomycin erfolgte die Selektion mit G418-Sulfat. Zunédchst wurde mit einer Konzentration von
10 pg/ml G418 selektioniert. Der Selektionsdruck wurde in einem weiteren Schritt auf 50 pug/ml
G418 erhoht, nachdem die Zellen sich an die erste Selektion adaptiert hatten.

2.13 Gewinnung von Antikorpern

2.13.1 Immunisierung von Hiihnern und Kaninchen

Dazu wurden den Tieren je 100 png rekombinantes ARIEL in 150 pl PBS mit 150 pl Freund's
ajduvans (komplett) subcutan injiziert. Es folgten im Abstand von zwei Wochen weitere
Injektionen mit der gleichen Menge an rekombinantem ARIEL jedoch in inkomplettem Freund's

adjuvans.

2.13.2 Gewinnung von Antikorpern aus Hiihnereiern

Dazu wurde zundchst das Eigelb vom Eiweill getrennt und mit Aqua bidest gewaschen. Pro
Eigelb wurden 90 ml Aqua bidest zugegeben und mit 1 M Salzsdure ein pH-Wert zwischen 5,2
und 5,5 eingestellt. Es folgte eine Inkubation unter langsamem Rotieren bei 4°C fiir 6 h mit
anschlieBender Zentrifugation bei 4°C und 10.000 x g fiir 25 min. Der Uberstand wurde auf RT
temperiert und durch Zugabe von 20 g Na,SO4 pro 100 ml gefillt. Es wurde weitere 20 min
gerlihrt. Durch Zentrifugation bei RT und 1800 x g fiir 30 min wurden die geféllten Proteine
sedimentiert, zuletzt in einem mdglichst kleinen Volumen (ca. 5 ml PBS/Ei1) resuspendiert und in

Aliquots bei -20°C gelagert.

2.13.3 Gewinnung von Antiseren aus Blut
Zur Gewinnung von Antiseren aus Blut wurde das abgenommene Blut fiir 30 min bei RT
inkubiert, um zu koagulieren. Es folgte eine Zentrifugation bei 2.000 x g fiir 10 min. Der

Uberstand, das Serum, wurde aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

32



MATERIAL UND METHODEN

2.14 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung von Antikorper-Titern verschiedener Seren gegen rekombinantes ARIEL eignet
sich vor allem der ELISA, da er im Gegensatz zum Western-Blot aufgrund seiner
spektrophotometrischen Messbarkeit besser quantifizierbare Ergebnisse liefert. Zudem lassen
sich mit Hilfe von Mikrotiter-Platten besser grof3ere Probenzahlen bearbeiten.

Fir einen ELISA wurden zundchst 96 Well Mikrotiter-Platten (Greiner bio-one) mit
rekombinantem ARIEL vorinkubiert. Pro Well wurden 100 ul einer 7 pg/ml ARIEL-Verdiinnung
in Coating-Puffer eingesetzt (700 ng Protein/well; P1: 125ng/well). Die Inkubation erfolgte iiber
Nacht bei 4°C. Die Platten wurden danach 3 mal mit PBS-T gewaschen und anschlie3end mit den
zu testenden Seren fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Seren wurden entsprechend in 3 %
M-PBS verdiinnt, so dass pro Well 100 pl Seren-Verdiinnung pipettiert wurde. Es folgten 3
weitere Waschschritte mit PBS-T und dann die Inkubation mit einem Peroxidase-konjugierten
Sekundir-Antikorper 1/400 (anti-Hamster-IgG: 1/500) verdiinnt in 3 % M-PBS (100 pl/well) fiir
2 h bei Raumtemperatur. Nach 3maligem Waschen in PBS-T wurde durch Substratzugabe die
Farbreaktion gestartet. Dazu wurde die Substrat-Losung direkt vor Gebrauch mit 1/1.000 Vol.
H,0,-Losung (30 %(w/v), Sigma-Aldrich) versetzt und gemischt. Von dieser Losung wurden pro
well 100 pl eingesetzt. Diese Farbreaktion wurde durch Zugabe von je 100 ul 2 M H,SOg4
abgestoppt, sobald die Reagenzienleerwerte eine leichte Gelbfiarbung zeigten. Positive Proben
zeigten eine orange Fiarbung, die bei 490 nm spektrophotometrisch in einem "Microplate-Reader

MRX II" (Dynex) gemessen wurde.

2.15 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in Losungen wurde das "BCA Protein Assay
Reagent" (Pierce) verwendet. Kupfer(Il)-Ionen werden unter alkalischen Bedingungen durch
Proteine zu Kupfer(I)-lonen reduziert (Biuret-Reaktion). Bicinchoninsdure (BCA) reagiert
hochspezifisch und sensitiv mit Kupfer(I)-lonen und bildet ein violettes Reaktionsprodukt mit
starker Absorption bei 562 nm, was eine spektrophotometrische Quantifizierung ermdglicht. Die
Reagenzlosung wird zunédchst aus Losung A und Losung B (50:1; Pierce) angesetzt. 1 ml dieser
Reagenzlosung wird mit 50 pl der entsprechend verdiinnten Probe versetzt und 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Absorption bei 562 nm wird gegen einen Reagenzienleerwert gemessen. Mit Hilfe
einer BSA-Eichgerade von 0 - 0,8 mg/ml kann die Proteinkonzentration der Probe ermittelt
werden. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der Proteinbestimmung nach Bradford besteht vor
allem in seiner groBeren Toleranz gegeniiber Detergenzien, wie sie zur Solubilisierung von

Membranproteinen verwendet werden.
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2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen im diskontinuierlichen System nach Laemmli
(1970) erfolgte in der Gelvorrichtung "Mighty Small SE250" mit den Abmessungen 0,75 x 8 x
6,5 cm (Hoefer, Amersham Biosciences). Die Proteine werden dabei als SDS-Protein-Komplexe
unter denaturierenden Bedingungen in Abhingigkeit ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Die
negative Ladung, die die Komplexe durch das SDS erhalten, lassen die Auftrennung dabei
unabhingig von der urspriinglichen Ladung des Proteins werden. Zudem zerstort SDS fast alle
nicht kovalenten Wechselwirkungen in Proteinen, so dass auch Konformationsunterschiede der
Proteine vernachldssigt werden konnen. Je nach gewiinschtem Trennbereich wurden 8-12 %ige
Trenngele verwendet. Die Sammelgele waren stets 4 %ig. Verwendet wurden "Mighty-Small"-
Trenn- bzw. Sammelgel-Puffer. Um die Polymerisation zu katalysieren, wurde 0,08 %(v/v)
TEMED zugegeben. Der Start der Polymerisation erfolgte durch Zugabe von 0,2 %(v/v) APS
(Stammloésung 25 %(w/v)). Die Glasplatten wurden vor Zusammenbau mit Methanol gereinigt.
Nach Giessen des Trenngels wurde es mit 20 %(v/v) Methanol {iberschichtet um eine ebene
Geloberfliche zu erhalten. Nach Polymerisation des Trenngels wurde diese Uberschichtung
abgegossen, das Sammelgel gegossen und ein Kamm luftblasenfrei eingesetzt. Falls nicht anders
angegeben, wurden die Proben vor der Elektrophorese in SDS-Probenpuffer 3 min bei 95°C
gekocht. Dem SDS-Probenpuffer wurde flir detergenzhaltige Proben zusitzlich 4,8 % SDS
zugegeben. Als Reduktionsmittel wurden dem Probenpuffer 5 %(v/v) B-Mercaptoethanol
zugesetzt.

Die Elektrophorese erfolgte dann in 1x "Mighty-Small"-Elektrophorese-Puffer bei 18 mA/Gel bis
die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte. Die Bestimmung des Molekulargewichtes

erfolgte anhand der unter 2.2.5 aufgefiihrten Marker.

2.17 Zweidimensionale Gelelektrophorese von Proteinen

Die zweidimensionale (2D-) Gelelektrophorese trennt in der so genannten ersten Dimension die
Proteine eines Proteingemisches in einem immobilisierten pH-Gradienten nach ihrem
isoelektrischen Punkt (pI). Ein Protein wandert dabei in einem elektrischen Feld aufgrund seiner
spezifischen Ladung bis zu einem pH-Bereich an dem seine Netto-Ladung neutral wird (dem
1soelektrischen Punkt). Dort sammeln sich die Molekiile dieses Proteins, sie "fokussieren".
AnschlieBend (in der so genannten zweiten Dimension) werden diese Proteine einer normalen
SDS-PAGE unterzogen, also nach ihrer elektrophoretischen Mobilitdt aufgetrennt. Man erhélt
dann bei einer guten Auftrennung der ersten und zweiten Dimension sogenannte Protein-spots,

die einer einzigen Proteinspezies entsprechen.
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2.17.1 Vorbereitung der Proben fiir die isoelektrische Fokussierung (IEF)

Mit der 2D-Gelelektrophorese wurde Membransolubilisat (0,8 % Octylglucosid) ARIEL-
tiberexprimierender E. histolytica-Trophozoiten aufgetrennt. Dazu wurde das Solubilisat zunéchst
lyophilisiert, um es anschlieBend in einem entsprechenden Volumen Rehydrations-Puffer zu
l6sen. Es wurde IPG-Puffer des entsprechenden pH-Bereichs (Amersham Biosciences,
Endkonzentration: 0,5 %(v/v)) zugegeben und im Ultraschallbad Sonorex Super (Bandelin
electronic) bei 100 % und zwischen 15 und 20°C fiir 10 min inkubiert. Um unldsliche
Bestandteile zu sedimentieren wurde 30 min bei 15.000 x g und 20°C zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. 400 pl Probenvolumen wurden im Gelhalter (stripholder) verteilt und
der Gelstreifen (Immobiline DryStrip, Amersham Biosciences) mit dem Gel nach unten
luftblasenfrei eingelegt. Nach 3 min Aquilibrierung des Gelstreifens in der Probe wurde der

Ansatz vorsichtig mit 200-300 pl Cover-Fluid (Amersham Biosciences) iliberschichtet.

2.17.2 Isoelektrische Fokussierung (erste Dimension)

Die isoelektrische Fokussierung erfolgte auf einem IPGphor Isoelectric Focusing Unit

(Amersham Biosciences) bei Raumtemperatur nach folgendem Protokoll:

Rehydration 2 h
30V 10 h
500V 1 h
1.000 V 1 h
2.000 V 1 h
4.000 V Il h
8.000 V 10 h
100 v 5h

Es sollten insgesamt mindestens 80.000 Vhrs erreicht werden. Die Lénge der Fokussierung bei
8.000 V richtete sich nach der maximal erreichten Spannung. Falls nur eine deutlich geringere
Spannung als 8.000 V wéhrend der Fokussierung (z.B. durch eine zu hohe Salzkonzentration der
Probe) erreicht wurde, wurde die Zeit entsprechend verldngert. Die maximale Stromstérke betrug

50 pA pro Gelstreifen.

2.17.3 Vorbereitung der isoelektrisch fokussierten Gelstreifen fiir die zweite
Dimension (SDS-PAGE)

Die Gelstreifen aus der ersten Dimension (2.16.2) miissen nach der isoelektrischen Fokussierung

mit SDS gesittigt werden. Dazu wurden sie zunédchst in Aqua bidest gespiilt, um das Cover Fluid
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zu entfernen und fiir mindestens 20 min bei RT in SDS-Aquilibrierungs-Puffer mit 10 mg/ml
DTT inkubiert. Das DTT dient dabei der Reduktion von Disulfidbriicken. Im Anschluss hieran
folgte eine Inkubation fiir 20 min bei RT in SDS-Aquilibrierungs-Puffer mit 25 mg/ml
Iodacetamid (IAA). Durch das IAA werden die Sulthydrylgruppen, die durch die Reduktion der
Disulfidbriicken entstanden sind, alkyliert und so eine Reoxidation verhindert. Die Gelstreifen

wurden nochmals in Aqua bidest gespiilt und danach durch SDS-PAGE aufgetrennt.

2.17.4 SDS-PAGE nach isoelektrischer Fokussierung (IEF)
(zweite Dimension)

Die Auftrennung der Proteine nach der IEF erfolgte ebenfalls im diskontinuierlichen System nach
Laemmli (1970). Die Gele hatten jedoch eine Dimension von 0,175 x 18 x 18 cm. Verwendet
wurde dazu die Elektrophorese-Kammer P10DS (OWL Scientific, USA). Es wurde nur ein
Trenngel mit 11 % Polyacrylamid ohne Sammelgel gegossen. Die Endkonzentration an Tris
betrug 375 mM (Stammldsung: 1,5 M Tris, pH 8,8) und 5 %(v/v) Glycerol in Aqua bidest. Durch
Zugabe von je 0,1 %(v/v) TEMED bzw. APS (Stammldsung 40 %(w/v)) wurde die Polymerisation
gestartet. Die Glasplatten wurden vor Zusammenbau mit Methanol gereinigt. Nach Giessen des
Gels wurde es mit 20 %(v/v) Methanol iiberschichtet, um eine ebene Geloberfliche zu erhalten.
Diese Uberschichtung wurde vor dem Beladen des Gels wieder abgegossen. Um wiihrend der
Elektrophorese eine Lauffront sichtbar zu machen und den Gelstreifen der IEF (2.16.3) zu
fixieren, wurde 0,5 %(w/v) Agarose in 1x Elektrophorese-Puffer mit einer Spatelspitze
Bromphenolblau aufgekocht, auf das Gel gegossen und dann ziigig, vor Aushédrten der Agarose,
die vorbereiteten Gelstreifen auf die Geloberfldche gelegt. Es wurde 1x Elektrophorese-Puffer in
die Kammer gefiillt, die Elektrophorese bei Raumtemperatur mit 10 mA/Gel gestartet und nach
dem Einlaufen der Probe ins Gel bei 4°C iiber Nacht weitergefiihrt bis die Lauffront den unteren
Gelrand erreicht hat.

2.18 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western-Blot)

Nach der Auftrennung von Proteinen durch die SDS-PAGE konnen die Proteine durch die
Methode des Western-Blottings auf einer Membran immobilisiert werden. Es wurde hier
ausschlieflich mit der "Semi-Dry"-Blotting-Technik in der Kammer von Phase (Liibeck)
gearbeitet. Als Transfer-Membranen dienten Nitrozellulose- und PVDF-Membranen. Als
Transfer-Puffer wurde BSN-Puffer verwendet. In diesem Puffer wurden die verwendeten
Membranen und Filterpapiere kurz &quilibriert. Die PVDF-Membran erfordert zuvor eine
zusitzliche Benetzung durch Methanol. Auf der Kathodenseite der Blotapparatur wurden

luftblasenfrei 3 Lagen 23-Filterpapier, das Gel, die Membran und erneut 3 Lagen Filterpapier
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aufeinandergelegt. Nach Auflegen der Anodenplatte erfolgte der Transfer durch Anlegen eines
Stroms von 1,5 mA/cm? fiir 1 h bei Raumtemperatur.

Die Gele der isoelektrischen Fokussierung (18 x 18cm) wurden mit 0,8 mA/cm® fir 1,5 h
geblottet. Zudem wurden statt 3 jeweils 10 Lagen 23-Filterpapier verwendet, um ein Austrocknen

wiahrend des Transfers zu verhindern.

2.19 Proteinfirbungen

2.19.1 Coomassie-Firbung

Zur Féarbung von Proteinen mit "Coomassie Brilliant Blue" nach Weber und Osborn (1969, mod.)
wurden Polyacrylamid-Gele nach der Elektrophorese fiir mindestens 1 h bei Raumtemperatur
oder iiber Nacht bei 4°C in Coomassie-Féarbelosung auf einem Kippschiittler inkubiert. Darauf
folgte eine Entfarbung des Hintergrundes durch Schwenken in Coomassie-Entfarbelosung mit
mehrmaligem Wechsel der Losung. Gelagert wurden die Gele bei 4°C (nach Inkubation fiir ca.

30 min in Aqua bidest und Einschweillen in Plastikfolie).

2.19.2 Coomassie-Fiarbung (nach Neuhoff)

Diese Farbung ist sensitiver als die normale Coomassie-Farbung, ermoglicht aber im Gegensatz
zur Silber-Férbung eine anschlieBende massenspektroskopische Analyse. Das zu farbende Gel
wird 30 s in Aqua bidest gewaschen und anschlieend mind. 15 h in Stammldsung/Methanol
(Vol: 4:1) inkubiert. Nach der Fiarbung wird das Gel in 25 % Methanol gewaschen und der
Hintergrund in Aqua bidest entférbt.

2.19.3 Silber-Firbung

Die Farbung von Proteinen nach dieser Methode ist weitaus empfindlicher als die Coomassie-
Farbung und muss daher fiir Gele eingesetzt werden, auf denen Proben mit geringer
Proteinkonzentration aufgetrennt wurden. Diese Farbung wurde nach Heukeshoven und Dernick
(1986, mod.) durchgefiihrt. Die Behandlung der Polyacrylamid-Gele erfolgte unter Schwenken

bei Raumtemperatur nach folgendem Protokoll:

10 min Inkubation in Losung 1;
10 min Inkubation in Losung 2;
mindestens 3 x 5 min in Aqua bidest waschen;

10 min Inkubation in Losung 3;

A

5 s Waschen in Aqua bidest;
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6.  Entwicklung in Losung 4 bis Proteinbanden gut sichtbar werden; Losung unter
Umstidnden erneuern, um Hintergrund-Farbung zu reduzieren;

7. 10 min Abstoppen der Férbereaktion mit Losung 5.

Nach dem Abstoppen sollte das Gel mit Aqua bidest gewaschen werden. Danach kann es
dokumentiert und fiir die Lagerung in Plastikfolie eingeschweifit werden. Die Lagerung erfolgt
lichtgeschiitzt bei 4°C.

Fiir die Silberfarbung der Polyacrylamid-Gele der 2D-Gelelektrophorese wurden die Inkubations-

zeiten folgendermallen verdndert.

1. Losung 1 ca.l h

2. Losung 2 ca. 1 h

3. Aqua bidest ca. | h (3 x 10 min; 2 x 15 min)
4. Losung 3 ca.0,5 h

5. Aqua bidest 4x1 min

6. Entwicklung siche oben

7 Abstoppen mind. 10 min

2.19.4 Immunologischer Nachweis von, auf Membranen immobilisierten,
spezifischen Proteinen

Nach dem Transfer auf eine Membran erfolgte der spezifische Nachweis von Proteinen durch die
Detektion mit Antikorpern. Es wurden folgende Methoden der Visualisierung verwendet:

— Entwicklung mit Chloronaphthol (Ogata et al., 1983)

— Entwicklung mit alkalischer Phosphatase (AP) (Blake et al., 1984)

— Entwicklung mit dem ECL-Plus-System (Amersham Biosciences)
Bei der Entwicklung mit Chloronaphthol wund alkalischer Phosphatase bilden die
Reaktionsprodukte farbige irreversible Niederschldge auf der Membran, was die Detektion mit
weiteren spezifischen Antikérpern auf derselben Membran erschwert. Zudem sind beide
Farbemethoden (insbesondere die Chloronaphthol-Farbung) weniger sensitiv als das ECL-Plus-
System. Bei der Detektion mit ECL-Plus l4uft nach Substratzugabe eine Chemilumineszenz-
Reaktion ab, die durch Exposition auf speziellen Filmen (z.B. Hyperfilm ECL, Amersham
Biosciences) sichtbar gemacht wird. Das Protokoll der Inkubations- und Waschschritte ist fiir die

drei Detektionsmethoden grundsétzlich gleich durchgefiihrt worden.

A. Inkubation des Blots fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur (oder iiber Nacht
bei 4°C) zum Blockieren freier Bindungsstellen der Membran in 5 %(w/v) M-PBS-

T schwenken;
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B. Inkubation iiber Nacht bei 4°C (oder 1,5 h bei RT) mit spezifischem ersten
Antikorper in 3 %(w/v) M-PBS-T. Anti-ARIEL-Antikérper wurden 1/2000 und
anti-SREHP-Antikorper 1/5000 verdiinnt (soweit nicht anders vermerkt);

a

mindestens 3 x 10 min waschen der Membran in TBS-T;
D. Inkubation fiir 1,5 h bei RT mit dem Sekundir-Antikorper verdiinnt in 3 %(w/v) M-
TBS-T nach folgender Tabelle;

Tabelle 4: Verdiinnung der Sekundir-Antikorper fiir den spezifischen Nachweis von

Proteinen auf Membranen mit unterschiedlichen Detektionsmethoden

Chloronaphthol ECL-Plus
anti-Kaninchen-POD-Konjugat 1/400 1/600-1/5.000
anti-Maus-POD-Konjugat 1/400 1/2.000
anti-Huhn-POD-Konjugat 1/1.000 nicht verwendet

alkalische Phosphatase

anti-Kaninchen-AP-Konjugat 1/2.000
anti-Maus-AP-Konjugat 1/2.000
anti-Huhn-AP-Konjugat nicht verwendet

mindestens 3 x 10 min waschen der Membran in TBS-T;
F. Entwicklung mit:
Chloronaphthol: Schwenken der Membran in PBS mit 0,3 mg/ml Chloronaphthol

(Stamm-Ldsung 3 mg/ml in Methanol; Lagerung bei -20°C) und 1/1.000 Volumen
H,0,-Losung (30 %(w/v), Sigma-Aldrich) bis Banden sichtbar sind. Stoppen der
Reaktion in PBS.

alkalischer Phosphatase: Aquilibrieren der Membran in AP-Puffer, Schwenken der
Membran in frisch angesetzter AP-Entwickler-Losung bis Banden sichtbar werden

und Abstoppen in Aqua bidest.

ECL-Plus-System (Amersham Biosciences): Abtropfen des Puffers auf Zellstoff

und Inkubation der Membran in frischem ECL-Entwickler (nach Angaben des
Herstellers) fiir mind. 2 min bei RT, Abtropfen des Entwicklers auf Zellstoff und
Exposition von Filmen fiir entsprechende Zeiten

(1 s bis 10 min).

Nach der Entwicklung wurden die Membranen mehrfach in PBS gewaschen, getrocknet und bei
4°C autbewahrt.
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2.19.5 Wiederverwendung von Western Blots

Um weitere Proteine auf Membranen zu detektieren, auf denen bereits eine Nachweisreaktion
stattgefunden hat, lassen sich die Antikorper der vorigen Nachweisreaktion abwaschen. Dies
erfolgte nach einem Protokoll, das im Rahmen des ECL-Plus-Systems (Amersham Biosciences)
Anwendung findet. Dazu wurden die Membranen in einem stark reduzierenden und
denaturierenden Puffer (stripping-Puffer) bei hoher Temperatur inkubiert. Die Inkubation erfolgte
fiir 30 min bei 70°C. Nach dieser Inkubation wurden die Membranen mindestens zweimal 10 min
in groen Volumen TBS-T oder PBS-T gewaschen. Die Membranen konnen anschlieend, wie

unter 2.18.3 beschrieben, erneut verwendet werden.

2.20 Herstellung von Extrakten aus Trophozoiten

2.20.1 Herstellung von Extrakten aus Zellfraktionen

Zur Gewinnung von groBeren Mengen an Extrakten aus definierten Zellfraktionen wurde
folgendes Basis-Protokoll angewendet: Die Zellen wurden geerntet und zweimal mit kaltem PBS
gewaschen. Sedimentiert wurde jeweils mit 300 x g fiir 3 min bei 4°C. AnschlieSend wurden die
sedimentierten Zellen bei -20°C (ldngere Lagerung: -70°C) eingefroren.

Gefrorene Zellsedimente wurden nach Zugabe von Proteinase-Inhibitoren (1/30
Sedimentvolumen Inhibitor-Mix-Stammldsung, 1/30 Sedimentvolumen Leupeptin-Stammldsung
und 1/60 Sedimentvolumen PMSF-Stammlosung) aufgetaut, gevortext und 10 min bei RT
gemischt. Danach wurde das zweifache Sedimentvolumen an kaltem PBS zugegeben und die
Suspension in einem CO/Ethanol-Kiltebad 5 min tiefgefroren. Es folgten zwei weitere
Einfrier/Auftau-Zyklen unter Zugabe von je 1x Inhibitor-Mix, PMSF und Leupeptin. Diese
Suspension wurde zur Sedimentation von Zellkernen und -debris bei mind. 1200 x g und 4°C fiir
10 min zentrifugiert. Das Sediment wurden in einem kleinen Volumen PBS (ca. 1/10 Volumen
der Suspension) gewaschen. Die Uberstinde wurden vereinigt und zur Sedimentation der
Membranen 1 h bei 4°C mit 150.000 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Membranen wurden
nochmal mit dem gleichen Volumen (des Uberstandes der letzten Zentrifugation) PBS gewaschen
und erneut 1 h bei 4°C mit 150.000 x g sedimentiert. Die so erhaltenen Membranen wurden unter
Riithren im Sfachen ihres Volumens an Solubilisierungs-Puffer mit 2 %(w/v) Octylglucosid iiber
Nacht bei 4°C solubilisiert. Vor der Solubilisierung wurden Proteinase-Inhibitoren (je 1x
Inhibitor-Mix, PMSF und Leupeptin) zugegeben. Die Suspension wurde erneut -einer
Zentrifugation fiir 1 h bei 4°C mit 150.000 x g unterzogen. Durch langsame Verdiinnung der
Uberstinde mit Aqua bidest wurde eine Endkonzentration von 0,8 %(w/v) Octylglucosid
eingestellt. Das Sediment wurde im selben Volumen des gleichen Puffers wie das erhaltene

Membransolubilisat nach der Verdiinnung (0,8 %(w/v) Octylglucosid, 20 mM Tris, 4 mM CaCl,,
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pH 7.4) resuspendiert. Alle erhaltenen Fraktionen wurden aliquotiert und bei -20°C eingefroren

(langere Lagerung: -70°C)

2.20.2 Herstellung von Gesamt-Zellextrakten

Zur Gewinnung kleinerer analytischer Mengen an Zellextrakten kam ein vereinfachtes Protokoll
von 2.19.1 zum Einsatz. Dazu wurden 0,5 x 10° Trophozoiten in 150 pl PBS drei Einfrier/Auftau-
Zyklen unter Zugabe von Proteinase-Inhibitoren (Konzentrationen wie 2.19.1) unterzogen. Es
folgte eine Zentrifugation bei 4°C und 9.000 x g fiir 8 min zur Abtrennung von Zellkernen und
Debris. Die Uberstiinde, in denen sowohl 18sliche Proteine als auch Membranproteine vorliegen,

wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.21 Reinigung von rekombinantem ARIEL mit Nickel-Chelat-
Affinitits-Chromatographie nach Expression in E. coli

Das Prinzip dieser chromatographischen Methode beruht auf der Eigenschaft bestimmter
Aminosduren, insbesondere Histidin, als Elektronen-Donor zu fungieren und so an Metallionen,
vor allem Nickel und Kupfer, zu binden (Hochuli et al., 1988). Die Metallionen sind wiederum
tiber Nitrilotriessigsdure an ein Tragermaterial (Agarose) gebunden. Die Elution des Proteins
erfolgt entweder durch eine Verringerung des pH-Wertes, was eine Protonierung der Histidin-
Reste bewirkt, die dadurch nicht mehr an die Nickel Ionen binden kénnen oder durch Einsatz von
Imidazol, das als Kompetitor wirkt und ab einer Konzentration von ca.100 mM die Histidin-Reste
der Proteine aus den Histidin-Nickel-Bindungen verdrangt.

Die sedimentierten Bakterien der Expressionskultur (2.4.3) wurden in Sonication-Pufter pH 8,0
resuspendiert (ca. 5 ml/g Sediment) und 3 x 20 s auf Eis beschallt (Stufe 3-4, Sonifier 250,
Branson, USA). Es folgte ein Zentrifugation mit 15.000 x g fiir 15 min. Der Uberstand wurde
dekantiert und mit 2,5 ml NiNTA-Superflow (Qiagen) iiber Nacht bei 4°C rotiert. Diese
Suspension wurde auf eine Siule iberfiihrt, sedimentiert und mit Sonication-Puffer nach

folgendem Protokoll gewaschen und eluiert:

Waschschritte: pH 8,0 20 Sédulenvolumen
pH 6,0 20 Saulenvolumen
pH 5,0 20 Sédulenvolumen

Elution: pH 4,5 6 x 4 Séulenvolumen
pH 4,0 6 x 4 Séulenvolumen

Die erhaltenen Elutionsfraktionen wurden jeweils vereinigt, im Dialyseschlauch gegen
Polyethylenglykol eingeengt, gegen 50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,4 dialysiert, aliquotiert
und bei -20°C gelagert.
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2.22 Reinigung von ARIEL aus E. histolytica-Trophozoiten

2.22.1 Fast-Protein-Liquid-Chromatographie (FPLC) von Amobenextrakten
Solubilisate aus Trophozoiten-Membranen (30 mM Na-Acetatpuffer, pH 5,2 mit 0,1 bzw.
0,8 % Octylglucosid) wurden bei 4°C mit einer Flussrate von 0,5 ml/min iiber eine
Anionenaustauscher-Saule (MonoQ HR 5/5; Amersham Biosciences) gegeben und die Séule
anschlieBend mit dem 10fachen Sé&ulenvolumen des gleichen Puffers gewaschen. Die
aufgetragene Gesamtproteinmenge betrug ca. 4 mg. Die Elution erfolgte wiederum in dem
gleichen Puffer durch einen NaCl-Gradienten (0-0,5 M) iiber das 20fache Sdulenvolumen. Es

wurden Fraktionen von 0,5 ml gesammelt.

2.22.2 Affinititschromatographische Reinigung iiber gekoppelte Antikorper
mit Hilfe von Dynabeads®

Das Prinzip dieser Reinigung ist die spezifische Affinitit vom Antikérper zum entsprechenden
Antigen. An sogenannte beads (kleine beschichtete Eisenkugeln; & 2.8 um) gekoppelte
spezifische Antikdrper werden mit der Antigen enthaltenden Losung inkubiert. Nach Bindung
des Antigens an die beads-gekoppelten Antikorper und anschlieBender Separation (mit Hilfe
eines Magneten, da die beads einen Eisenkern besitzen) wird der Uberstand, der nur noch nicht
bindende Bestandteile enthélt, abgenommen. Das Antigen lésst sich, so gebunden, waschen und
wieder vom Antikorper eluieren. Um zu verhindern, dass wihrend der Elution auch die an die
beads gekoppelten Antikorper eluiert werden, kann man diese zuvor kovalent an die beads
binden. Dies ermoglicht zudem eine Wiederbenutzung der gekoppelten beads, die im folgenden

als AK-beads bezeichnet werden.

Kopplung von Antikérpern an Dvnabeads®

Verwendet wurden "Dynabeads® M-280 sheep anti-rabbit IgG" (Dynal). Die Kopplung von 30
ug Antikdrper pro 1 x 10® beads erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Antikdrper

wurden zusdtzlich nach Angaben des Herstellers kovalent mit den beads verbunden.

Reinigung von ARIEL aus Membranextrakten von E. histolytica-Trophozoiten

0,8 % Octylglucosid Membransolubilisat wurden zunéchst gegen 250 Volumen 20 mM Tris-HCI,
4 mM CaCl,, pH 7,4 ohne Octylglucosid dialysiert. 200 pl dieses Dialysats wurden mit
Proteinase-Inhibitoren (je 1x Inhibitor-Mix, PMSF und Leupeptin) mit 4 x 10® AK-beads iiber
Nacht bei 4°C unter Rotieren inkubiert. Fiir ein gutes Mengenverhiltnis von AK-beads zum
Inkubationsvolumen wurde der Ansatz mit dem oben genannten Puffer auf 1 ml eingestellt. Nach

Inkubation wurde der Uberstand abgenommen, die AK-beads mit 4 x 1 ml des gleichen Puffers
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gewaschen und das gebundene ARIEL in 400 ul 0,5 M Glycin, 150 mM NaCl, pH 2,3 eluiert.
Zur sofortigen Neutralisation des Eluats wurden 80 pul 1 M Tris, pH 9,5 im Auffanggefall

vorgelegt.

2.22.3 Reinigung von ARIEL iiber den HisTag mit Nickel-Chelat-Affinitéits-
Chromatographie

Reinigung von membrangebundenem HisTag-ARIEL

Dazu wurden Extrakte aus E. histolytica-Trophozoiten hergestellt, die ein membranstindiges
ARIEL exprimieren, das in der Ndhe des N-Terminus eine Abfolge von 8 Histidin-Resten trigt.
Der HisTag sollte die Reinigung dieses ARIELSs iiber eine NiNTA-Matrix ermoglichen. Fiir die
Herstellung der Extrakte wurden 1,9 x 10° Zellen eingesetzt, die unter einer Selektion mit 50
ug/ml G418 kultiviert worden waren. Die Herstellung des Membransolubilisats erfolgte wie unter
2.19.1 beschrieben. Der erhaltene 2 %(w/v) Octylglucosid-Extrakt (3,3 ml) wurde mit Puffer A
auf eine Endkonzentration von 0,1 %(w/v) Octylglucosid verdiinnt und 1 h bei RT rotiert, um die
Proteine vollstindig zu denaturieren. Es folgte eine Zentrifugation von 15 min mit 10.000 x g bei
RT, um eventuell ausgefallenes Material zu sedimentieren. Der Uberstand wurde 1 h bei RT mit
I ml NiNTA-Agarose (dquilibriert nach Angaben des Herstellers, QIAGEN) rotiert. Die
Suspension wurde auf eine Siule gegeben und langsam sedimentiert. Alle Wasch- und

Elutionsschritte erfolgten in Puffer B mit den entsprechend eingestellten pH-Werten nach

folgendem Protokoll:

Waschschritt pH 8,0 20 Sdulenvolumen
pH 6,3 10 Saulenvolumen
pH 5,9 8 Sdulenvolumen

Elution pH 5,0 5 Sdulenvolumen
pH 4,5 5 Sdulenvolumen

In den Fraktionen wurde durch Zugabe von 10 %(w/v) Octylglucosid in PBS eine
Endkonzentration von 0,1 %(w/v) Octylglucosid eingestellt, um eine eventuelle Adhision der
Proteine an hydrophobe Oberflachen der Gefd3e zu verhindern. Die Eluate wurden durch Zugabe
eines zuvor ermittelten Volumens 1 M Tris pH 11 neutralisiert. Proben des Ausgangsmaterials,
Durchflusses und der ersten zwei Waschfraktionen wurden gegen das 100fache Volumen Puffer
B, pH 8,0 dialysiert (Ausschlussvolumen des Dialyseschlauches 12-14 kD; Serva) um das
Guanidiniumhydrochlorid zu entfernen, da es in der SDS-PAGE stort.
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Reinigung von loslichem (zytoplasmatischen) HisTag-ARIEL

Diese Reinigung erfolgte nach einem etwas verdnderten Protokoll der Reinigung des
membrangebundenen HisTag-ARIELs (siche oben). Dieses ARIEL wurde nicht aus
Membransolubilisat gereinigt, da ihm der GPI-Anker fehlt und es daher in der 16slichen Fraktion
(Uberstand nach der ersten 150.000 x g Zentrifugation; 2.19.1) zu finden ist. Das Verhéltnis von
extrahierten Zellen zum Sdulenvolumen war identisch mit dem der Reinigung des
membrangebundenen HisTag-ARIELs. Der Basispuffer fiir Bindung, Waschen und Elution war
PBS mit 0,4 M NaCl und 20 mM Imidazol. Imidazol verringerte in dieser Konzentration die
Bindung von unspezifischen Proteinen an die NiINTA-Matrix. Auch hier wurden die Eluate durch
Zugabe eines zuvor ermittelten Volumens 1 M Tris pH 11 neutralisiert. Die Inkubation der

Sdulenmatrix mit der Probe betrug 1 h bei RT. Gewaschen und eluiert wurde folgendermalien:

Waschschritt pH 8,0 20 Saulenvolumen
pH 6,3 100 Sadulenvolumen
pH 5.9 100 Saulenvolumen
pH 5,6 100 Saulenvolumen

Elution pH 4,5 15 Sdulenvolumen

2.23 Enzymatischer Verdau von ARIEL in Extrakten und intakten
Zellen

2.23.1 Verdau von ARIEL mit N-Glycosidase F in Membransolubilisaten

Durch den Verdau mit N-Glycosidase F werden Zuckerreste abgespalten, die iiber
N-glykosidische Bindungen mit dem Protein verkniipft sind. Ein verdautes Glykoprotein sollte in
einer SDS-PAGE ein geringeres Molekulargewicht zeigen.

Ausgangsmaterial war ein Dialysat aus Membransolubilisat (0,8 %(w/v) Octylglucosid, 20 mM
Tris-HCI, 4 mM CaCl,, pH 7,4) von E. histolytica-Trophozoiten. Dialysiert wurde zuvor gegen
das 200fache Volumen des gleichen Puffers ohne Octylglucosid iiber Nacht bei 4°C
(Ausschlussvolumen des Dialyseschlauches 12-14 kDa; Serva). Nach Zugabe von 40 pl einer
Kontrollprotein-Stammldsung (Asialofetuin: Stammldsung 1 mg/ml) und 2 pl SDS-Stammldsung
(20 %(w/v)) zu 40 pl des Dialysats wurde der Ansatz 5 min bei 95°C inkubiert. Durch diese
Denaturierung ldsst sich (nach Angaben des Herstellers, Roche, Mannheim) die
Deglykolsylierungsrate der N-Glycosidase F betrdchtlich steigern. Da jedoch die N-Glycosidase
F durch SDS gehemmt wird, muss wéhrend des Verdaus ein zweites Detergenz in 5-10fachem
Uberschuss vorliegen. Dies wurde durch Verdiinnung mit 360 pl des oben genannten Puffers (mit
0,8 %(w/v) Octylglucosid) erreicht. Die so vorbereitete Probe wurde nach Zugabe von 1,6 U
N-Glycosidase F fiir 17 bzw. 40 h bei 37°C verdaut. Nach 17 h wurden weitere 1,6 U des Enzyms
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zugegeben. Die Kontrollen wurden unter den gleichen Bedingungen ohne Enzymzugaben

inkubiert.

2.23.3 Verdau von ARIEL mit Phosphatidylinositolspezifischer
Phospholipase C (PIPLC) in intakten Amoben mit anschlieBender
Triton-Phasen-Separation

Trophozoiten wurden geerntet, zweimal in kaltem PBS gewaschen und fiir die Ansdtze in
Aliquots 4 2,5 x 10° Zellen durch Zentrifugation mit 300 x g fiir 3 min bei 4°C sedimentiert. Die
Zellen wurden einmal in 200 pul 25 mM Tris-Acetat-Puffer, pH 7,4 gewaschen. Der Verdau
erfolgte in diesem Puffer in einem Gesamtvolumen von 83,3 pl mit 10 U/ml PIPLC und
Proteinase-Inhibitoren (je 5x Inhibitor-Mix und Leupeptin). Als internes Kontrollprotein wurden
je 2 ng mf-VSG (membraneform Variant-Surface-Glycoprotein) zugegeben. Zusétzlich wurde
eine Kontrolle des Verdaus von mf-VSG in dem oben genannten Puffer ohne Amdben
durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte unter leichtem Schiitteln bei 37°C. Alle 5-10 min wurden
sedimentierte Zellen durch leichtes Mischen wieder suspendiert.
Die Proben wurden anschlieend einer Triton-Phasen-Separation unterzogen (Bordier, 1981).
Dabei wird eine Probe mit Triton X-114 (Endkonzentration ca. 2 %) versetzt und gemischt.
Durch Erwérmen der Losung auf 37°C bilden sich zwei Phasen, da das Triton (oberhalb seines
sogenannten Wolkenpunktes) ausfdllt. In der oberen (wissrigen) Phase befinden sich nun
hydrophile Proteine und in der unteren (detergenzreichen) Phase amphiphile Proteine. GPI-
verankerte Proteine finden sich ebenfalls in der detergenzreichen Phase. Wurde jedoch der
hydrophobe GPI-Anker entfernt (z.B. enzymatisch durch Phospholipase C-Verdau), verlieren sie
an Hydrophobizitit und sind somit nach einer Triton-Phasen-Separation in der wissrigen Phase
wiederzufinden.

Zu den Proben wurde 1/5 Volumen einer vorkondensierten Triton X-114 (siche nachstehendes

Protokoll) gegeben, gevortext und 5 min auf Eis unter gelegentlichem Mischen inkubiert. Um fiir

eine  anschlieBende =~ SDS-PAGE der erhaltenen Proben deren Volumina und

Detergenzkonzentrationen anzugleichen, wurde fiir jede Probe ein korrespondierender Ansatz mit

Puffer anstelle von Probenmaterial angefertigt. Es folgte eine Inkubation fiir 5 min bei 37°C mit

anschlieBender Zentrifugation fiir 30 s mit 15.000 x g. Danach wurden die Phasen der Proben mit

den entsprechenden Phasen der korrespondierenden Ansitze ausgetauscht, gevortext und mit
einer SDS-PAGE analysiert.

Vorkondensation der Triton X-114 Stammldsung

Da Triton X-114 oft mit hydrophilen Bestandteilen verunreinigt ist, muss es vor Verwendung
durch mehrere Phasen-Separations-Zyklen gereinigt werden. Das geschah nach dem
entsprechenden Protokoll aus "Current Protocols in Molecular Biology,Volume 3,17.8, 1993"
(Ausubel et al., 1993).
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2.24 Chemische Abspaltung des GPI-Ankers durch saure NO,-
Deaminierung

Durch die saure NO,-Deaminierung lédsst sich spezifisch die glykosidische Bindung zwischen
dem nicht acetylierten Glukosamin und dem Inositol im GPI-Anker spalten, so dass der
hydrophobe Phosphatidylinositol-Rest von der Peptidkette entfernt wird.

Membransolubilisate (0,8 %(w/v) Octylglucosid) wurden nach Zugabe der Proteinase-Inhibitoren
(je 1x Inhibitor-Mix, PMSF und Leupeptin) mit I Volumen 200 mM Na-Acetat, pH 3,5 versetzt.
Durch Zugabe von 2 Volumen 0,5 M NaNO; bzw. 0,5 M NaCl (als Kontrollen) wurde die
chemische Deaminierung gestartet und bei RT inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
50 ul-Proben entnommen und mit 27 ul 1 M Tris pH 11 neutralisiert, um die Reaktion zu

stoppen.

2.25 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie kdnnen Proteine innerhalb von Zellen oder auf
deren Oberfliche durch Einsatz fluoreszenzmarkierter Antikorper lokalisiert werden.
Trophozoiten von E. histolytica und E. dispar (ca. 3 x 10° pro Ansatz) wurden geerntet und mit
PBS-A gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden jeweils in Volumina von 1 ml/Ansatz
durchgefiihrt (Das Inkubationsvolumen des ersten Antikorpers wurde bei Bedarf auf 0,5
ml/Ansatz herabgesetzt). Die Behandlung der Zellen erfolgte nach dem aufgefiihrten Protokoll
bei RT. Alle Zentrifugationsschritte wurden fiir 3-4 min bei 300 x g durchgefiihrt. Die
Inkubationsschritte erfolgten auf einem Rotationsschiittler.

1. Fixierung der Zellen in 3 %(v/v) Paraformaldehyd (Stamm-Ldsung: 40 %(w/v)) in Cacodylat-
Puffer fiir 1 h bei RT;
Waschen der Zellen in PBS-S;
Absittigung von Aldehyden fiir 15 min in 50 mM NH4Cl in PBS-S;
Waschen der Zellen in PBS-S;

Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit 2 %(v/v) fotalem Kélberserum in PBS-S fiir

A

10 min;
6. Inkubation mit dem entsprechenden ersten Antikorper verdiinnt in PBS-S fiir 1 h;
7. 3 mal Waschen in PBS;
8. Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundér-Antikorper, folgendermalen verdiinnt
in PBS-S mit 1 %(w/v) BSA:
anti-Kaninchen-FITC-Konjugat 1/400,
anti-Maus-FITC-Konjugat 1/200;
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9. 3 mal Waschen der Zellen in PBS (dem letzten Waschschritt wurde gegen
Bakterienbewuchs 0,05 %(w/v) Na-Azid zugegeben);

10. Die Zellen wurden je nach Sedimentgrof3e in einem kleinen Volumen (ca. 30 pl) PBS mit
0.05 %(w/v) Na-Azid und einem kleinen Tropfen Vectashield® (Vector Laboratories)
resuspendiert und 12 pl der Suspension auf einen Objekttriger pipettiert. Vectashield® dient
der Reduktion des Ausbleichens der Fluoreszenzfarbstoffe wahrend des Mikroskopierens.
Nach Auflegen des Deckgléschens (24 x 36 mm) wurden die Rénder mit Fixogum (Marabu)
abgedichtet und die Priparate bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

Die Proben wurden mit dem Fluoreszenz-Mikroskop Leica DMRB, der angeschlossenen
konfokalen Lasereinheit TCS-NT (Leica) und der dazugehdrigen Software oder mit dem
Fluoreszenz-Mikroskop Axioskop 2 Plus (Carl Zeiss) und der OmniLab Software (Improvision)
analysiert.

Fiir die Immunfluoreszenz-Aufnahmen von Amdben mit intakter Zellmembran wurde das gleiche

Protokoll unter Verwendung von PBS-A anstelle von PBS-S angewendet.

2.26 Bestimmung der zytopathischen Aktivitit
(Zytopathogenitits-Assay)

Anhand des Ausmalles der Zerstorung eines CHO-Zellrasen wurde die zytopathische Aktivitdt
von E. dispar bestimmt. Die Zerstorung des CHO-Zellrasens durch E. dispar-Trophozoiten
wurde nach einer modifizierten Methode von Bracha und Mirelman (1984) durchgefiihrt. 48 h
vor Versuchsbeginn wurden jeweils 1 x 10° CHO-Zellen in 24 Well-Zellkulturplatten (Nunc)
ausgesiht. Ebenfalls 48 h vor Versuchs-Beginn wurden jeweils 0,5 x 10° Amében in eine
Zellkulturflasche (250 ml) eingesiht. E. dispar-Trophozoiten wurden fiir diesen Zeitraum mit und
ohne Crithidia fasciculata kultiviert. Der Versuch wurde dann nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:
l. Die CHO-Zellen wurden mit 1 ml warmem inkompletten RPMI-Medium
(RPMI-i) gewaschen und in 500 ul RPMI-i wihrend der Vorbereitung der Amoben bei
37°C und 5 % CO; inkubiert;
2. Amoben wurden geerntet, einmal mit 14 ml warmem inkompletten TY-1-S33 (TY-i1)
gewaschen und in 1,1 ml desgleichen Mediums resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit
TY-i auf 0,333 x 10° Zellen/ml eingestellt;
Das Medium der CHO-Zellen wurde gegen warmes RPMI-i gewechselt;
Zu den CHO-Zellen wurden je 300 ul der Amébensuspension (1 x 10° Zellen) gegeben;
Inkubation fir 1 h bei 37°C und 5 % CO»;

Ablosen der Amoben durch Inkubation fiir 20 min auf Eis;

AR
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7. Waschen der CHO-Zellen mit 2 x 2 ml kaltem RPMI-i;

8. Fixierung der verbliebenen CHO-Zellen durch Inkubation fiir 10 min bei RT in 1 ml 4
%(w/v) Formaldehyd in PBS (L&sung frisch ansetzen);

9. Waschen mit 1 ml PBS;

10. Féarbung der Zellen fiir 10 min bei RT in 0,5 ml 0,1 %(w/v) Methylenblau in CHO-
Gebrauchslosung;

11. 3 mal Waschen in 1:10 verdiinnter CHO-Gebrauchsldsung;

12.  Lysieren der Zellen in 1 ml 0,1 M Salzséure und Inkubation fiir 30 min bei 37°C;

13.  Messung des freigesetzten Methylenblaus anhand der Absorption bei 660 nm.

Die Methylenblaufarbung ist proportional zum Anteil der verbliebenen adhdrenten CHO-Zellen.
Als Kontrollen dienten CHO-Zellen, die ohne Trophozoiten inkubiert wurden (0%

Zellrasenzerstorung).

2.27 Bestimmung der Erythrophagozytose-Rate

Mit Hilfe von Erythrozyten lisst sich die Phagozytose-Rate von Amodben quantitativ bestimmen
(Trissl et al., 1978; Mora-Galindo et al.; 1997). Firr die Versuche wurden 48 h vor
Versuchsbeginn je 2,5 x 10° E. dispar-Trophozoiten pro 250 ml-Zellkulturflasche mit Crithidia
fasciculata eingeséht.

Frische Erythrozyten (Blutgruppe 0, Rhesus positiv) wurden dreimal mit dem 7-fachen Volumen
inkomplettem TY-I-S33 (TY-1) gewaschen, jeweils mit 2.000 x g fiir 3 min sedimentiert und auf
5 x 10® Zellen/ml in TY-i eingestellt. Die Am&ben wurden geerntet, zweimal in 12,5 ml kaltem
TY-i (pro Kulturflasche) gewaschen und auf 5,6 x 10° Zellen/ml in TY-i eingestellt. Von dieser
Verdiinnung wurden 360 pl pro Ansatz (2 x 10° Zellen) in einem InkubationsgefiB vorgelegt und
auf Eis inkubiert. Vor Zugabe von je 40 ul Erythrozyten-Verdiinnung (2 x 10’ Zellen) wurden die
Amoben bei 37°C fiir 5 min vorinkubiert. Die Inkubation der Erythrozyten mit den Amdben
(100:1) erfolgte nach Mischen im Wasserbad bei 37°C fiir unterschiedliche Zeitintervalle.
Abgestoppt wurde die Phagozytose durch Zugabe von 10 ml Aqua bidest, was eine Osmolyse der
nicht phagozytierten Erythrozyten bewirkt. Die Amdben wurden mit 350 x g fiir 3 min bei RT
sedimentiert und mit 2 ml NaPBS gewaschen. Es folgte ein Zentrifugation mit 600 x g fiir 2-3
min und ziigiges Absaugen der Uberstinde. Die Amdben wurden zuletzt in 1 ml 90 %(v/v)
Ameisensdure lysiert, wodurch das Hamoglobin der phagozytierten Erythrozyten freigesetzt
wurde. Die relative Menge an Himoglobin wurde quantifiziert, indem die Absorption der Proben
bei 397 nm photometrisch gegen einen Reagenzienleerwert gemessen wurde. Die gemessenen
Werte der Proben wurden gegen die Werte zum Zeitpunkt O korrigiert. Als Kontrollen dienten

Amoben, die ohne Erythrozyten inkubiert worden waren.
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2.28 Bestimmung der Adhéirenz von Amoben an CHO-Zellen

Um festzustellen, ob ARIEL als Membranprotein einen Einfluss auf die Adhédrenz an Zielzellen
hat, wurde die Adhirenz von Trophozoiten an CHO-Zellen bestimmt. Basierend auf ein Protokoll
von Ravdin und Guerrant (1981) wurden die Versuche folgendermaflen durchgefiihrt. Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten mit 300 x g fiir 3 min. CHO-Zellen sowie Amoben wurden
hierfiir wihrend der spéten logarithmischen Wachstumsphase geerntet. E. dispar-Trophozoiten
wurden 12 h vor Versuchsbeginn ohne Crithidia fasciculata kultiviert. Die CHO-Zellen wurden
durch Trypsinierung vom Kulturflaschenboden abgelost, in frischem RPMI-Medium (ca. 10 ml
pro 250 ml-Kulturflasche) resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die CHO-Zellen wurden
dann wahrend der Vorbereitung der Amdben bei RT mit gelegentlichem leichten Mischen stehen
gelassen, um nach der Trypsinbehandlung ca. 1 h zu regenerieren bevor der Versuch gestartet
wird. Direkt vor Versuchsbeginn wurde dann ein Aliquot dieser Suspension durch Zentrifugation
sedimentiert und in einem entsprechenden Volumen RPMI-A mit 0,5 %(w/v) BSA resuspendiert,
so dass eine Zellzahl von 8 x 10° Zellen/ml eingestellt wurde. Die Amédben wurden geerntet,
einmal in ca. 3 ml (pro 250 ml-Kulturflasche) RPMI-A mit 0,5 %(w/v) BSA gewaschen und in
1 ml RPMI-A mit 0,5 %(w/v) BSA + 1,5u1 BCECF AM-Stammlésung (nach Angaben des
Herstellers, Molecular Probes) fiir 15 min bei 37°C im Wasserbad unter gelegentlichem
Schwenken inkubiert. Die Farbung der Amoben mit diesem Fluoreszenzfarbstoff ist einerseits ein
Nachweis fiir deren Viabilitdt, da durch intrazelluldre Esterasen BCECF gebildet wird (BCECF
ist durch ein breites ultraviolettes Spektrum anregbar und emittiert sichtbares griines Licht von
ca. 535 nm). Gleichzeitig dient diese Markierung der besseren Unterscheidung zwischen Amoben
und CHO-Zellen wihrend des Mikroskopierens. Danach wurden die Amdben einmal mit 2,5 ml
und einmal mit 1,5 ml kaltem RPMI-A gewaschen und die Zellzahl auf 4 x 10* Zellen/ml
eingestellt. Von den vorbereiteten Zellsuspensionen der CHO-Zellen und der Amoben wurden je
500 pul zusammen gegeben, gemischt und durch Zentrifugation mit nur 120 x g fiir 2 min
sedimentiert. Dieser Ansatz wurde 2 h auf Eis inkubiert damit die Zellen adhérieren konnen, die
Amében jedoch die CHO-Zellen nicht lysieren. 900 ul des Uberstands wurden abgenommen, der
Rest sehr vorsichtig resuspendiert, ein Aliquot auf einen Objekttrager gegeben und die Amoben
mit den adhdrenten CHO-Zellen am Fluoreszenz-Mikroskop (Leica DMRB, Leica, Wetzlar)

ausgezdhlt.
2.29 Bildung von Leberabszessen in Wiistenrennmausen

Die Fiahigkeit von Amoben, Leberabszesse zu verursachen, kann nur in einem Tiermodell
untersucht werden. Dazu wurden Amoben, wie von Lotter et al. (1997) beschrieben, in die
Lebern von Wiistenrennmédusen (Meriones unguiculatus) injiziert. Dies wurde freundlicherweise

von Dr. Hanna Lotter (Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg) durchgefiihrt.
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E. dispar-Trophozoiten wurden geerntet, zweimal mit inkomplettem TY-1-S33-Medium (TY-1)
gewaschen und wieder in TY-i resuspendiert. In einem Volumen von 100 pl wurden 1 x 10°
Zellen in den rechten Leberlappen der Tiere injiziert. Nach einer Woche wurden die Tiere getdtet
und die Anzahl und das Gewicht der Abszesse bestimmt.

Die Experimente mit immunisierten Wiistenrennméausen wurden mit E. histolytica-Trophozoiten
durchgefiihrt, die aus dem Leberabszess einer Wiistenrennmaus kultiviert worden waren. Da
diese Amdben eine hohere Virulenz zeigen, wurden nur je 2 x 10° Zellen, wie oben beschrieben,
appliziert. Die Wiistenrennméduse waren zuvor mit rekombinantem ARIEL immunisiert worden.
Dazu wurden einer Gruppe von 6 Tieren je 50 png rekombinantes ARIEL in komplettem Freund's
Adjuvans intraperitoneal injiziert. Es folgten 3 weitere Injektionen der gleichen Menge ARIEL in
inkomplettem Freund's Adjuvans. 6 Kontrolltiere wurden unter den gleichen Bedingungen,
jedoch mit Adjuvans und Puffer, immunisiert. Die Applikation der Amoben erfolgte zwei

Wochen nach der letzten Injektion.
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3. Ergebnisse

Mehrere fiir die Pathogenitit von E. histolytica funktionell bedeutsame Molekiile wurden bereits
beschrieben. Diese Molekiile sind jedoch ausnahmslos auch in der phylogenetisch eng
verwandten, apathogenen Spezies E. dispar zu finden und man hat bisher auf Proteinebene kaum
Unterschiede gefunden, die die Pathogenitit bzw. nicht-Pathogenitdt ausreichend erkldren
konnten. Auf der Suche nach genetischen Unterschieden zwischen den beiden Spezies wurde in
E. histolytica die ariel-Genfamilie entdeckt. Da ARIEL-Proteine in E. dispar fehlen, stellte sich
die Frage, welche Funktion(en) sie in E. histolytica haben und ob sie eventuell einen
entscheidenden Pathogenitétsfaktor darstellen. Daher sollte ARIEL im Zuge dieser Arbeit aus
Amoben-Extrakten gereinigt, charakterisiert und auf mégliche Funktionen untersucht werden.

ARIEL ist auBerdem ein potenzielles Oberflichenantigen und konnte somit unter
immunologischen Aspekten interessant sein. Diesbeziiglich sollte seine Eignung als
Impfstoffkandidat und sein Potenzial flir eine spezifische Serodiagnostik untersucht werden.
Hinweise auf eventuelle immunogene Eigenschaften von ARIEL ergeben sich aus der hohen
Ahnlichkeit zu SREHP, fiir das bereits in einer Vielzahl von Experimenten eine hohe
Immunogenitit gezeigt werden konnte und das eines der am besten untersuchten Molekiile fiir

einen moglichen Impfstoff gegen die Amdobiasis darstellt.

3.1 Rekombinante Expression von ARIEL in Escherichia coli und
Reinigung iiber NiNTA-Agarose

Fiir Impfstudien und zur Herstellung spezifischer Antikdrper war es notwendig gereinigtes
ARIEL in ausreichenden Mengen zu gewinnen. Dies sollte erzielt werden durch rekombinante
Expression des Proteins in Escherichia coli und anschlieBende Reinigung des rekombinanten
Proteins aus Bakterienlysaten. Hierzu wurde zunichst die Kopie eines arie/-Gens aus
genomischer E. histolytica-DNA durch PCR amplifiziert.

Sequenzierung des Amplifikates ergab, dass es die vollstindige kodierende Sequenz eines ariel-
Gens enthielt. Die amino- und carboxyterminalen Bereiche waren identisch mit den Sequenzen
der bisher bekannten acht arie/-Gene. Unterschiede waren jedoch innerhalb der repeat-Doméne
festzustellen. Die hier amplifizierte ariel-Gensequenz kodiert fiir ein Protein mit 18 repeats und
stellt somit das langste bisher bekannte ariel-Gen aus E. histolytica dar. Fiir die rekombinante
Expression in E. coli wurde ein 555 bp Fragment herausgeschnitten, dem am 5'-Ende 57 bp und

am 3’-Ende 84 bp der vollstindigen, kodierenden arie/-Sequenz fehlten. Dieses Fragment wurde
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in den prokaryotischen Expressionsvektor pHisT7B ligiert (pHisT7B-arie/). Dem in dieser Form
exprimierten Genprodukt fehlte der hydrophobe Aminoterminus und der hydrophobe
Carboxyterminus des vollstindigen ARIELs, was zu einem rekombinanten Protein fiihrte, das
nach der bakteriellen Expression in der 16slichen Fraktion der Zellextrakte zu finden war und
somit die nachfolgende Reinigung erleichterte.

AuBerdem erhielt das rekombinante ARIEL durch die Expression in diesem Vektor zusitzlich
eine aminoterminale Abfolge von acht Histidin-Resten, die die Reinigung des rekombinanten
Proteins iiber Nickel-Chelat-Affinitdts-Chromatographie, also auch unter stark denaturierenden
Bedingungen, ermdglichte. Stark denaturierende Bedingungen (z.B. 6 M Guanidinium-HCI oder
8 M Harnstoff), sind oftmals notwendig, um rekombinant exprimierte Proteine in Losung zu
bringen.

Nach Induktion der Expression war in der SDS-PAGE des 16slichen Gesamtextraktes unter
reduzierenden Bedingungen das rekombinante ARIEL in Form einer zusitzlichen Bande bei ca.
44 kDa zu erkennen (Abbildung 2: a und b). Expressionskulturen von 1.000 ml ergaben nach
Reinigung, Einengung und Dialyse eine Gesamtmenge von ca. 20 mg des rekombinanten
ARIELs. Ebenfalls dargestellt in Abbildung 2 (c) ist eine SDS-PAGE des gereinigten Proteins. Es
erscheint als Bande mit einer Gréfle von ca. 44 kDa. Die rechnerische GroB3e des rekombinanten
Proteins ist mit 23 kDa auffilligerweise nur ca. halb so gro. Western-Blot Analysen dieser
Fraktionen mit anti-ARIEL-Antikdrpern, die freundlicherweise von Prof. Samuelson zur
Verfiigung gestellt wurden, reagierten mit dieser Bande. Zusétzlich wurde durch

Proteinsequenzierung die Identitdt des Proteins bestatigt.

kDa

148 | —

60 |—

42 |—
30 [—
22 |—

g

24
"

0100 R

I

a b c

Abbildung 2: Expression und Reinigung von rekombinantem ARIEL.
Das Gen fur ARIEL wurde in den prokaryotischen Expressionsvektor pHisT7B kloniert
und in E. coli transformiert. Nach Induktion mit IPTG wurde das rekombinante Protein
Uber NiINTA-Agarose chromatographisch gereinigt. Dargestellt ist eine Coomassie-
gefarbte SDS-PAGE von E. coli-Lysaten (a) vor und (b) nach Induktion und (c) eine
SDS-PAGE von gereinigtem ARIEL nach Silberfarbung.
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3.2 Untersuchungen zu immunologischen Eigenschaften von
rekombinantem ARIEL

Da ein Antigen, das auf der Zellmembran eines Parasiten lokalisiert ist, prinzipiell dem
Immunsystem des Wirts ausgesetzt ist, kann ein solches Oberflichenantigen unter
immunologischen Gesichtspunkten interessant sein. Die Primérstruktur von ARIEL deutet
aufgrund der amino- und carboxyterminalen hydrophoben Bereiche auf eine
Membranlokalisation hin. Dazu kommt die bereits erwihnte hohe Ahnlichkeit mit SREHP, fiir
das eine Lokalisation auf der Zellmembran schon nachgewiesen wurde (Die Lokalisation von
ARIEL in E. histolytica-Trophozoiten wird unter 3.4 gezeigt). Es stellte sich also die Frage, ob

die hohe Immunogenitit von SREHP auch fiir ARIEL nachzuweisen ist.

3.2.1 Untersuchung zur Schutzfunktion von ARIEL gegen
Amobenleberabszesse nach Immunisierung von Wiistenrennmiusen
(Meriones unguiculatus)

Die Eignung eines Antigens als Impfstoff gegen Amdbiasis ldsst sich nur im Tiermodell

untersuchen. Das Standard-Tiermodell mit dem dies untersucht werden kann, ist die

Immunisierung von Wiistenrennmausen (Meriones unguiculatus) mit dem entsprechenden

Antigen. Die Versuchstiere werden dazu mit dem zu testenden Antigen immunisiert, bevor durch

intrahepatische Applikation von E. histolytica-Trophozoiten die Bildung von Abszessen in der

Leber induziert wird. Ein erwirkter Immunschutz zeigt sich in Form einer totalen Inhibition oder

Reduktion der Abszessbildung. Die Immunisierung von Wiistenrennmdusen mit rekombinantem

SREHP hatte bereits in fritheren Untersuchungen eine signifikante Reduktion der Abszessbildung

ergeben, daher sollte nun auch ARIEL auf diese Fahigkeit untersucht werden.

Nach einer Grundimmunisierung und drei darauf folgenden Auffrischungsimpfungen wurden den

6 Versuchstieren jeweils 2 x 10° virulente E. histolytica-Trophozoiten intrahepatisch injiziert.

Eine Woche nach der Applikation der Amdben wurde die Leber der Tiere hinsichtlich der

Ausbildung von Abszessen untersucht (Abbildung 3). 6 Kontrolltiere wurden parallel nur mit

Puffer und Adjuvans immunisiert.
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Abbildung 3: =zeitlicher Ablauf der Immunisierung von Wistenrennmausen mit rekombinantem
ARIEL und anschlieRenden Induktion von Amdbenleberabszessen.

Die Ergebnisse ergaben, dass alle Tiere Leberabszesse entwickelt hatten. Die Abszesse der mit
ARIEL immunisierten Tiere zeigten im Bezug auf das Gewicht der Leber einen prozentualen
Anteil von 9,8% =+ 5,3. Die Abszesse in den Kontrolltieren wiesen einen Wert von 9,5% =+ 2,6
auf. Hinsichtlich der Abszessgrofle war also kein signifikanter Unterschied zwischen den mit
ARIEL immunisierten und den Kontrolltieren festzustellen (Tabelle 5).

Zusiétzlich wurden die Seren der Versuchstiere im ELISA gegen rekombinantes ARIEL
untersucht, um festzustellen ob durch die erfolgte Immunisierung signifikante Antikorper-Titer
induziert wurden. Die mit ARIEL immunisierten Tiere waren bei Serumverdiinnungen von
1/1600 bis >1/6400 im ELISA positiv, wihrend die Kontrolltiere keine signifikanten Antikorper-

Titer zeigten.

Tabelle 5: Induktion von Amdbeneberabszessen in Wistenrennmausen nach Immunisierung
mit rekombinantem ARIEL.

Gewicht des | Gewicht der | Gewichtsprozent a-ARIEL-
Abszesses ing| Lebering Abszess/Leber | Antikérper-Titer

0,244 1,70 13,2 -
0,190 1,95 a7 -
) 0,257 2,10 12,2 -
Kontrolltiere 0,165 1.80 9.2 95+26 )
0,110 1,70 6,5 -
0,095 1,52 6,3 -

0,095 1,70 56 >6400

0,021 1,67 1,3 6400

immunisierte 0,210 2,13 9,9 >6400

Tiere 0,200 1,84 10,9 98£53 1600

0,410 2,24 18,3 >6400

0,240 1,90 12,6 3200
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3.2.2  Priavalenz von Antikorpern gegen rekombinantes ARIEL in Seren von
Personen mit und ohne E. histolytica-Infektion

In fritheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass 80% aller Seren von Patienten mit
Amobenleberabszessen signifikante Antikorper-Titer gegen rekombinantes SREHP aufwiesen.
Entsprechend sollte die Antikorperprivalenz gegen ARIEL in einer groBeren Zahl von gut
definierten Seren unterschiedlicher Probandengruppen untersucht werden. Dazu wurden in einem
ELISA mit rekombinantem ARIEL insgesamt 88 Seren von Patienten mit einer E. histolytica-
Infektion getestet. 42 dieser Seren stammten von Patienten mit Amdbenleberabszessen. Von
diesen 42 Seren waren 11 (26,2%) positiv. Die restlichen 46 Seren stammten von Patienten mit
einer asymptomatischen E. histolytica-Infektion. Von diesen 46 Seren waren nur 4 (8,7 %)
positiv. Keines von 24 Seren von Patienten mit einer E. dispar-Infektion reagierte mit dem
rekombinanten ARIEL und nur 1 von 50 Kontrollseren von Personen ohne Amdébeninfektion
zeigte eine positive Reaktion.

Zur Kontrolle wurden dieselben Seren im ELISA mit rekombinantem Plgetestet. P1 ist ein
Oberflichenantigen von E. histolytica, das auf Grund seiner guten Immunogenitét hiufig in der
Immundiagnostik der Amobiasis verwendet wird. Im PI-ELISA waren 81 % der Seren der
Patienten mit Amdbenleberabszess und 82,6 % der Seren von asymptomatischen E. histolytica-
Ausscheidern positiv. Im Gegensatz dazu reagierten nur 20,8 % der Seren von Patienten mit einer

E. dispar-Infektion und 14 % der Kontrollseren mit rekombinantem P1 (Tabelle 6).

Tabelle 6: Antikdrper gegen rekombinante Amébenproteine in Personen mit und ohne
E. histolytica-Infektion.

positiv im ELISA mit :
gesttzf(t;te rekombinantem | rekombinantem
ARIEL P1
E. histolytica o .,
(Leberabszess) 42 11 26,2 % 34 81,0 %
E. histolytica 46 4 | 87% | 38 | 826%
(asymptomatisch)
E. dispar 24 0 0% 5 20,8 %
Kontrollen 50 1 2,0 % 7 14,0 %
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3.3 Gewinnung von Antikorpern gegen rekombinantes ARIEL

Zur spezifischen Detektion von Proteinen sind entsprechende Antikdrper ein wichtiges
Werkzeug. Anti-ARIEL-Antikorper waren notwendig, um das Protein wihrend der weiteren
Experimente, z.B. in Western-Blots, spezifisch nachweisen zu konnen. Neben diesem Nachweis
von ARIEL in verschiedenen Proben wurden solche Antikorper auch zur Immunlokalistion des
Proteins sowie fiir Experimente zur posttranslationellen Modifikation bendtigt. Dariiber hinaus
konnen spezifische Antikorper zur Reinigung von Proteinen wie etwa durch die Affinitéts-
Chromatographie verwendet werden.

Fiir die Herstellung der Antikdrper wurden zwei Kaninchen und ein Huhn mit dem gereinigten
rekombinanten ARIEL immunisiert. Die Kaninchen-Seren bzw. die aus den Hiihnereiern
gewonnenen Antikorper wiesen jedoch nur relativ geringe Titer auf.

Das zeigten Western-Blot Analysen mit Extrakten aus E. histolytica oder mit rekombinantem
ARIEL. Um hoher titrige Antikorper gegen ARIEL zu erhalten, wurde ein Peptid synthetisiert
(NKPDESSNNKPNESSDNKP), das aus den zentralen repeat-Domédnen von ARIEL abgeleitet
worden war. Nach Kopplung dieses Peptids an KLH wurden damit Kaninchen immunisiert und
aus den so gewonnenen Antiseren spezifische anti-ARIEL-Antikdrper mit Hilfe des
synthetischen Peptids affinitdts-chromatographisch gereinigt. Ein Vergleich der so hergestellten
Antikorper ergab ein deutlich stirkeres Signal im Western-Blot mit Extrakten aus E. histolytica-
Membranfraktionen (Abbildung 4). Zudem zeigten die Prdimmun-Seren der dazugehdrigen
Kaninchen weniger Kreuzreaktionen. Auch im ELISA war das Kaninchen-Serum gegen
rekombinantes ARIEL mit einer Serumverdiinnung bis 1/6400 deutlich schwicher als die
aufgereinigten AntikOrper gegen das synthetische Peptid. Letztere zeigten selbst bei einer

Verdiinnung von 1/20.000 noch eine deutliche Reaktion mit rekombinantem ARIEL.
A B

kDa

60 —

42 —

1 2 3 1 2 3

Abbildung 4: Reaktivitat verschiedener anti-ARIEL-Antikdrper mit E. histolytica-Extrakten.
Dargestellt sind Western-Blots von elektrophoretisch aufgetrennten Amébenextrakten,
die mit verschiedenen Antikdrpern gegen ARIEL (1/100 verd.) entwickelt wurden
(Chloronaphthol-Entwicklung). A. (1) Antiserum gegen synthetisches ARIEL-Peptid aus
Kaninchen, (2) Antiserum gegen rekombinantes ARIEL aus Kaninchen, (3) Antikérper
gegen rekombinantes ARIEL aus Huhn, B. korrespondierende Praimmun-Antikérper.
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3.4 Lokalisation von ARIEL in E. histolytica-Trophozoiten

Zur weiteren Charakterisierung von ARIEL sollte die zelluldre Lokalisation des Proteins in
E. histolytica-Trophozoiten bestimmt werden. Die beiden hydrophoben amino- bzw.
carboxyterminal gelegenen Sequenzabschnitte lieBen bereits auf eine Membranlokalisation
schlieBen. Zudem war auch fir SREHP eine Membranlokalisation beschrieben worden. Die
carboxyterminale Signalsequenz von ARIEL weist nach Analyse durch entsprechende
Vorhersage-Programme zusétzlich auf eine Membranverankerung des Proteins iiber einen
sogenannten GPI-Anker hin.

Um festzustellen in welcher Zellfraktion ARIEL vorliegt, wurden zunéchst definierte Zellextrakte
in Western-Blots auf ihren ARIEL-Gehalt untersucht. Fiir die Lokalisation von ARIEL in
E. histolytica-Trophozoiten wurde zusétzlich eine Immunfluoreszenz-Mikroskopie fixierter

Zellen mit anti-ARIEL-Antikorpern durchgefiihrt.

3.4.1 Lokalisation in definierten Zellextrakten

Definierte Zellextrakte von E. histolytica-Trophozoiten wurden hergestellt, wobei 4 Fraktionen
unterschieden wurden. Zellkerne und -debris (Sediment nach Einfrieren/Auftauen bei 1200 x g;
der erhaltene Uberstand wurde anschlieBend ultrazentrifugiert), 16sliche bzw. zytoplasmatische
Fraktion (Uberstand nach Ultrazentrifugation; die sedimentierten Membranen wurden gewaschen
und solubilisiert), solubilisierte Membranfraktion (Uberstand nach Solubilisierung und erneuter
Ultrazentrifugation) und das unl6sliche, unsolubilisierbare Material (Sediment nach
Solubilisierung und Ultrazentrifugation).

Western-Blots der solubilisierten Membranfraktionen zeigten das stdrkste Signal nach
Entwicklung mit anti-ARIEL-Antikérpern. Die Proteine der arie/-Genfamilie erscheinen im
Western-Blot einer 12 %igen SDS-PAGE (unreduziert und reduziert) in Form einer Reihe von
mindestens 5 Banden zwischen ca. 44 und 55 kDa, was vermutlich darauf zuriickzufiihren ist,
dass ariel im Genom von E. histolytica in mehreren Kopien vorkommt, deren Genprodukte sich
in der Anzahl ihrer charakteristischen oktarepeats unterscheiden.

In den loslichen Extrakten war praktisch kein Signal zu erkennen, obwohl die aufgetragene
Proteinmenge ca. 5 mal groer war (Abbildung 5). Die Fraktion der sedimentierten Zelltrimmer
nach den Einfrier-Auftau-Zyklen wie auch das unlosliche Material nach der Solubilisierung

zeigten jeweils nur eine geringe Menge an ARIEL.
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Abbildung 5: Lokalisation von ARIEL in Extrakten definierter Zellfraktionen.
Western-Blots von E. histolytica-Extrakten wurden mit anti-ARIEL-Antikérpern (ECL-
Plus, Exposition: siehe Blotstreifen) entwickelt. (a) zeigt l16slichen Extrakt (Uberstand
nach Ultrazentrifugation, 100 ug Protein) und (b) zeigt ein Solubilisat der durch
Ultrazentrifugation sedimentierten Membranfraktion (20 ng Protein).

3.4.2 Lokalisation durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Der Nachweis von ARIEL in der solubilisierten Membranfraktion war ein weiterer Hinweis auf
eine Membranstindigkeit von ARIEL. Sie konnte jedoch durch die erfolgten Western-Blot-
Analysen nicht eindeutig der Zellmembran zugeordnet werden. Daher wurde die Lokalisation
von ARIEL zusétzlich durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie fixierter E. histolytica-
Trophozoiten mit anti-ARIEL-Antikorpern bestimmt. Um eine eventuelle Markierung der
Antigene auch innerhalb der Zellen zu ermoglichen, wurden parallel Trophozoiten untersucht,
deren Membranen zuvor durch ein Detergenz permeabilisiert worden waren.

In den Querschnitten permeabilisierter und nicht permeabilisierter Zellen ist ARIEL als
gleichméafBiges Signal zu erkennen, das die Zelle begrenzt. Auch in der konfokalen Darstellung
erkennt man eine Markierung der Zelloberflichen. In den permeabilisierten Zellen zeigt sich
zusétzlich im Zellinneren eine Markierung von ARIEL in vesikuldren Strukturen (Abbildung 6).
Zur Kontrolle einer erfolgten Permeabilisierung der Membran und Markierung der Antigene im
Inneren der Zellen wurden parallel Trophozoiten mit anti-Amoebapore-A-Antikoérpern inkubiert.

Dort sieht man die fiir Amoebapores beschriebene granuldre Markierung (Leippe, 1997).
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Abbildung 6: Lokalisation von ARIEL in E. histolytica-Trophozoiten.
Dargestellt sind Immunfluoreszenz-Aufnahmen von fixierten, (1) nicht permeabilisierten
und (2) permeabilisierten Trophozoiten. Als Kontrolle der Membranpermeabilisierung
sind E. histolytica-Trophozoiten unter den gleichen Bedingungen mit anti-Amoebapore-
A-Serum (1/100 verd.) inkubiert worden (3). A stellt die Kontrollen mit Praimmunserum
dar, B zeigt Querschnitte und C konfokale Darstellungen der anti-ARIEL-(1/200 verd.)
markierten Trophozoiten.

3.5 Reinigung von endogenem und rekombinantem ARIEL aus
E. histolytica-Trophozoiten

Eine Reinigung des endogenen Proteins ist die Grundlage fiir weitere Experimente, die Hinweise
auf Eigenschaften oder mogliche Funktionen von ARIEL geben konnten. Untersuchungen z.B.
durch enzymatischen Verdau oder chemische Umsetzungen sind generell mit einem gereinigten
Protein besser durchzufiihren als mit Zellextrakten. AuBlerdem wéiren durch metabolische,
radioaktive Markierung und anschliefende Immunprézipitation von ARIEL Untersuchungen zu
putativen Glykosylierungen oder Phosphorylierungen moglich.

Aufgrund von Western-Blot Untersuchungen verschiedener Extrakte ist zu vermuten, dass
ARIEL im Vergleich zu SREHP nur in relativ geringer Menge von den Amdben gebildet wird.
Anti-SREHP-Antikorper zeigten trotz hoherer Verdiinnung stets wesentlich stirkere Signale als
anti-ARIEL-Antikorper. Auch in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie waren nach Markierung
mit anti-SREHP-Antikorpern stidrkere Signale erkennbar als mit anti-ARIEL-Antikdrpern
(Abbildung 20). Aufgrund dieser vermutlich geringen Abundanz gelang es zunéchst nicht,
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ARIEL in Amobenextrakten reproduzierbar nachzuweisen. Hinzu kam, dass anfanglich eine
Extraktionsmethode verwendet wurde, die keine reproduzierbaren bzw. definierten Zellextrakte
lieferte. Mit einer verbesserten Methodik konnten jedoch im Verlauf der Arbeit Extrakte
hergestellt werden, in denen ARIEL regelméfBig nachweisbar war. Hinzu kam eine erhohte
Sensitivitit fiir den Nachweis von ARIEL in den Western-Blot-Analysen durch die Verwendung
der hochtitrigen anti-Peptid-Antikérper und Entwicklung der Blots mit ECL-Plus (Amersham
Biosciences).

Da ARIEL primir in den Solubilisaten von Membranen zu finden war (3.4.1), sollte eine
Methode zur Reinigung aus dieser Zellfraktion erarbeitet werden, um mit dem gereinigten
endogenen ARIEL anschlieend weiterfiihrende Versuche durchfiihren zu kdnnen. Die bereits
erwahnte geringe Abundanz von ARIEL stellte jedoch ein Problem bei dessen Reinigung dar.
Daher sollten Amobenlysate mit einem hoheren ARIEL-Gehalt hergestellt werden. Dies sollte
durch eine Uberexpression von ARIEL in E. histolytica-Trophozoiten erreicht werden. Dazu
wurde die vollstindige kodierende Sequenz von ARIEL in den Expressionsvektor pNeoCass
ligiert (pNeoAriel). Dieser Vektor ermdglicht die Selektion transfizierter Amoben mit G418. Die
ariel-Genkopie in diesem Vektor wird vom 5’-Bereich eines E. histolytica-Lektins und vom 3'-
Bereich des E. histolytica-Aktins flankiert. Nach Transfektion und anschlieBender Selektion
rekombinanter Amdében mit G418 erhédlt man Amdben mit zusdtzlichen ARIEL-Genkopien
wodurch im giinstigen Fall vermehrt ARIEL gebildet wird. In Solubilisaten von
Membranfraktionen der mit pNeoAriel transfizierten Amoben wurde in der Tat eine erhohte
Menge an ARIEL gefunden, wie Vergleiche mit Amdben, die mit einem entsprechenden
Kontrollplasmid transfiziert worden waren, bestitigten. Das iiberexprimierte rekombinante
ARIEL ist in Western-Blots stets in Form der verstdrkten Bande mit einem Molekulargewicht
von ca. 55 kDa zu erkennen. Dies entspricht der Tatsache, dass es sich bei dem transfizierten Gen
um die grofite bekannte arie/-Genkopie handelt (Abbildung 7).

Trotz der verstdrkten ARIEL-Expression waren die rekombinanten Amdben im Vergleich zu

Kontrollzellen hinsichtlich ihrer Morphologie und ihres Wachstumsverhaltens unauffallig.
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Abbildung 7: Expression von ARIEL in transfizierten E. histolytica-Trophozoiten.
Amoben wurden mit (a) dem Kontrollvektor und (b) dem Expressionsvektor, der fir
vollstdndiges ARIEL kodiert, transfiziert, mit G418 selektioniert und anschlie3end
Western-Blots der solubilisierten Membranfraktionen mit anti-ARIEL-Antikérpern (ECL-
Plus, Exposition: 3 s) entwickelt.

Fiir eine affinitits-chromatographische Reinigung von ARIEL aus Amobenextrakten wurden
verschiedene Antikorper an unterschiedliche Sdulenmaterialien (CNBr-, ECH-Sepharose, NHS-
HiTrap oder Dynabeads®) gekoppelt. Antikdrper gegen rekombinantes ARIEL aus Kaninchen,
Antikorper gegen rekombinantes ARIEL aus Huhn vor und nach Reinigung iiber eine IgY-
spezifische Sdule sowie die affinitits-chromatographisch gereinigten Antikorper aus Kaninchen,
die zuvor mit dem synthetischen Peptid immunisiert worden waren, wurden eingesetzt. Das beste,
aber immer noch unzureichende Ergebnis wurde mit den letztgenannten Antikdrpern nach
Kopplung an Dynabeads® (anti-ARIEL-beads) erzielt (Abbildung 8).

Obwohl Octylglucosid als mildes Detergenz angesehen wird, bestand die Mdglichkeit, dass es
einen storenden Einfluss auf die Affinitdt der anti-ARIEL-Antikorper hat. Einen Hinweis darauf
ergab ein Versuch, bei dem Amdbensedimente vor der Solubilisierung, also in Abwesenheit von
Octylglucosid, mit anti-ARIEL-beads inkubiert worden waren. Erst nach der Bindung der
Antikorper an ARIEL wurde solubilisiert. Nach Waschen und Elution war ein leichter Anstieg
der Menge an ARIEL im Eluat festzustellen. Die Konzentration an Octylglucosid in den
Solubilisaten wurde daraufhin herabgesetzt, um einen eventuell stérenden Einfluss auf die
Bindung der Antikorper an ARIEL zu verhindern. Das geschah durch Dialyse der Solubilisate
gegen Puffer mit weniger bzw. ohne Octylglucosid, was wiederum bewirkte, dass ARIEL

teilweise ausfiel oder auch an Oberflachen von Reaktionsgefdflen adhédrierte und somit verloren

ging.
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Abbildung 8: Reinigung von ARIEL aus E. histolytica-Trophozoiten.
ARIEL wurde mit anti-ARIEL-beads aus Membran-Solubilisaten gereinigt. Dargestellt
ist eine 12 % SDS-PAGE nach Silberfarbung (links) und nach Transfer auf eine PVDF-
Membran mit anti-ARIEL-Entwicklung (ECL-Plus, Exposition 5 min, rechts). (a)
Ausgangsmaterial vor Inkubation mit anti-ARIEL-beads, (b) Uberstand nach Inkubation
mit anti-ARIEL-beads, (c-f) Waschfraktionen, (g) Elution und (h) Waschfraktion nach
Elution.

Nur sehr geringe Mengen an ARIEL banden spezifisch an die mit anti-ARIEL-Antikorpern
gekoppelten beads. Der grofite Teil des Proteins verblieb in den Durchflussfraktionen
(Abbildung 8).

All dies fiihrte insgesamt zu keiner befriedigenden Reinigung oder Konzentrierung des Proteins,
da bei allen verwendeten Methoden nur eine minimale Bindung von ARIEL an die anti-ARIEL-
Antikorper der Chromatographie-Matrix festzustellen war.

Auch unspezifischere Methoden wurden im Zuge der versuchten Reinigung von ARIEL
eingesetzt, um eine Konzentration oder Vorreinigung von ARIEL aus den Extrakten zu erzielen.
Der saure isoelektrische Punkt von ARIEL (um 4,0) durch den sich das Protein von den meisten
anderen Amobenproteinen unterscheidet, sollte ausgenutzt werden, um {iber eine
Anionenaustauscher-Chromatographie bei einem sauren pH-Wert moglichst viele andere Proteine
auszuwaschen. Auch hier erwies sich das Octylglucosid als stérend. Bei einer Chromatographie
von Membran-Extrakt mit 0,8 % Octylglucosid iiber eine MonoQ-Sdule war ARIEL fast
quantitativ im Durchfluss zufinden. Wurde die Octylglucosid-Konzentration auf 0,1 %
herabgesetzt, war im Durchfluss kein ARIEL mehr zu finden. ARIEL befand sich zwar im Eluat,
eluierte jedoch nicht in einem scharfen Elutionsgipfel sondern iiber einen sehr breiten Bereich des
Gradienten (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Anionenaustausch-Chromatographie von solubilisierten Membranfraktionen
von E. histolytica-Trophozoiten bei unterschiedlicher Detergenz-Konzentration.
Solubilisate von Membranfraktionen wurden mit einem NaCl-Gradienten (—) Uber eine
Anionenaustausch-Saule aufgetrennt. Proben der Fraktionen wurden auf eine PVDF-
Membran transferiert und mit anti-ARIEL-Antikdrpern entwickelt (AP-Entwicklung).
Dargestellt sind die Chromatogramme mit (—) 0,8 % bzw. (—) 0,1 % Octylglucosid und
jeweils eine Auswahl der Fraktionen nach der ARIEL-Detektion.

Auch eine Vorreinigung der 0,8 % Octylglucosid-Solubilisate iiber eine hydrophobe
Sdulenmatrix (Sep-Pak Cartridges, Waters) war nicht erfolgreich, da nur eine geringe Menge des
eingesetzten ARIELs wiedergefunden wurde, die noch dazu in der Fraktion eluierte, in der auch

fast alle anderen Proteine zu finden waren.

Insgesamt konnte ARIEL trotz der Vielzahl der eingesetzten Methoden nicht in ausreichender

Menge und Reinheit fiir weiterfiihrende Experimente gewonnen werden.

3.6 Expression modifizierter ARIEL Varianten in E. histolytica und
Reinigung aus Amobenlysaten

3.6.1 Klonierung von modifizierten ariel-Genkopien

Da sowohl die Reinigung des endogenen ARIELs nicht in ausreichender Menge und Reinheit
gelang, als auch die Uberexpression des vollstindigen ARIELs hinsichtlich einer Reinigung
keine zufriedenstellende Verbesserung bewirkte, wurden modifizierte Genkopien hergestellt und
in E. histolytica exprimiert. Die so exprimierten ARIEL-Varianten sollten anschlieBend aus
Zellextrakten gereinigt werden. Ein Problem bei den bisherigen Versuchen der Reinigung von
ARIEL lag darin, dass es unter den eingesetzten Bedingungen nicht von den Antikdrpern
gebunden wurde. Deswegen sollte ein sogenannter HisTag in das Protein eingefiihrt werden. Der
HisTag bestand in diesem Fall aus einer Abfolge von acht Histidin-Resten. Histidin-Reste binden
spezifisch an eine NiNTA-Agarose-Matrix, was eine affinitdts-chromatographische Reinigung
des HisTag-Proteins ermoglichen sollte. Der Vorteil dieser Methode liegt einerseits in der

Spezifitit der NiNTA-Agarose zum HisTag, andererseits konnen die Proteine auch unter stark
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denaturierenden Bedingungen gereinigt werden (z.B.: 6 M Guanidiniumhydrochlorid oder 8 M
Harnstoff), da diese Sédulen-Matrix im Gegensatz zu gekoppelten Antikorpern unter solchen
Bedingungen keinen Schaden nimmt. Da die kodierenden ariel-Sequenzen eine putative
aminoterminale Signalsequenz enthalten, musste der aminoterminale HisTag so eingefiigt
werden, dass er wihrend der Prozessierung des Proteins in den Amoében nicht mit der
Signalsequenz entfernt wird. Der Aminoterminus des maturen Proteins war jedoch nicht bekannt.
Vorhersagen unter Verwendung der SignalP V2.0 Software legten allerdings nahe, dass die
Schnittstelle zwischen den Aminoséuren A;; und T4 liegt. Um zu verhindern, dass der eingefligte
HisTag einen sterischen Einfluss auf das Prozessieren der Signalsequenz hat, wurde er fiinf
Aminosduren carboxyterminal der putativen Schnittstelle platziert. Diese modifizierte ARIEL-
Gensequenz wurde anschliefend in den bereits oben beschriebenen Vektor pNeoCass kloniert
(pNeoHisAriel).

Zudem wurde ein Konstrukt hergestellt, dessen Genprodukt nach Expression wasserldslich sein
sollte, um eine Anwesenheit von Detergenzien wihrend der Extraktion der Zellen und der
Reinigung des rekombinanten Proteins unndtig zu machen und so u.U. eine affinitéts-
chromatographische Reinigung mit Hilfe von anti-ARIEL-beads zu ermoglichen. Dazu wurde der
Teil des ariel-Gens entfernt, der fiir die putative carboxyterminale GPI-Signalsequenz und somit
die Verankerung von ARIEL in der Membran kodiert. Die putative Schnittstelle dieser GPI-
Signalsequenz wurde mit Hilfe des "big-PI Predictor" GPI Prediction Servers ermittelt und lag
zwischen den Aminosduren Djo; und Aj¢s des prematuren Proteins. Hierfiir wurde durch eine
PCR aus pNeoAriel-DNA eine verkiirzte ariel-DNA amplifiziert, deren 3'-Ende anstelle der
putativen GPI-Signalsequenz ein Stopkodon trdgt. Nach Subklonierung wurde diese verkiirzte
ariel-DNA fiir die Expression in Amdben in pNeoCass ligiert (pNeoArielGPI"). Parallel dazu
wurde ein weiteres verkiirztes ariel/ hergestellt und kloniert, das sich von dem zuvor
beschriebenen durch eine zusitzliche Sequenz unterscheidet, die fiir einen carboxyterminalen
HisTag aus acht Histidin-Resten kodiert, der wiederum eine Reinigung iiber NiNTA-Agarose
ermoglichen sollte. Diese Sequenz wurde am 3’-Ende direkt vor dem Stopkodon platziert
(pNeoArielHisGPI'). Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der verschiedenen hergestellten

ariel-Konstrukte sind in Abbildung 10 schematisch dargestellt.
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Abbildung 10: Schema der abgeleiteten Aminosauresequenzen der modifizierten ariel-
Konstrukte.
Gelb dargestellt ist die putative aminoterminale Signalsequenz, blau ist die putative
carboxyterminale GPI-Signalsequenz und rot hinterlegt ist der eingeflgte HisTag.

3.6.2  Expression der modifizierten ARIEL-Varianten in E. histolytica

Ein vergleichbares Ergebnis wie bei der Transfektion mit pNeoAriel zeigte sich auch bei der
Transfektion von E. histolytica mit pNeoHisAriel (HisAriel tragt einen HisTag in der Néhe des
Aminoterminus des maturen Proteins, ist aber ansonsten unveréndert). Auch hier ist in Western-
Blots von Solubilisaten der Membranfraktion transfizierter Zellen eine verstérkte oberste Bande
zu erkennen. Diese l4uft jedoch minimal hoéher als die Bande des groften ARIELs in
Kontrollzellen oder auch den pNeoAriel-transfizierten Zellen. Diese leichte GroBendifferenz ist
vermutlich durch die zusétzlichen acht Histidin-Reste bedingt. Im Gegensatz zu den
Membranextrakten war in den 16slichen bzw. zytoplasmatischen Fraktionen der pNeoHisAriel
transfizierten Amoben praktisch kein ARIEL nachweisbar. Dies verhielt sich anders bei den
Amoben, die mit den ariel-Varianten ohne putative GPI-Signalsequenz (pNeoArielGPI" und
pNeoArielHisGPI') transfiziert worden waren. Hier war eine Expression in den
zytoplasmatischen Fraktionen zu beobachten, was vermuten ldsst, dass der Carboxyterminus
tatséchlich fiir die Verankerung des Proteins in der Zellmembran bendtigt wird. Die Genprodukte
erschienen in Western-Blots jedoch nicht als klar abzugrenzende Proteinbanden sondern als
Schmier von ca. 44 bis liber 60 kDa. Zudem erschienen diese Signale erst nach lidngerer
Exposition, was auf eine relativ schwache Expression oder verstarkten Abbau der rekombinanten
Proteine hinweist (Abbildung 11).

Hinsichtlich ihrer Morphologie und ihres Wachstumsverhaltens waren die mit den

unterschiedlichen Plasmiden transfizierten Zellen unauftillig.
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Abbildung 11: Expression von ARIEL und seinen modifizierten Varianten in transfizierten
E. histolytica-Trophozoiten.
Amaoben wurden transfiziert, mit G418 selektioniert und anschliefend Western-Blots
der Extrakte definierter Zellfraktionen mit anti-ARIEL-Antikorpern (ECL-Plus,
Exposition: siehe Blotstreifen) entwickelt.

Expression und Lokalisation des ARIELHisGPI in transfizierten E. histolytica wurde zusétzlich
durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern gegen den
HisTag bestdtigt. In fixierten und permeabilisierten Amoben war ARIELHisGPI' sowohl
homogen im Zytoplasma verteilt als auch in vesikuldren Strukturen lokalisiert, wobei die
Intensitdten der Signale von Zelle zu Zelle sehr variabel war, was vermutlich auf Unterschiede in
der Kopienzahl der eingebrachten Gene zuriickzufithren ist. Kontrolluntersuchungen mit
Amoben, die mit pNeoArielGPI' (dem gleichen Konstrukt ohne HisTag) transfiziert worden
waren, zeigten keine Signale mit anti-HisTag-Antikdrpern (Abbildung 12)
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Abbildung 12: Lokalisation von ARIELHisGPI in transfizierten E. histolytica-Trophozoiten.
Dargestellt sind Immunfluoreszenz-Aufnahmen von ARIELHisGPI-exprimierenden
fixierten und permeabilisierten E. histolytica-Trophozoiten nach Markierung mit anti-
HisTag-Antikdrpern (1/50 verdinnt) (A) im Uberblick und (B) von ausgewahlten
reprasentativen Zellen in starkerer Vergréfierung. Als Kontrollen wurden unter den
gleichen Bedingungen E. histolytica-Trophozoiten behandelt, die das entsprechende
Genprodukt ohne HisTag exprimierten.

3.6.3 Reinigung der HisTag-ARIEL-Varianten iiber NiINTA-Agarose

Im folgenden wurde versucht, rekombinantes HiSARIEL aus Membranfraktionen transfizierter
Amoben mit Hilfe der NiNTA-Chromatographie zu reinigen. Es wurde zunéchst ein Vorversuch
mit dem bereits iiber NiINTA-Agarose gereinigten, bakteriell exprimierten Protein durchgefiihrt.
Dazu wurden einer Membranfraktion von E. histolytica 60 pg des bakteriell exprimierten
ARIELs zugesetzt und anschlieBend aus dieser Mischung tiber NiNTA-Agarose gereinigt. Das
zugesetzte ARIEL band quantitativ an die NiNTA-Agarose und lieB sich nach Abwaschen
unspezifisch gebundener Bestandteile von der Sdulen-Matrix eluieren. Das gereinigte Protein
erschien nach einer SDS-PAGE als singulidre Bande sowohl in silbergefarbten Gelen als auch im
Western-Blot nach Entwicklung mit anti-ARIEL-Antikdrpern.

Nach diesem Vorversuch wurden unter den gleichen, stark denaturierenden Bedingungen
Extrakte aus Membranfraktionen transfizierter Amdben hergestellt, die HisSARIEL exprimierten
und eine Reinigung des HisARIELs iiber NINTA-Agarose versucht. Wie jedoch in Abbildung 13
zu sehen ist, band das HisARIEL nicht an die NiNTA-Agarose und wurde in Western-Blot
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Analysen im Durchfluss und den ersten Waschfraktion gefunden. In den folgenden

Waschfraktionen und Eluaten war hingegen kein HisAriel nachzuweisen.

| I R R R | I
ab c d e f g

Abbildung 13: Versuchte Reinigung von HisARIEL aus rekombinanten E. histolytica.
Solubilisierte Membranfraktion transfizierter, HisARIEL-exprimierender E. histolytica-
Trophozoiten wurden mit NiNTA-Agarose inkubiert. Durch einen pH-Gradienten sollten
unspezifisch gebundene Bestandteile ausgewaschen und zuletzt HisARIEL eluiert
werden. Dargestellt sind die entsprechenden silbergefarbten Gele (oben) und
korrespondierende Western-Blots (unten) nach AP-Entwicklung mit anti-ARIEL-
Antikdrpern. Die Abbildung zeigt (a) Extrakt vor Inkubation mit NINTA-Agarose, (b)
nicht gebundenes Material, Waschfraktion bei (c) pH 8,0, (d) pH 6,3, (e) pH 5,9, (f) pH
5,6, (g) pH 4,5. Beachte, dass HisARIEL quantitativ in nicht gebundenem Material und
erster Waschfraktion zu finden ist.

Nachdem auch das in Amoben exprimierte HisSARIEL nicht an die Sdulenmatrix band, sollte
ARIELHisGPI" aus 16slichen Extrakten transfizierter Amdben iiber NiNTA-Agarose gereinigt
werden. In diesem Protein befindet sich der HisTag nicht in der Ndhe des Aminoterminus
sondern liegt carboxyterminal und somit unter Umstinden im maturen Zustand des Proteins
besser zugédnglich fiir eine Bindung an die NiNTA-Agarose. Tatsdchlich band das in dieser Form
exprimierte Protein unter nativen Bedingungen an NiNTA-Agarose und war durch stufenweise
Verringerung des pH-Wertes zu eluieren. Nach Vereinigen der Elutionsfraktionen wurden diese
durch Lyophilisation um das ca. 40fache aufkonzentriert. Abbildung 14 zeigt eine SDS-PAGE-

Analyse der Chromatographie-Fraktionen und des aufkonzentrierten Eluats.
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Abbildung 14: Reinigung von ARIELHisGPI" aus rekombinanten E. histolytica.
Losliche Proteinextrakte aus transfizierten ARIELHisGPI™ exprimierenden
E. histolytica-Trophozoiten wurden mit NiNTA-Agarose inkubiert. Anschlielend wurde
gebundenes ARIEL mit Hilfe eines pH-Gradienten eluiert. Dargestellt sind die
entsprechenden silbergefarbten Gele und korrespondierende Western-Blots, die mit
anti-ARIEL-Antikorpern entwickelt wurden (ECL-Plus). Abbildung A zeigt (a) Extrakt
vor Inkubation mit NiINTA-Agarose, (b) nicht gebundenes Material, Waschfraktion bei
(c) pH 8,0, (d) pH 6,3, (e) pH 5,9, (f) pH 5,6, (g) pH 4,5 (Exposition: 10 min). Beachte
die spezifische Elution bei pH 4,5 bei relativ geringer Ausbeute. Abbildung B zeigt
aufkonzentriertes ARIEL aus den dominanten Fraktionen bei pH 4,5 (Exposition: 10s).

Im Western-Blot mit anti-ARIEL-Antikérpern war eine Bande von ca. 44 kDa in den Eluaten zu
erkennen. Das silbergefarbte korrespondierende Gel zeigte in dieser Grofle keine angereicherte
Bande, jedoch wenige schwache Kontaminanten. Nach der Aufkonzentration erschien im
Western-Blot die 44 kDa-Bande mit deutlich stirkerer Intensitdt, was an der kiirzeren
Expositionszeit bei der ECL-Plus-Entwicklung erkennbar ist. Diese Bande war im Western-Blot
auch mit dem anti-HisTag-Antikorper nachzuweisen. Im korrespondierenden silbergefarbten Gel
war ebenfalls eine Bande in diesem GroB3enbereich zu erkennen.

Insgesamt konnten aber auch mit dieser Methode aus E. histolytica-Trophozoiten nur sehr
geringe Mengen des rekombinanten Proteins isoliert. Eine weiterfiihrende Analyse war mit dieser
Menge nicht mdglich. Eine Reinigung aus einer grofleren Zahl transfizierter Amoben wurde aus

finanziellen Griinden nicht versucht.
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3.7 Biochemische Charakterisierung des endogenen ARIELS

Da ARIEL nicht in ausreichenden Mengen aus E. histolytica-Extrakten gereinigt werden konnte,
wurden weiterfilhrende biochemische Charakterisierungen des Molekiils an rohen

Membranextrakten der Amoben durchgefiihrt

3.7.1 Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pI) von ARIEL
Durch Auftrennung von ARIEL aus Amdbenlysat mit Hilfe der zweidimensionalen SDS-PAGE

kann der isoelektrischen Punkt des Proteins genauer bestimmt werden. Dariiber hinaus besteht die
Moglichkeit ARIEL-Protein aus dem Gel auszustanzen und aminoterminal zu sequenzieren und
so den Aminoterminus des reifen Proteins zu bestimmen. Die anhand der Primirsequenz
berechneten isoelektrischen Punkte der verschiedenen Mitglieder der ARIEL-Familie liegen
zwischen pH 3.9 fiir das kleinste und pH 4,1 fiir das groBte Protein. Ein realer isoelektrischer
Punkt des maturen ARIELs unterhalb von 5,2 lésst sich bereits aus den Reinigungsversuchen mit
der Anionenaustauscher-Matrix ersehen (3.5). Fiir die isoelektrische Fokussierung (erste
Dimension) wurde deshalb zunichst ein pH-Gradient von 3 bis 6 ausgewihlt. Uber diesen
Gradienten wurde solubilisierte Membranfraktion mit einer Proteinmenge von 200 ug fokussiert
und anschliefend iiber eine 11 %ige SDS-PAGE aufgetrennt. In einem silbergefarbten Gel
erkennt man eine gute Auftrennung der Proteine oberhalb von pH 4,5. Unterhalb von pH 4,5
waren keine Proteine zu erkennen. Western-Blot Analysen eines solchen Gels mit anti-ARIEL-
Antikdrpern zeigten mehrere Proteinspots von unterschiedlicher Intensitit in dem berechneten
pH-Bereich um 4,0, die jedoch nicht optimal fokussiert waren und in Richtung des sauren pH-
Bereichs schmierten. Das Molekulargewicht der hier detektierten Proteinspots lag, wie bereits in
der eindimensionalen SDS-PAGE fiir die Proteine der arie/-Genfamilie gezeigt, in einem Bereich

von ca. 44-55 kDa (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Bestimmung des isoelektrischen Punktes von ARIEL.
Amdbenextrakt wurde in einer zweidimensionalen SDS-PAGE aufgetrennt, wobei in
der ersten Dimension ein pH-Gradient von 3,0 bis 6,0 gewahlt wurde. Von zwei parallel
gefertigten Gelen wurde eins (a) silbergefarbt und das andere (b) nach Ubertragung
auf eine PVDF-Membran mit anti-ARIEL-Antikdrpern entwickelt (AP-Entwicklung). (c)
computergestiitzte Uberlagerung der Bilder von a und b.
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Da in dem pH-Bereich, indem ARIEL im Western-Blot fokussierte, keine Proteinspots in
korrespondierenden Gelen nach Silberfarbung erkennbar waren, wurde die aufgetragene
Proteinmenge auf 1 mg erhoht. Fiir eine bessere isoelektrische Fokussierung der ARIEL-spots
wurde die Voltstundenzahl von 72.000 auf 85.000 erhoht. Zudem wurde ein engerer pH-Bereich
(3,5-4,5) fiir die Fokussierung gewihlt. Nach Coomassie-Farbung (nach Neuhoff) waren auf dem
gesamten Gel jedoch nur zwei Proteinspots zu erkennen. Nach Silberfirbung des Gels erschien
nur ein weiterer Spot. Western-Blot Analysen mit anti-ARIEL-Antikdrpern zeigten ein
vergleichbares Bild wie schon bei der isoelektrischen Fokussierung in dem pH-Bereich von 3 bis
6. Nach Abwaschen der anti-ARIEL-Antikorper wurde auf derselben Membran eine Entwicklung
mit anti-SREHP-Antikorpern durchgefiihrt. SREHP war in einem etwas weniger sauren pH-
Bereich als ARIEL zu finden. Die Berechnung des isoelektrischen Punktes von SREHP ergab
eine Wert von 4,17. Das Molekulargewicht von SREHP lag bei ca. 52 kDa und entspricht somit
ungefahr der GroBe des grofiten ARIELs (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Bestimmung der isoelektrischen Punkte von ARIEL und SREHP.
Amobenextrakt wurde in einer zweidimensionalen SDS-PAGE aufgetrennt, wobei fur
die erste Dimension ein pH-Gradient von 3,5 bis 4,5 gewahlt wurde. Nach Ubertragung
auf eine PVDF-Membran wurde der Blot mit Antikdrpern gegen ARIEL (griin; AP-
Entwicklung) bzw. SREHP (rot; ECL-Plus) entwickelt.

3.7.2  Untersuchung der putativen N- bzw. O-Glykosylierungen von ARIEL

Eine wichtige posttranslationelle Modifikation von Proteinen ist die Glykosylierung.
Glykosylierungen konnen einen erheblichen Einfluss auf die Funktion eines Proteins haben (z.B.
Schutz vor proteolytischem Verdau oder Anderung der Affinitit von Liganden zu Rezeptoren
und umgekehrt). Zwei mogliche Formen von Glykosylierungen auf die ARIEL untersucht
werden sollte, sind N- und O-Glykosylierung. Die N-glykosidisch gebundenen Zucker sind mit
dem Asparagin-Rest des Sequenzmotivs Asn-X-Thr/Ser verkniipft. Die Zucker O-glykosylierter
Proteine sind in der Regel iiber Serin oder Threonin an die Polypeptidkette gebunden. Das grof3te
ARIEL besitzt insgesamt 7 Sequenzmotive fiir putative N-Glykosylierungen. Diese befinden sich

alle innerhalb der oktarepeats und haben die Aminosdureabfolge Asn-Glu-Ser-Ser. Um zu
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untersuchen, ob tatsdchlich N-Glykosylierungen in ARIEL vorhanden sind, wurde ein
Restriktionsverdau mit N-Glycosidase F durchgefiihrt. Dieses Enzym hydrolysiert die Bindung
zwischen Glykosyl-Rest und dem Asparagin der Polypeptidkette, was durch eine Abnahme des
Molekulargewichts des verdauten Proteins in einer SDS-PAGE sichtbar gemacht werden kann.
Als Kontrolle fiir die Aktivitit des Enzyms in den verwendeten Amobenextrakten wurde in einem
Experiment als interner Standard ein Kontrollprotein (Asialofetuin) zugesetzt. Nach 17 Stunden
war das Kontrollprotein quantitativ verdaut, was daran zu erkennen war, dass die Hauptbande
sich von ca. 60 kDa vollstindig auf ca. 55 kDa verschob. Zudem sind aber auch mehrere
amobenextrakt-spezifische Banden zu erkennen gewesen, die eine Reduktion ihres
Molekulargewichtes durch den Verdau mit N-Glycosidase F erfahren haben (siche Abbildung 17
links, a und b: 3 Banden unterhalb des 148 kDa-Markerproteins). Western-Blot Analysen dieser
N-Glycosidase F verdauten Proben lieBen jedoch keine GroBenreduktion von ARIEL erkennen
(Abbildung 17, rechts), so dass mit groler Sicherheit davon ausgegangen werden kann, dass

ARIEL keine N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide enthilt.
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Abbildung 17: Nachweis mdéglicher N-glykosidisch gebundener Zucker.
Amobenextrakte wurden mit Asialofetuin versetzt und lber verschiedene Zeitraume mit
N-Glycosidase F inkubiert, elektrophoretisch aufgetrennt und silbergefarbt (links). Ein
parallel angefertigtes Gel wurde geblottet und mit anti-ARIEL-Antikérpern entwickelt
(ECL-Plus, rechts). a. Extrakt zum Zeitpunkt 0. b, c. Extrakte nach Inkubation in
Gegenwart von N-Glycosidase F fir 17 bzw. 40 Stunden. d, e. Extrakte nach
Inkubation in Abwesenheit von N-Glycosidase F fir 17 bzw. 40 Stunden.

Im Gegensatz zu N-Glykosylierungsstellen ist fiir O-Glykosylierungen kein Konsensus-Motiv
bekannt. Alle Aminosduren mit Hydroxyl-Resten in ihren funktionellen Gruppen (z.B. Serin,
Threonin oder Tyrosin) kdnnen prinzipiell O-glykosyliert werden. Da ARIEL reich an Serin-
Resten ist, bietet es eine Vielzahl an moglichen O-Glykosylierungsstellen. O-Glykosylierungen
lassen sich durch Restriktionsverdau mit einer O-Glycosidase nachweisen. Wie auch beim
Nachweis einer N-Glykosylierung sollte nach dem Verdau das deglykosylierte Protein in einer

SDS-PAGE eine Abnahme seines Molekulargewichts zeigen. Ist jedoch das Kerndisaccharid z.B.
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durch Sialinsdure substituiert, verhindert dies einen Verdau durch die O-Glycosidase.
Substituenten miissen in diesem Fall zuvor enzymatisch oder chemisch entfernt werden.
Untersuchungen durch Verdauversuche mit O-Glycosidase und Sialidase blieben jedoch ohne

verwertbare Ergebnisse.

3.7.3 Untersuchung der putativen GPI-Verankerung von ARIEL
Computergestiitzte Vorhersageprogramme hatten ergeben, dass ARIEL dhnlich wie SREHP nach

Prozessierung des hydrophoben Carboxyterminus moglicherweise iiber einen GPI-Anker in die
Amobenmembran inseriert. Dass die carboxyterminale, hydrophobe Sequenz tatséchlich fiir die
Membranlokalisation von Bedeutung ist, hatten bereits die Transfektionsversuche mit
rekombinanter Expression der ARIEL-Varianten ARIELGPI" und ARIELHisGPI™ gezeigt (siche
3.6.2).

Der Nachweis eines GPI-Ankers kann durch Verdau mit einer Phosphatidylinositol-spezifischen
Phospholipase C (PI-PLC) erfolgen. Dieses Enzym hydrolysiert die Phosphodiesterbindung
zwischen Phosphatidylinositol und Diacylglycerol. Durch das Abspalten des hydrophoben GPI-
Ankers wird das verdaute Protein wasserloslicher. Daher ist das enzymatisch gespaltene
Membranprotein nach einer Triton-Phasen-Separation im allgemeinen nicht mehr in der
Detergenz- sondern in der wéssrigen Phase zu finden.

Intakte Amoben wurden mit PI-PLC inkubiert und anschlieend einer Triton-Phasen-Separation
unterzogen. Nach einer elektrophoretischen Auftrennung der erhaltenen Proben war in
Coomassie-gefarbten Gelen kein Unterschied zu parallel durchgefiihrten Ansédtzen ohne Zugabe
des Enzyms festzustellen. Nach Western-Blot Analysen dieser Proben mit anti-ARIEL-
Antikorpern war auch keine Verschiebung von ARIEL in die wiéssrige Phase nachzuweisen.
Auch eine Groflenverdnderung von ARIEL oder anderen Amdbenproteinen (im Coomassie-Gel)

war nicht zu erkennen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Untersuchung zur Abspaltung von ARIEL unter Verwendung von
Phosphatidylinositol-spezifischer Phospholipase C.
Zur mdglichen Abspaltung des GPI-Ankers wurden E. histolytica-Trophozoiten mit
rekombinanter Phospholipase C von Bacillus thuringiensis inkubiert. Anschlief3end
wurde eine Triton-Phasen-Separation durchgefiihrt, um (w) wasser- und (d)
detergenzlGsliche Proteine zu trennen. Dargestellt ist (a) eine Coomassie-gefarbte
SDS-PAGE und (b) ein entsprechender Western-Blot, der mit anti-ARIEL-Antikorpern
entwickelt wurde (ECL-Plus). Beachte: Der Verdau mit Phospholipase C flihrt nicht
zum Ubergang von ARIEL in die wéssrige Phase.

Mit Hilfe eines Kontrollproteins (Variant-Surface-Glycoprotein; VSG) konnte jedoch sowohl die
Aktivitit der PI-PLC in dem, fiir den Verdau des Proteins in Zellsuspension, verwendeten Puffer-
System {iiberpriift, als auch eine erfolgreiche Triton-Phasen-Separation durchgefiihrt werden. Von
den Proben dieses Kontrollverdaus wurden zusitzlich Western-Blots mit einem anti-VSG-
Antikorper entwickelt. Dieser Antikorper hat in Vorversuchen gezeigt, dass er nur an die
geschnittene Form des VSG, das sogenannte s(soluble)-VSG, nicht jedoch an das ungeschnittene
sogenannte mf(membraneform)-VSG bindet. Nach Inkubation von mf-VSG mit PI-PLC war im
Gegensatz zur Inkubation ohne Enzym ein Signal im Western-Blot erkennbar. Dazu passte, dass

das detektierte s-VSG primdr in der wéssrigen Phase vorlag.

Da durch die PI-PLC-Experimente kein Nachweis einer GPI-Verankerung von ARIEL erbracht
werden konnte, sollte der mogliche GPI-Anker chemisch durch saure NO,-Deaminierung
abgespalten werden. Dabei wird die Bindung zwischen Inositol und Glukosamin gespalten und
das Phosphatidylinositol freigesetzt. Nach Inkubation von E. histolytica Membransolubilisaten
mit NaNO; zeigte sich bei Immunoblot-Analysen eine Grofenreduktion der ARIEL-spezifischen
Proteinbanden im Vergleich zu einer entsprechenden Kontrollprobe. Ein dhnliches Ergebnis liell
sich auch fiir SREHP nachweisen, wihrend das 35 kDa Amobenlektin nach Deaminierung keine

GroBenreduktion zeigte (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Abspaltung von GPI-verankerten Membranproteinen durch saure NO,-
Deaminierung.
Zur Abspaltung wurden Amdébenextrakte unter sauren Bedingungen mit (+) und
ohne (-) Natriumnitrit inkubiert, elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF-
Membranen Ubertragen. AnschlieRend wurden ARIEL, SREHP und das 35kDa-Lektin
der Amdben mit Hilfe entsprechender Antiseren dargestellt (ECL-Plus). Lediglich
ARIEL und SREHP zeigten nach Deaminierung eine GréRenreduktion.

3.8 Rekombinante Expression von ARIEL in E. dispar

Das besondere Interesse an ARIEL liegt in erster Linie in der Tatsache begriindet, dass das
Protein in dem pathogenen Organismus E. histolytica vorhanden ist, jedoch in der phylogenetisch
eng verwandten aber apathogenen Spezies E. dispar fehlt. SREHP hingegen kommt in beiden
Spezies vor, zeigt aber eine sehr hohe Ahnlichkeit zu ARIEL und gehort zur selben
Proteinfamilie. Es lag also nahe, durch Gentransfer ARIEL in E. dispar rekombinant zu
exprimieren und den resultierenden Phénotyp hinsichtlich seines pathogenen Potenzials zu
untersuchen.

Als Ausgangsstamm wurde das E. dispar Isolat SAW760 verwendet. Das Fehlen von ARIEL in
diesem Isolat wurde durch Western Blot Analysen von Zellextrakten und Immunfluoreszenz-

Mikroskopie von fixierten Trophozoiten mit anti-ARIEL-Antikorpern bestitigt (Abbildung 20).
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Abbildung 20:

Expression und Lokalisation von ARIEL und SREHP in E. histolytica und

E. dispar.

Dargestellt sind Immunfluoreszenz-Aufnahmen von fixierten, nicht permeabilisierten
Trophozoiten. Nach Inkubation mit einem Praimmun-Kontrollserum, bzw. anti-ARIEL-
Immunserum oder anti-SREHP-monoklonalen Antikérpern.

Durch Transfektion von SAW760 mit dem bereits beschriebenen Vektor pNeoAriel und

nachfolgender Selektion mit G418 gelang es in der Tat ARIEL-exprimierende E. dispar-

Trophozoiten zu generieren (Abbildung 21). Immunfluoreszenz-Untersuchungen an ganzen

Zellen ergaben,
Oberflache lokal

dass das rekombinante Protein, wie ARIEL in E. histolytica, primér auf der

isiert ist. Die rekombinanten E. dispar zeigten hinsichtlich ihrer Morphologisch

und in Bezug auf das Wachstumsverhalten keinen Unterschied zu entsprechenden Kontrollzellen.

E. histolytica E. dispar E. dispar
kDa )
148 —
60 — d
|
42 —
30 —
22 —
a b a b
Abbildung 21: Expression von ARIEL in rekombinanten E. dispar.

Amaoében wurden mit (a) dem Kontrollvektor und (b) dem Expressionsvektor, der fir
vollstandiges ARIEL kodiert, transfiziert, mit G418 selektioniert und anschlief3end (linke
Bildhalfte) Western-Blots von Zellextrakten mit anti-ARIEL-Antikdrpern (ECL-Plus,
Exposition: 3 s) entwickelt. In der rechten Bildhalfte sind Immunfluoreszenz-
Aufnahmen der transfizierten E. dispar (fixiert, nicht permeabilisiert) ebenfalls mit anti-
ARIEL-Antikdrpern dargestellt.
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3.9 Untersuchungen zum Einfluss der ARIEL-Expression in
rekombinanten E. dispar

Eine Reihe von Testsystemen wurde in den letzten Jahren entwickelt, um die Virulenz von
E. histolytica in vitro und in vivo zu untersuchen. Hierzu zéhlen die Adhédrenz der Amoben an
eukaryotische Zelllinien, die Zerstorung von Zellmonolayern bei Co-Kultur mit E. histolytica
(Zythopathogenitit), die Erythrophagozytose-Rate und die bereits beschriebene Induktion von
Leberabszessen nach Injektion von kultivierten E. histolytica-Trophozoiten in die Leber von
Wiistenrennméusen. Die meisten dieser Eigenschaften sind in E. dispar nur sehr gering oder gar
nicht ausgebildet. Es sollte daher im folgenden untersucht werden, ob irgendwelche dieser

Eigenschaften in ARIEL exprimierenden E. dispar verédndert sind.

3.9.1 Adhirenz von rekombinanten E. dispar an CHO-Zellen

Da ARIEL ein Membranprotein ist und der Kontakt von Amdben an Zielzellen ein
entscheidender, initialer, pathophysiologischer Schritt ist, sollte der Einfluss von ARIEL auf die
Adhérenz von Amdben an Zielzellen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Amoben mit
CHO-Zellen inkubiert. Diese Inkubation wurde bei 4°C durchgefiihrt, um zu verhindern, dass die
CHO-Zellen von den Amdben lysiert werden. Die CHO-Zellen lagern sich an die Am&ben und es
bilden sich sogenannte Rosetten (Abbildung 22), die anschlieBend mikroskopisch ausgezihlt

werden konnen.

A B

Abbildung 22: CHO-Rosettenbildung von E. dispar und E. histolytica.
(A) E. dispar-Trophozoiten bilden kaum Rosetten, sind leicht abgerundet und zeigen
viele schwach fluoreszierende Zellreste. Mehrere adharente CHO-Zellen wie im Bild
rechts oben sind nur selten zu finden und (B) ein E. histolytica-Trophozoit bildet eine
sogenannte Rosette aus 7 adharenten CHO-Zellen.

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, bildeten E. dispar im Gegensatz zu E. histolytica-
Trophozoiten kaum Rosetten. Pro Experiment wurde fiir je 100 Amdben die individuelle Anzahl
an adhdrenten CHO-Zellen gezdhlt. Es wurden insgesamt sechs unabhidngige Versuche in
zweifachen Ansitzen durchgefiihrt. Vergleicht man die Summe der adhdrenten CHO-Zellen pro

100 Amoben, ergibt sich fiir die ARIEL-exprimierenden E. dispar ein Wert von 97,6 + 28,8.
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Dieses Ergebnis entsprach dem entsprechender Kontrollzellen (99,8 £+ 21,8) (Abbildung 23). Es
bestand also hinsichtlich der Adhirenz an CHO-Zellen kein signifikanter Unterschied. Es
adhérierte im Durchschnitt knapp 1 CHO-Zelle an einem E. dispar-Trophozoiten. Unter den
gleichen Versuchsbedingungen wurde bei untransfizierten E. histolytica mehr als die dreifache

Anzahl an adhédrenten CHO-Zellen gezihlt.

200

150

100 1

50 1

CHO-Zellen/100 Amdben
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Abbildung 23: Einfluss von ARIEL auf die Adharenz von CHO-Zellen an rekombinante
E. dispar.
Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl von CHO-Zellen, die an je 100 gezahlten
Amoben adharierten. Kontrollzellen (blau), ariel-transfizierte E. dispar-Trophozoiten
(rot).

Betrachtet man die Zahlen innerhalb von Kategorien, die angeben an wieviel Prozent der
Amoben keine, 1, 2, 3, 4, 5 oder mehr als 5 CHO-Zellen adhérierten, war ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zwischen den ARIEL-exprimierenden E. dispar und den Kontrollzellen
feststellbar (Abbildung 24). Nur etwa 53 % der Amdben hatten tiberhaupt CHO-Zellen adhériert.
Im Gegensatz dazu hatten unter vergleichbaren Bedingungen etwa 82 % der E. histolytica-
Trophozoiten CHO-Zellen adhériert. Zusétzlich fand sich ein deutlich hoherer Anteil an Amoben
mit 4, 5 oder mehr adhdrenten CHO-Zellen.
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Abbildung 24: Einfluss von ARIEL auf die Bildung von CHO-Zell-Rosetten durch
rekombinante E. dispar.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Amdben, an denen die, jeweils auf der
X-Achse angegebene Anzahl, CHO-Zellen adharierten. Kontrollzellen (blau), ariel-
transfizierte E. dispar-Trophozoiten (rot).
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3.9.2 Zytopathogenitit rekombinanter E. dispar

Die Zytopathogenitit, also die Fahigkeit einen Zellrasen zu zerstoren, gilt als empfindlicher in
vitro Test zur Bestimmung der Pathogenitit von E. histolytica. Amdben werden dazu auf einen
konfluenten CHO-Zellrasen gegeben und fiir eine Stunde bei 37°C co-kultiviert. AnschlieBend
werden die verbliebenen, adhirenten, vitalen CHO-Zellen quantifiziert. Das Ausmall der
Zellrasenzerstorung korreliert dabei direkt mit der Virulenz der Amdben.

Um zu untersuchen, ob die Expression von ARIEL, die geringe Zytopathogenitit von E. dispar
beeinflusst, wurden rekombinante E. dispar so wie entsprechende Kontrollzellen in den CHO-
Zelltest eingesetzt. Dabei zeigte sich eine relativ starke Interassay-Varianz. ARIEL-
exprimierende E. dispar zeigten eine Zellrasenzerstorung zwischen 1 und 59 %. Die Werte der
Kontrollamoben lagen zwischen 10 und 56 %. Es wurden deshalb insgesamt 11 unabhéngige
Experimente jeweils mit 6fach-Bestimmung durchgefiihrt, wobei die Intraassay-Varianz nur
gering war. Im Mittel zerstorten ARIEL-exprimierende E. dispar 24,8 % + 18,8 eines CHO-
Zellrasens. Die Kontrollzellen zeigten eine Zellrasenzerstorung von 25,4 % =+ 14,7. Es bestand
somit kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Zytopathogenitit zwischen ARIEL-

exprimierenden E. dispar und entsprechenden Kontrollzellen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einfluss von ARIEL auf die Zytopathogenitat von rekombinanten E. dispar.
Dargestellt ist der relative Anteil eines CHO-Zellrasens der nach Inkubation mit
rekombinanten E. dispar zerstort wurde. Kontrollzellen (blau) und ariel-transfizierte
E. dispar-Trophozoiten (rot).

3.9.3 Erythrophagozytose-Rate rekombinanter E. dispar

Neben der Adhdrenz und der Zytopathogenitit gilt die Fihigkeit ganze Erythrozyten zu
phagozytieren als wichtig fiir die Pathogenitidt von E. histolytica. Die Erythrophagozytose der
Amoben ist ein Rezeptor-vermittelter Prozess. Allerdings ist der Rezeptor bisher nicht bekannt.
Die Erythrophagozytose-Rate rekombinanter, ARIEL-exprimierender E. dispar wurde untersucht
und mit der entsprechender Kontrollzellen verglichen. In diesem Versuch wurde photometrisch
die relative Menge an Hamoglobin quantifiziert, die durch Phagozytose von Erythrozyten in den

Amoben in einer Zeiteinheit akkumuliert. Die entsprechenden Versuche wurden 4 mal als
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Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die relative Menge der phagozytierten Erythrozyten wurde
nach 5, 10, 20, 30 und 50 min bestimmt. Lingere Inkubationszeiten zeigten keinen weiteren
Anstieg an phagozytierten Erythrozyten. Wie schon beim Zytopathogenitéts-Assay war auch hier
die Interassay-Varianz im Gegensatz zur Intraassay-Varianz relativ hoch. Der Maximalwert der
Absorption lag nach 50 min bei ca. 0,12. Es fand sich jedoch kein Unterschied zwischen
rekombinanten ARIEL exprimierenden E. dispar und den Kontrollzellen (Abbildung 26). Im
Gegensatz dazu wurde in E. histolytica unter vergleichbaren Bedingungen nach einer Stunde ein
Wert von 0,8 gemessen. Dies entspricht einer vielfach hoheren Erythrophagozytose-Rate als in

E. dispar.
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Abbildung 26: Einfluss von ARIEL auf die Erythrophagozytose von rekombinanten E. dispar.
Dargestellt ist die zeitabhangige Erythrophagozytose-Rate von Kontrollzellen (blau)
und ariel transfizierten E. dispar-Trophozoiten (rot).

3.9.4 Induktion von Leberabszessen nach Injektion von kultivierten
Trophozoiten in die Leber von Wiistenrennméusen

In Abhingigkeit der Virulenz fiihrt die intrahepatische Injektion von 1 x 10° bis 1 x 10’
E. histolytica-Trophozoiten in Wiistenrennméusen regelmiBig zur Leberabszessbildung. E.
dispar fehlt diese Eigenschaft. Selbst die Applikation einer 10fach hoheren Dosis (1 x 10° Zellen)
fiihrt nicht zur Leberabszessbildung. Es sollte daher untersucht werden, ob die Expression von
ARIEL in E. dispar die Leberabszessbildung beeinflusst. Dazu wurden 6 Wiistenrennmause
(Meriones unguiculatus) mit je 1 x 10° rekombinanten E. dispar-Trophozoiten intrahepatisch
infiziert. Die Untersuchung dieser Tiere nach einer Woche ergab, dass sich in keinem der Tiere

ein Amobenleberabszess entwickelt hatte.

80



4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von ARIEL, einem Protein des pathogenen
Protozoons E. histolytica, welches in der ansonsten eng verwandten aber apathogenen Spezies
E. dispar fehlt. Neben der Lokalisation in E. histolytica und der biochemischen Charakterisierung
des Proteins wurden transgene ARIEL-exprimierende E. dispar generiert. Der Phianotyp dieser
Zellen, insbesondere hinsichtlich einer moglichen Steigerung pathogener Eigenschaften, wurde
analysiert. Dartiber hinaus wurden Untersuchungen beziiglich einer moglichen Verwendung von
ARIEL als Vakzine zum Schutz vor Amoébiasis durchgefiihrt sowie der Einsatz als

serodiagnostisches Antigen gepriift.

4.1 Mehrere ARIEL-Proteine werden in E. histolytica-Trophozoiten

exprimiert

Frithere Untersuchungen hatten gezeigt, dass das Genom von E. histolytica mehrere ARIEL-
kodierende Gene enthélt. Aufgrund von Southern-Blot und cDNA-Analysen wurde vermutet,
dass etwa 8 solcher Gene existieren. Da entsprechende Genkopien in E. dispar fehlen, ist
anzunehmen, dass die arie/-Genfamilie in E. histolytica durch Genduplikationen entstanden ist,
die erst nach der Trennung der beiden Organismen von einem gemeinsamen Vorldufer
stattgefunden haben. Die verschiedenen Genprodukte besitzen identische amino- und
carboxyterminale Sequenzen und unterscheiden sich lediglich in der Anzahl interner repeat-
Doménen. Aufgrund von cDNA-Sequenzen war schon vermutet worden, dass verschiedene
Mitglieder der ARIEL-Genfamilie in E. histolytica Trophozoiten exprimiert werden. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Immunoblot-Analysen unter Verwendung spezifischer Antikorpern gegen
ARIEL bestdtigen diese Vermutung und zeigen, dass in der Tat mindestens 5 ARIEL-Homologe
unterschiedlicher Molekularmassen in den Trophozoiten gebildet werden. Die gezielte
Uberexpression eines einzelnen ARIEL-Gens fiihrte zur Verstirkung einer einzelnen
Proteinbande im Western-Blot. Daher kann angenommen werden, dass die einzelnen ARIEL-
Homologe offenbar unterschiedliche Genprodukte darstellen und nicht primér das Resultat von
Modifikationen eines einzelnen Proteins sind. Auffillig war, dass die im Western-Blot
nachgewiesenen Proteine gegeniiber dem theoretischen Molekulargewicht von etwa 11 bis 23
kDa deutlich hohere Molekulargewichte von etwa 44 bis 55 kDa aufwiesen. Die Diskrepanz
zwischen theoretischem und tatsdchlichem Molekulargewicht zeigte sich auch in der SDS-PAGE
des bakteriell exprimierten ARIEL (~44 kDa statt 23 kDa), so dass die GroBendifferenz offenbar

nicht durch posttranslationelle Modifikationen wie N- oder O-Glykosylierung erkldrt werden
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kann. Vermutlich ist der beobachtete Effekt auf ein retardiertes Laufverhalten des Proteins im Gel
zuriickzufiihren, bedingt durch den hohen Prolin-Gehalt und die Hydrophilizitdt der repeats. Ein
dhnliches Phdanomen wurde auch fiir das ARIEL-dhnliche Serin-reiche E. histolytica Protein
(SREHP) beschrieben (Stanley, 2000).

4.2 Ahnlichkeiten von ARIEL mit bekannten Proteinen

Sieht man von der starken Verwandtschaft zu SREHP einmal ab, so ergeben sich
Sequenzhomologien fiir ARIEL mit anderen Proteinen in erster Linie aus dem hohen Gehalt
bestimmter Aminosduren innerhalb der repeats, sind also eher in sogenannten low-complexity-
Regionen zu finden und somit nur wenig aussagekriftig. Variable Oktarepeats, die in bis zu vier
Aminoséduren (G-K-E-D-N/G-N/K-K-P) mit denen von ARIEL {ibereinstimmen, findet man im
Protein A, einem Zellwand-assoziierten Protein aus Staphylokokken. Protein A und
Immunglobulin-bindende Proteine anderer Pathogene binden die Fc-Regionen der
Immunglobuline und bilden vermutlich so einen Schutzmantel aus diesen Molekiilen, da deren
Fc-Regionen nicht mehr von den Rezeptoren der Leukozyten erkannt werden kénnen. Auch
Bindungsstellen flir Opsonine werden so maskiert. Daher gilt Protein A als ein Virulenz-Faktor
der Staphylokokken (Foster and McDevitt, 1994). Homologe der Protein A-typischen
Immunglobulin-bindenden Doménen, die fiir dessen Funktion essentiell sind, sind in ARIEL
jedoch nicht vorhanden. Die Ahnlichkeit dieser beiden Proteine scheint demnach nicht
hinreichend fiir die Annahme einer vergleichbaren Funktion von ARIEL in E. histolytica
hinsichtlich der Uberwindung des Wirts-Immunsystems.

Ahnlichkeiten findet man beim Vergleich der Hydrophobizititprofile von ARIEL (und auch
SREHP) mit den S-Antigenen und dem CS(circumsporozoite)-Protein aus Plasmodien.
Hydrophobe Amino- und Carboxytermini flankieren charakteristische hydrophile, saure repeat-
Doménen. Zwischen den repeat-Doménen und den hydrophoben Regionen findet man beidseitig
kurze Bereiche mit vorwiegend geladenen Aminosduren (carboxyterminal fehlen diese jedoch bei
ARIEL und SREHP). CSP ist ein Membranprotein, welches nur im Sporozoitenstadium
exprimiert wird und die Bindung an Hepatozyten und somit die Infektiositidt der Sporozoiten
beeinflusst. Die meisten Antikorper gegen CSP sind zwar gegen die repeats gerichtet (was auch
bei SREHP gezeigt wurde; Wang et al., 1997), weswegen sich Untersuchungen zunichst auf
diese Region fokussierten. Wie sich jedoch herausstellte, sind es andere konservierte Regionen
innerhalb des CSP, die die Bindung an Zielzellen vermitteln (Holder, 1994), so dass auch hier
kein Hinweis auf eine mogliche Funktion von ARIEL zu erhalten ist. S-Antigene werden von den
erythrozytiren Stadien in die parasitire Vakuole sezerniert und bei Ruptur des Erythrozyten
freigesetzt. Sie sind insbesondere in der repeat-Region sehr polymorph und ermdglichen dadurch

die Typisierung verschiedener Isolate. S-Antigene haben sich jedoch als nicht besonders

82



DISKUSSION

immunogen erwiesen. lThre Funktion ist nicht bekannt, man stellt sich aber vor, dass sie den
Parasiten ,,verschleiern und so eine effektive Immunantwort vermindern. Eine alternative
Vorstellung ist, dass sie wie ein ,zirkulierender Schwamm* anhand der vielfach wiederholten

Epitope innerhalb der repeats effektive Wirts-Antikorper ,,aufsaugen® (Bickle et al., 1993).

4.3 ARIEL ist membranstindig

ARIEL ist primdr auf der Zelloberfldche lokalisiert. Antikdrper gegen ARIEL zeigen jedoch in
permeabilisierten E. histolytica-Trophozoiten auch eine Markierung kleiner intrazelluldrer
Vesikel. Diese dhneln den sekretorischen Vesikeln durch deren Fusion mit der Zellmembran
vermutlich Proteine zur Zelloberfldche transportiert werden. Diese Lokalisation ist vergleichbar
mit der von SREHP (Ghosh et al., 1999; Stanley et al., 1995a).

Fir die Verankerung der ARIEL-Proteine in der Membran ist der Carboxyterminus des
prematuren Polypeptids notwendig, denn das Expressionsprodukt eines Konstruktes, das fiir ein
ARIEL ohne diesen Carboxyterminus kodiert, war nicht mehr auf der Zellmembran zu finden. Es
erscheint in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie homogen im Zytoplasma verteilt und in
Western-Blots von Zellextrakten in der zytoplasmatischen Fraktion, in der endogenes ARIEL
praktisch nicht nachzuweisen ist. Es ist mdglich, dass es sich bei dieser carboxyterminalen
Sequenz um eine Signalsequenz fiir einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker handelt.
Diese Art der Verankerung von Membranproteinen ist in Eukaryoten und insbesondere in
Protozoen weit verbreitet und ein groBles Spektrum von Proteinen ist GPI-verankert. Dazu
gehoren u.a. Enzyme, Adhisionsmolekiile und Rezeptoren (Hooper, 2001). GPI-verankerte
Proteine findet man in Zellmembranen sowie vielen zelluliren Kompartimenten wie
endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat oder auch exo- und endozytotischen Strukturen
(Weise et al., 2000). Im Unterschied zu Transmembran-Proteinen, in denen der Transmembran-
Region carboxyterminal eine hydrophile, zytosolische Doméne folgt, reichen die hydrophoben
Signalsequenzen flir GPI-Anker bis zum Carboxyterminus des prematuren Polypeptids
(Ferguson, 1999). Eine iibergeordnete Funktion der GPI-Verankerung von Molekiilen kennt man
nicht. Die Bedeutung der GPI-Verankerung fiir die spezifische Funktion von Proteinen ist unklar,
da zumindest bei einigen Proteinen ihre Funktion durch Austausch des GPI-Ankers gegen eine
Transmembran-Domaéne nicht beeinflusst wird (beschrieben in Chatterjee und Mayor, 2001).

Die aminoterminale Signalsequenz ist ebenfalls Bedingung fiir eine GPI-Verankerung, da das
Protein fiir diese posttranslationelle Modifikation zum endoplasmatischen Retikulum transportiert
werden muss. Hier wird dann von einem Transamidase-Komplex das carboxyterminale
Signalpeptid des Proteins abgeschnitten und der so genannte GPI-Anker en bloc mit dem neuen
Carboxyterminus verkniipft. Eine mogliche aminoterminale Signalsequenz lédsst sich mit Hilfe

des Programms SignalP V2.0 (unter www.cbs.dtu.dk) nach der Regel von Heijne (Nielsen et al.,
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1997) vorhersagen. Dieser Vorhersage nach endet das Signalpeptid nach Ala;; der ARIEL-(und
auch SREHP-)Sequenz. Ghosh und Mitarbeiter (1999) bestimmten so die Signalsequenz der
Chitinase aus E. histolytica und konnten im Experiment zeigen, dass eine um diese Sequenz
verkiirzte Chitinase nicht mehr in sekretorischen Vesikeln sondern im Zytoplasma vorlag. Diese
Vorhersage-Methode scheint also prinzipiell fiir Proteine von E. histolytica anwendbar zu sein.
Wie die aminoterminale Signalsequenz unterliegt auch das carboxyterminale Signalpeptid
keinem konservierten Sequenz-Motiv sondern kann durch charakteristische Eigenschaften
bestimmter Aminosdure-Reste innerhalb der Erkennungs-Sequenz identifiziert werden. Mit Hilfe
von Computerprogrammen lassen sich so putative GPI-Verankerungen und die zugehdrigen
Schnittstellen vorhersagen. Die Vorhersage iliber den "big-PI Prediction-Server" ergab eine
potentielle GPI-Modifikationsstelle fiir ARIEL zwischen D;;3 und A4 der abgeleiteten
Aminosduresequenz. Eine von dieser Position abweichende GPI-Modifikationsstelle ergab die
"DGPI"-Vorhersage (beide zu finden unter www.expasy.org/tools) zwischen Seryps und Seros
(Eisenhaber et al., 1999). Sequenzanalysen von SREHP ergaben diesbeziiglich vergleichbare
Ergebnisse (Alayj6-Alaz;7 bzw. Seryps-Serags; siche auch Abbildung 27). In E. histolytica findet
man bei vier kiirzlich identifizierten Cystein-Proteinasen weitere putative GPI-Signalsequenzen
mit Hilfe der DGPI-Vorhersage (Bruchhaus et al., 2003).

Der géngigste experimentelle Nachweis einer GPI-Verankerung ist der Verdau mit
Phosphatidylinositol-spezifischer Phospholipase C (PI-PLC) und die daraus resultierende
Freisetzung des Proteins aus der Membran. Dieser enzymatische Nachweis ist jedoch nur bei
GPI-Ankern moglich, die nicht am Inositol acyliert sind (Udenfriend und Kodukula, 1995;
Roberts et al., 1988). Diese Modifikation findet man vorwiegend, aber nicht ausschlieBlich, bei
Saugetieren (Brown und Waneck, 1992). Eine weitere Methode zur spezifischen Bestimmung
eines GPI-Ankers ist die saure NO,-Deaminierung (Varki et al., 1999). Beide Methoden wurden
in dieser Arbeit zum Nachweis einer moglichen GPI-Verankerung von ARIEL angewendet. Ein
GPI-Anker lieB3 sich allerdings damit nicht nachweisen.

Experimentell nachgewiesen wurden GPI-Anker in E. histolytica bisher nur an der 31 kDa
Untereinheit eines Oberflachenlektins und der Molekiil-Klasse der Proteophosphoglykane (PPG).
Die 31 kDa-Untereinheit des Gal/GalNAc-inhibierbaren Lektins ist iiber einen GPI-Anker, der
PI-PLC-resistent ist, mit der Zellmembran verbunden. (McCoy et al., 1993). Man kennt bisher
keine Funktion der kleinen Lektin-Untereinheit, und auch die Funktion der GPI-Verankerung ist
unbekannt. Es gibt bisher lediglich Hinweise darauf, dass eine Expression dieser Untereinheit
ohne carboxyterminale Signalsequenz die Aggregation mit der 170 kDa-Untereinheit zum
nativen Heterodimer verhindert (Ramakrishan et al., 2000). Hinsichtlich einer Notwendigkeit des
GPI-Ankers fiir die Funktion der 31 kDa-Untereinheit ist zu erwahnen, dass eine zweite kleine
Untereinheit (35 kDa) des Lektins nachweislich nicht GPI-verankert ist. Vielleicht ist ein GPI-
Anker hier nicht notwendig, da die kleine Untereinheit jeweils kovalent mit der grofen

Untereinheit verbunden ist (McCoy et al., 1993).
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Die einzigen PI-PLC-sensitiven GPI-Anker in E. histolytica wurden 1992 an Oberflichen-
Glykokonjugaten nachgewiesen, gereinigt und untersucht (Stanley et al., 1992; Moody et al.,
1997; Moody et al., 1998). Moody-Haupt und Mitarbeiter charakterisierten detailliert die
molekularen Beschaffenheiten und insbesondere die GPI-Ankerstrukturen dieser Molekiile. Die
GPI-Anker der von ihnen als Proteophosphoglykane (PPG) bezeichneten Molekiil-Klasse wiesen
eine bis dahin unbekannte und einzigartige Modifikation innerhalb der ansonsten in allen
bekannten GPI-Ankern konservierten Glykan-Kernstruktur auf. Neben dieser Substitution des
konservierten o1-2Man-Rests durch einen aGal-Rest fanden sie eine weitere ungewdhnliche
Modifikation der Glykan-Kernstruktur in Form von heterogenen Seitenketten aus 1-20 aGal-
Resten (Moody-Haupt et al., 2000). E. histolytica verfiigt also nachweislich iiber GPI-Anker, die
jedoch einzigartige Strukturen zeigen und nicht obligatorisch PI-PLC-sensitiv sind.

Trotz einer putativen GPI-Signalsequenz konnten Stanley und Mitarbeiter (1995) fiir SREHP
ebenfalls keinen GPI-Anker nachweisen. Gereinigtes SREHP ist resistent gegeniiber PIPLC-
Verdau und saurer NO,-Deaminierung. SREHP ist iiber O-Ester-Bindungen acyliert und so
vermutlich {liber einen der zwei Serin-Reste des ansonsten hydrophoben Carboxyterminus in der
Membran verankert (Stanley et al., 1995a). Der entsprechende Bereich der diese zwei Serine
umgebenden 11 Aminoséduren ist interessanterweise auch in ARIEL hoch konserviert, so dass
eine vergleichbare Acylierung und die daraus folgende Membranstindigkeit wahrscheinlich ist
(siche Abbildung 27). Auler ARIEL und SREHP konnten jedoch in 6ffentlichen E. histolytica-
Datenbanken keine weiteren Proteine mit diesem Motiv identifiziert werden.

200 v 210 v 220 230

ARIEL :(—DESS----NNKPGSSSDN-YDNLDAASSPFIVILFAI IVV I L F-coon

|| N CEErrr e e
SREHP:—EASSTSNSNDKSGSSSDNDNNNLDAASSPF IVIFCAI | | Al | Fcoo

200 -~ 210 N 220 230

Abbildung 27: Vergleich der carboxyterminalen Aminosauresequenzen von ARIEL und
SREHP. Dargestellt sind abgeleitete Aminosauresequenzen kodierender Regionen
von ariel und srehp. Innerhalb der Box befinden sich die 11 konservierten
Aminoséuren, die die Serin-Reste (fett gedruckt) umgeben, von denen einer vermutlich
acyliert ist, und die Membranverankerung vermittelt. Zusatzlich sind die putativen GPI-
Schnittstellen nach (v A) ,big PI*- bzw. (v A) ,DGPI“-Vorhersage angegeben.

Fiir eine GPI-Verankerung von ARIEL spricht lediglich die leichte Verdnderung der Mobilitét in
der SDS-PAGE nach saurer NOj-Deaminierung. Da dies unter den hier beschriebenen
Versuchsbedingungen auch fiir SREHP beobachtet wurde, ist es wahrscheinlich, dass die
Mobilitdt der beiden Proteine durch chemische Nebenreaktionen verdndert wurde. Dies
insbesondere, da alle Versuche aufgrund des Fehlens gereinigter Proteine nur mit Zellextrakten

durchgefiihrt werden konnten.
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4.4 Reinigung und posttranslationelle Modifikationen von ARIEL

Die Reinigung von ARIEL aus E. histolytica-Trophozoiten ist trotz Einsatz einer breiten Palette
experimenteller Ansdtze nicht in ausreichendem Malle gelungen. Insbesondere die
unbefriedigenden Ergebnisse der Immunprizipitationen mit verschiedenen anti-ARIEL-
Antikorpern wie auch die NiNTA-Prézipitationen sind hier zu erwéhnen und stehen teilweise im
Widerspruch zu den hohen Affinititen der eingesetzten Antikérper in Western-Blot- oder
Immunfluoreszenz-Analysen. Die vermutlich geringe Abundanz des Proteins oder auch die
notwendige Anwesenheit von Detergenzien in den Extrakten sind vermutlich Ursache fiir die
geringen Proteinausbeuten wéhrend der verschiedenen Reinigungsschritte. Die Fusion von
ARIEL mit einem HisTag sollte Abhilfe schaffen und die Reinigung des modifizierten Proteins
aus rekombinanten Trophozoiten mit einem etablierten System (NiNTA-Chromatographie)
ermoglichen. Die mit den entsprechenden Plasmiden transfizierten Trophozoiten exprimierten
Genprodukte von erwartetem Molekulargewicht in den entsprechenden Zellfraktionen. Im Fall
der membranstindigen Form (HisARIEL) fand sich jedoch keine Bindung mit der NiNTA-
Matrix. Das carboxyterminal verkiirzte HisTag-ARIEL (ARIELHisGPI') band hingegen an die
Matrix und lieB sich spezifisch eluieren. Hier befand sich der HisTag direkt carboxyterminal. Der
Grund fiir das unterschiedliche Verhalten der beiden HisTag-ARIELSs ist unklar.

Wegen des Fehlens ausreichender Mengen an gereinigtem ARIEL wurden weiterfiihrende
Untersuchungen zu posttranslationellen Modifikationen von ARIEL an Trophozoiten-Extrakten
durchgefiihrt und aussagekriftige Ergebnisse hinsichtlich moglicher N-Glykosylierungen erzielt.
Insgesamt ist bisher sehr wenig iiber die Glykosylierungen von Proteinen in Entamoeba bekannt.
Fir Glykoproteine anderer Organismen ist jedoch gezeigt, dass Glykosylierungen eine
entscheidende Rolle bei der Funktion spielen. Sie kdnnen z.B. Proteine vor proteolytischem
Verdau schiitzen, sie konnen Affinititen zwischen Rezeptor und Ligand beeinflussen oder als
Signal fiir intrazelluldren Transport dienen. AuBerdem konnen sie essentiell fiir die korrekte
Faltung des naszierenden Polypeptids sein (Lodish et al., 2001). Der bisher einzige
experimentelle Nachweis N-glykosidisch gebundener Zucker an einem Amdbenprotein erfolgte
am Gal/GalNAc-inhibierbaren Lektin (16 putative N-Glykosylierungsstellen). Mit Hilfe von
Tunicamycin, einem spezifischen Hemmer der N-Glykosylierung, bzw. chemischer
Deglykosylierung des gereinigten Proteins durch Trifluoromethansulfonsdaure (TMFS) reduzierte
sich die elektrophoretische Mobilitit der 170 kDa-Untereinheit um ca. 10 kDa (Mann et al.,
1991).

Trotz der hohen Zahl putativer N-Glykosylierungsstellen (3-10 mal Asn-Glu-Ser in den
bekannten ARIELs) scheint ARIEL jedoch nicht derart modifiziert zu sein. Nach Verdau von
Amében-Extrakten mit N-Glycosidase F war keine Anderung der Mobilitit von ARIEL in der
SDS-PAGE festzustellen. Der N-Glycosidase F-Verdau findet zwar eine breite Verwendung bei

der Analyse von Glykoproteinen, ist aber bisher noch nicht mit Proteinen von E. histolytica
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durchgefiihrt worden. Da jedoch andere Proteine im Amobenextrakt nach Behandlung mit
N-Glycosidase F eine Grofenreduktion in der SDS-PAGE zeigten, scheint ein N-Glycosidase F-
Verdau von E. histolytica-Glykoproteinen prinzipiell mdglich zu sein. Innerhalb der
Erkennungssequenz flir N-Glykosylierungen (Asn-X-Ser/Thr) steht X fiir eine beliebige
Aminoséure auBer Prolin. Prolin in dieser Position verhindert vermutlich die Ubertragung des
vorsynthetisierten Tetradekasaccharids auf das Amid-Stickstoffatom des Asparagin-Restes der
Peptidkette. Einen &hnlichen, wenn auch schwiécheren Einfluss hat Prolin in der
carboxyterminalen Position nach Ser/Thr (Kobata, 1992; Gavel und von Heijne, 1990). Alle
putativen N-Glykosylierungsstellen in ARIEL besitzen einen Prolin-Rest unmittelbar
aminoterminal zum Asparagin-Rest. Nach Bause (1983) hat der Prolin-Rest in dieser Position
hingegen keinen FEinfluss auf mogliche N-Glykosylierungen. Ein Fehlen N-glykosidisch
gebundener Zucker trotz einer hohen Zahl (17) putativer Bindungsstellen findet man in
Entamoeba auch beim 125 kDa-Antigen (Edman et al, 1990). Die Anwesenheit der
Erkennungssequenz besagt, wie auch beim 125 kDa-Antigen, nicht die tatsdchliche
Glykosylierung in vivo. Zudem konnen Glykosylierungen in Anwesenheit, Anzahl oder Art
innerhalb einzelner Proteine variieren (Furukawa und Kobata, 1992). Schitzungen zufolge sind
insgesamt mehr als die Hilfte aller Proteine glykosyliert, wovon wiederum 90 % entweder nur
N- oder aber N- und O-glykosyliert sind (Apweiler et al., 1999).

Beim klassischen N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharid befindet sich ein bestimmtes
Kernoligosaccharid kovalent verkniipft am Amid-Stickstoffatom des Asparagins der Peptidkette.
Dieses Kernoligosaccharid tridgt wiederum verschiedene weitere Oligosaccharid-Ketten. Man
kennt bei Eukaryoten bisher nur eine Ausnahme N-glykosidisch gebundener Zucker, bei denen
nicht dieses Kernoligosaccharid iiber das Asparagin mit der Peptidkette verbunden ist (Spiro,
2002). Folglich ist die Wahrscheinlichkeit, dass ARIEL N-glykosyliert ist, aber das
Oligosaccharid nicht die Spezifitdt der N-Glycosidase F erfiillt und deshalb nicht geschnitten
werden kann, eher gering einzuschitzen. Eine andere Modifikation, die einen Verdau durch die
N-Glycosidase F verhindern wiirde, ist ein zusétzlicher a.1-3Fucose-Rest am Kernoligosaccharid,
der jedoch nur bei Glykoproteinen aus Pflanzen und Insekten verbreitet ist. Insgesamt ist daher
davon auszugehen, dass zumindest keine klassische N-Glykosylierung von ARIEL unter den
gegebenen Kulturbedingungen erfolgt.

Ein Nachweis O-glykosidisch gebundener Zucker ist im Vergleich zu N-Glykosylierungen aus
mehreren Griinden schwieriger. Es fehlt ein Enzym mit vergleichbar breiter Spezifitit, da die
kommerziell erhiltliche O-Glycosidase ausschlieBlich das unsubstituierte Disaccharid GalB(1-3)-
GalNAc von Ser/Thr-Resten entfernt. Trotz der Tatsache, dass O-gebundene Zucker generell
wesentlich weniger komplexe und kleinere Oligosaccharid-Ketten tragen, sind Modifikationen
des verdaubaren Disaccharids sehr verbreitet und reduzieren somit den Nutzen der O-
Glycosidase. Durch die kleineren Zuckerketten wird der Nachweis durch die Verdnderung der
Mobilitdt in der SDS-PAGE erschwert. Spezifische Inhibitoren der O-Glykosylierung sind bisher
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nicht bekannt (Rehm, 2000). Eine O-Glykosylierung von ARIEL konnte hier nicht nachgewiesen
werden.

Interessant ist hinsichtlich moglicher posttranslationeller Modifikationen von ARIEL ein
Vergleich der Ergebnisse entsprechender Untersuchungen von SREHP und den ebenfalls bereits
erwihnten Proteophosphoglykanen (PPG). Sie geben gleichzeitig Beispiele fiir weitere Arten von
Glykosylierungen (Phosphoglykosylierung und Modifikation durch O-GIcNAc) und
Phosphorylierung.

PPG sind auf der Zelloberfliche der Trophozoiten zu finden. Man unterscheidet PPG1 und PPG2.
PPG2 erscheinen in der SDS-PAGE als polydisperse Bande mit einer Gréfe von 33-56 kDa
(PPG1: 100-190 kDa). Sie sind weniger negativ geladen als PPGlund zeigen einen geringen
Peptid-Gehalt. Die Peptidkomponenten der PPG sind relativ sauer und reich an Asp-, Glu-, Lys-
und Ser-Resten (Moody-Haupt et al., 2000). Die sauren repeat-Doménen von SREHP und
ARIEL zeigen ebenfalls einen hohen Gehalt an diesen Aminoséuren (insbesondere Serin), wobei
ARIEL sich von den PPGs und SREHP durch die charakteristisch hohe Anzahl an Asn-Resten
unterscheidet. ARIEL und SREHP sind, wie auch die PPG, negativ geladen, wie durch die
zweidimensionale SDS-PAGE gezeigt werden konnte. Innerhalb der PPG-Polypeptide ist
weiterhin eine Glykosylierung aufféllig. Wahrscheinlich spielen dabei die Serin-Reste eine
entscheidende Rolle, da sie zu 60% als Phosphoserine vorliegen, iiber die vermutlich lineare, 2-
23 al-6Glc-Reste lange Glykane verkniipft sind. SREHP ist zwar an Serin-Resten
phosphoryliert, Glykane, wie sie in den PPG vorkommen, sind jedoch nicht nachgewiesen
worden. Aufgrund des hohen Serin-Gehalts innerhalb der repeats ist diese Modifikation
jedenfalls auch fiir ARIEL vorstellbar. Es ist nach wie vor ungekldrt, warum SREHP als
Membranprotein (ein Protein des sekretorischen Weges, das keine zytosolische Doméne
aufweist) Modifikationen zeigt, die ansonsten zytoplasmatischen oder nukledren Proteinen
vorbehalten sind. Dies gilt ebenso fiir die terminalen O-GIcNAc-Monosaccharide, die fiir SREHP
nachgewiesen wurden. Diese Art der Modifikation findet man in allen bisher untersuchten
Eukaryoten. Sie hat induzierbaren, dynamischen Charakter und ist eher analog zur
Phosphorylierung als zur klassischen O-Glykosylierung. Es sind ebenfalls Serin und Threonin-
Reste, die derart modifiziert werden und die Regionen &hneln denen, die auch durch Protein-
Kinasen phosphoryliert werden. Verschiedene Molekiile wie z. B. Transkriptionsfaktoren,
Zytoskelett-Komponenten oder metabolische Enzyme unterliegen dieser, vermutlich der
Phosphorylierung entgegenwirkenden, Regulation (Hart, 1997; Wells und Hart, 2003). Obwohl
diese Modifikationen ebenfalls fiir ARIEL denkbar sind, konnten sie hier nicht untersucht

werden, da hierfiir eine Reinigung des Proteins notwendig gewesen wire.
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4.5 Expression von ARIEL in E. histolytica und E. dispar

Anhand der bisher ermittelten Unterschiede zwischen E. histolytica und E. dispar ldsst sich der
Unterschied der beiden Amdbenspezies hinsichtlich ihres pathogenen Potentials nicht
ausreichend erkldren. Die postulierten Pathogenititsfaktoren Gal/GalNAc-inhibierbares Lektin,
Cystein-Proteinasen und Amoebapores kommen ausnahmslos in beiden Organismen vor,
wenngleich E. dispar im Vergleich zu E. histolytica geringere Cystein-Proteinase- und
Amoebapore-Aktivititen und eine schwichere Expression des Lektins aufweist (Bruchhaus et al.,
1996; Leippe et al., 1993; Pillai et al., 2001). Wenn auch nicht davon auszugehen ist, dass die
Pathogenitit von E. histolytica nur durch einen einzigen Faktor bedingt wird, so ist doch die
E. histolytica-Spezifitit von ARIEL einer der auffalligsten bisher ermittelten Unterschiede.

Es existieren in E. histolytica bisher nur begrenzte Mdglichkeiten, durch gezielte genetische
Einflussnahme die Bedeutung einzelner Molekiile in vivo zu untersuchen. Dazu gehort die stabile
episomale Transfektion (Hamann et al., 1995). Mit dieser Methode konnte die Uberexpression
eines ARIEL-Proteins um das ca. 5fache in E. histolytica bewirkt werden. Diese Uberexpression
hatte jedoch keinen sichtbaren Einfluss auf Morphologie oder Wachstum der rekombinanten
Amében. Eine erfolgreiche Uberexpression ist nicht zwingend zu erwarten gewesen. Zwar
konnten Dbereits verschiedene heterologe und homologe Proteine (Chloramphenicol-
Acetyltransferase, antioxidative Enzyme, eine leichte Meromyosin-Doméne, Myosin IB, ein
organell-spezifisches HSP60 und Cystein-Proteinase 2) rekombinant in Amdben exprimiert
werden (Hamann et al., 1995; Wassmann et al., 1999; Arhets et al., 1998; Mai et al., 1999;
Hellberg et al., 2001), die Cystein-Proteinasen 1 und 5 sowie Amoebapores lieBen sich jedoch
mit demselben Expressionssystem nicht iiberexprimieren. Unter Umstidnden ist dies darauf
zuriickzufiihren, dass diese Proteine, da sie an Proteinabbau und Zell-Lyse beteiligt sind, bei
erhohter Expression fiir die Amoben toxisch sind (Hellberg et al., 2001). Die Transfektion von
E. dispar mit denselben Vektoren lieferte vergleichbare Ergebnisse wie in E. histolytica. Die
E. histolytica-Lektin-Promotoren der verwendeten Vektoren ermdglichen also prinzipiell auch
eine Genexpression in E. dispar (Hellberg et al., 2001). In der Tat konnte ARIEL nicht nur in
E. histolytica iiberexprimiert werden sondern lieB sich auch in E. dispar exprimieren. Somit
wurde erstmalig ein E. histolytica-spezifisches Protein von E. dispar produziert. Rekombinante
E. dispar zeigten jedoch keine auffilligen Verdnderungen hinsichtlich Morphologie oder
Wachstum, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Expression von ARIEL unter den
normalen Kulturbedingungen keinen negativen Einfluss auf die Zellen zu haben scheint. Die
Lokalisation des rekombinanten ARIEL in E. dispar war mit der des endogenen und des
rekombinanten ARIEL in E. histolytica vergleichbar. Auch die Mobilitit der rekombinanten
Proteine beider Amobenspezies in der SDS-PAGE war identisch, so dass man vermuten kann,

dass die Proteine auch identisch prozessiert werden. Mit der Mdglichkeit der Expression von
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ARIEL in E. dispar stand somit ein Modell zur Verfiigung, um mogliche phéinotypische

Eigenschaften zu untersuchen und so eine mégliche Funktion fiir ARIEL zu identifizieren.

4.6 Ein Einfluss von ARIEL auf Pathogenitit oder Virulenz konnte

nicht nachgewiesen werden

Eine Vielzahl biologischer Assays wurde in der Vergangenheit eingesetzt um Pathogenitdt und
Virulenz verschiedener Entamoeba-Populationen in vitro und in vivo vergleichen bzw.
quantifizieren zu konnen. Dazu gehdren vor allem die Induktion von Leberabszessen in
Wiistenrennméusen (Chadee und Meerovitch, 1984) oder die Bestimmung der Zytopathogenitét,
(die Eigenschaft, Saugetier-Zellrasen zu zerstoren; Bracha und Mirelman, 1984), der
Erythrophagozytose-Rate (Orozco et al., 1988) oder der Adhédrenz an Zielzellen (Ravdin und
Guerrant, 1981). Diese Untersuchungen wurden im Zuge dieser Arbeit mit rekombinanten
E. dispar durchgefiihrt, um eine mogliche Bedeutung von ARIEL fiir die Pathogenitit von
Amoben festzustellen. Sollte ARIEL eine wichtige Rolle bei der Pathogenitét von E. histolytica
spielen, wiren die rekombinanten, ARIEL-exprimierenden E. dispar vermutlich gut geeignet,
dies in den genannten in vitro oder in vivo-Experimenten darzustellen.

Ein erster und essentieller pathophysiologischer Schritt ist die Adhdrenz der Trophozoiten an
Zielzellen. Da CHO-Zellen deutlich weniger (ca. 40 %) an E. dispar als an E. histolytica
adhérieren (Dodson et al., 1997), bestand die Moglichkeit, dass ARIEL als Oberfldchenprotein
von E. histolytica an dieser Adhdrenz beteiligt ist. Die erzielten Ergebnisse lieferten hierfiir
jedoch keine Hinweise. Im Gegensatz zu ARIEL scheinen SREHP, PPG und insbesondere das
Gal/GalNAc-inhibierbare Lektin jedoch einen Einfluss auf die Adhdrenz zu haben, denn
Antiserum und monoklonale Antikdrper gegen rekombinantes SREHP oder auch PPG reduzieren
die Adhdrenz von Trophozoiten an CHO-Zellen (Stanley et al., 1990; Zhang et al., 1994a;
Stanley et al., 1992). Antikorper gegen die 170 kDa-Untereinheit des Lektins kdnnen sogar, in
Abhingigkeit der gebundenen Doméne, die Adhédrenz inhibieren oder stimulieren (Petri et al.,
1990), weswegen dem Lektin neben der Adhirenz noch weitere fiir die Pathogenitit wichtige
Funktionen zugeschrieben werden. Natiirlich besteht die Mdglichkeit, dass ARIEL Einfluss auf
die Adhédrenz an andere Zellen oder Molekiile hat, die hier nicht untersucht wurden.

Auch ein Einfluss von ARIEL auf die Zytopathogenitit von Trophozoiten konnte nicht
festgestellt werden. E. dispar weist in der Regel eine geringere Zytopathogenitit als E. histolytica
auf (Burchard und Bilke, 1992; Hellberg et al., 2001). Die Zytopathogenitét beruht zwar zum Teil
auf einer unterschiedlichen Expression und Aktivitidt von Cystein-Proteinasen (Hellberg et al.,
2001), weitere Molekiile wie z.B. das Lektin oder Amoebapores scheinen jedoch ebenfalls einen
Einfluss zu haben, da durch Inhibition der Expression von Amoebapore A oder der 35 kDa-

Untereinheit des Lektins die Zytopathogenitdt reduziert wurde (Ankri et al., 1999; Bracha et al.,
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1999). Die rekombinante Expression von ARIEL in E. dispar hatte keinen Einfluss auf die
begrenzte Fahigkeit dieser Amoben, CHO-Zellverbénde zu zerstoren.

In einem weiteren in vitro-Assay wurde die Erythrophagozytose rekombinanter E. dispar
gemessen. Uber den Zusammenhang zwischen Erythrophagozytose und Virulenz von Amdben
werden in der Literatur widerspriichliche Angaben gemacht. In einigen Arbeiten wurde eine klare
Korrelation zwischen Erythrophagozytose-Rate und Pathogenitéit von E. histolytica beschrieben
(Trissl et al., 1978; Gonzalez-Garza et al., 2000), wihrend dies in anderen Arbeiten nicht
bestdtigt werden konnte (Tsutsumi et al., 1992; Montfort et al., 1993). In den hier durchgefiihrten
Untersuchungen wurde im Vergleich zu E. histolytica eine deutlich geringere Phagozytose-Rate
fiir E. dispar gefunden. Allerdings wurde diese durch rekombinante Expression von ARIEL nicht
beeinflusst.

Ein weiterer gravierender Unterschied zwischen E. histolytica und E. dispar besteht in der
Fihigkeit, Leberabszesse in Labortieren zu induzieren. Wihrend die Injektion von 1 x 10" bis
1 x 10° E. histolytica-Trophozoiten in die Leber von Wiistenrennméusen regelméBig zur Bildung
von Leberabszessen fiihrt, werden solche pathologischen Verdnderungen nach Injektion von
E. dispar selbst bei Applikation von 100fach héheren Dosen nicht gesehen. Lediglich kleine,
lokale Entziindungen sind voriibergehend beobachtet worden (Espinosa-Cantellano et al., 1997).
Es bestand die Moglichkeit, dass ARIEL fiir die Ausbildung von Leberabszessen oder fiir das
Uberleben der Amében im Gewebe von Bedeutung ist. Die durchgefiihrten Experimente lieferten
jedoch auch hierfiir keine Hinweise, da die ARIEL-exprimierenden E. dispar wie auch die
Kontrollen nach intrahepatischer Injektion in den Wiistenrennméusen keine Abszessbildung
induzierten. Fiir eine Untersuchung des Einflusses von ARIEL auf den Verlauf einer invasiven
Amobiasis bis hin zur hdmatogenen Streuung der Trophozoiten im Menschen steht allerdings
noch kein etabliertes Tiermodell zur Verfiigung.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen erbrachten keinen Hinweis dafiir, dass ARIEL ein
Pathogenititsfaktor ist. Wie bereits erwéhnt, ist jedoch die Pathogenitit vermutlich das Resultat
einer Interaktion mehrerer Faktoren, so dass die Expression von ARIEL in E. dispar nur bedingt
Riickschliisse erlaubt. Zudem wire es moglich, dass die Funktion von ARIEL auch an die
gleichzeitige Expression mehrerer Genkopien gekoppelt ist und deswegen durch Transfektion

von nur einer Genkopie kein Effekt erzielt wird.
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4.7 ARIEL besitzt kein Impfstoff-Potenzial und eignet sich nicht als

diagnostisches Antigen

Da der Mensch der einzige relevante Wirt fiir E. histolytica ist und kein weiteres Reservoir
existiert, konnte allein durch die schlichte Verbesserung der Hygiene eine Ubertragung der
Amoben mallgeblich unterbunden werden und im glinstigsten Fall zur Ausrottung der Amdbiasis
filhren. Aufgrund der gegenwirtigen Situation in vielen Landern der Erde ist dieses jedoch in
absehbarer Zeit nicht zu erwarten. Ganz im Gegenteil wurden in neueren Studien teils unerwartet
hohe Pravalenzen von E. histolytica in einigen Lindern festgestellt (Braga et al., 1998; Abd-alla
und Ravdin, 2002). Eine effektive Kontrolle der Amobiasis scheint daher nur durch den Einsatz
einer geeigneten Vakzine realisierbar (Stanley, 2003). Bisherige epidemiologische Studien in
endemischen Gebieten haben jedoch noch keine Hinweise auf eine langanhaltende
Schutzwirkung nach einer vorausgegangenen Amdobeninfektion ergeben (Blessmann et al., 2002;
Haque et al., 2001). Andererseits wurden im Tiermodell insbesondere mit SREHP und dem oben
beschriebenen Oberfldchenlektin vielversprechende Impfergebnisse erzielt. Es bleibt jedoch
abzuwarten, inwieweit die Ergebnisse aus Tierversuchen auf den Menschen iibertragbar sind. Es
wurde auch bisher keines der untersuchten Antigene im Menschen getestet. Zudem ist die Form
der Induktion der Leberabszesse durch intrahepatische Injektion von bis zu 1 x 10° Amében nicht
mit der natiirlichen Infektion vergleichbar, da die Infektion im Menschen iiber den Blutkreislauf
durch vergleichsweise wenige Trophozoiten erfolgt. Auch der Zeitraum innerhalb dessen die
Schutzwirkung untersucht wurde, ist mit 1-3 Wochen nur sehr kurz und sagt daher wenig tliber
einen Langzeitschutz aus. Dariiber hinaus wird fiir die Induktion der Abszesse in der Regel ein
Laborstamm (HM1:IMSS) verwendet, der unter Umstdnden eine andere Virulenz aufweist als
,»Wild-typ“-E. histolytica (Stanley, 2000).

Die ausbleibende Schutzwirkung nach Immunisierung mit rekombinantem ARIEL im
Vakzinierungs-Versuch (siehe 3.2.1) ist aufgrund gegenteiliger Ergebnisse mit SREHP (Zhang et
al., 1994a/b), das im gleichen Tiermodell bis zu 100 % Schutz vor Abszessbildung bewirkt, etwas
unerwartet gewesen. Das Potenzial von ARIEL wurde diesbeziiglich, insbesondere aufgrund der
Ahnlichkeit zu SREHP, sehr viel hoher eingeschitzt. Auch die anti-ARIEL-Antikdrper-Titer der
immunisierten Versuchstiere (siehe Tabelle 5) waren zwar signifikant, im Vergleich zu anderen
rekombinanten Antigenen aber deutlich geringer (personliche Mitteilung Dr. H. Lotter). Dass
signifikante Serumantikorper-Titer gegen Oberflachenstrukturen der Amoben nicht automatisch
Schutz vor Abszessbildung bewirken, wurde auch schon bei fritheren Untersuchungen mit
rekombinanten Doménen der 170 kDa-Untereinheit des Gal/GalNAc-inhibierbaren Lektins
beobachtet. Dieselbe Studie zeigte jedoch gleichzeitig die strenge Korrelation zwischen dem
Antikorper-Titer gegen andere Domédnen des Molekiils und einer deutlichen Schutzwirkung
(Lotter et al., 1997). Warum ARIEL und SREHP sich in ihrer Immunogenitit so deutlich
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voneinander unterscheiden ist nicht klar. Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Antigenitdit von SREHP im wesentlichen auf die repear-Region beschrinkt ist. Wang und
Mitarbeiter (1997) hatten die Reaktivititen von Seren von Amobenleberabszess-Patienten mit
synthetischen iiberlappenden Oktapeptiden der kompletten SREHP-Sequenz (ohne das
aminoterminale Signalpeptid) untersucht. Sie konnten zeigen, dass die Oktapeptide, die mit den
Patientenseren reagierten, fast ausschlieBlich aus der zentralen charakteristischen repeat-Region
von SREHP stammten. Diese immunogenen repeats von SREHP sind hinsichtlich ihrer
Aminosdurezusammensetzung und Sequenz den repeats von ARIEL sehr dhnlich. Es besteht
jedoch ein signifikanter Unterschied im Asparagin-, Alanin- und Threonin-Gehalt, der
moglicherweise den ermittelten Unterschied in der Antigenitét ausmacht.

Die Ergebnisse der im ELISA untersuchten Seren (siche 3.2.2) bestitigten das Gesamtbild der
schwachen Immunogenitdt von ARIEL in Form der durchgehend geringen Reaktivitdt mit dem
rekombinanten Protein und lassen neben dem fehlenden Impfstoff-Potenzial ebenfalls keine
besondere Eignung von ARIEL zur spezifischen Serodiagnose einer E. histolytica-Infektion
erkennen. Die Kontrolluntersuchungen derselben Seren im ELISA gegen rekombinantes P1,
einem immunogenen Oberflichen-Antigen aus E. histolytica, zeigten erwartete Ergebnisse von
tiber 80 % der E. histolytica-Infizierten, obwohl die Reaktion von Seren von Abszess-Patienten
mit diesem Antigen bis zu 100 % betragen kann (Lotter et al., 1997). Weitere Antigene wie z.B.
rekombinantes SREHP oder auch ein 29 kDa-Oberfldchen-Antigen reagierten in anderen Studien
ebenfalls zu 82 bzw. 92 % mit Seren von Leberabszesspatienten bzw. von Patienten mit
amdbenbedingten Durchfillen (Stanley et al., 1991; Lee et al., 2000). In Ubereinstimmung mit
fritheren Studien zeigten selbst asymptomatische Triger von E. histolytica iberzufillig haufig
eine positive AntikOrperantwort gegen rekombinantes P1 (Ravdin et al., 1990; Jackson et al.,
1985), wihrend dies bei Trigern von E. dispar nicht nachzuweisen war. Die relativ hohe Zahl an
reaktiven Seren nicht-infizierter Personen ist darauf zuriickzufiihren, dass Antikorper
vorausgegangener E. histolytica-Infektionen iiber lingere Zeit im Serum persistieren konnen
(Lotter et al., 1997). Daraus ergibt sich in Endemie-Gebieten ein gewisser Prozentsatz an nicht-
infizierten Personen mit positiver Serologie, was ein Grundproblem der serologischen Diagnostik

darstellt.
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4.8 Ausblick

Vergleiche zwischen pathogenen Mikroorgansimen und eng verwandten aber apathogenen
Spezies ist ein hdufig verwendetes Verfahren, insbesondere in der Bakteriologie, um mogliche
Pathogenititsfaktoren zu identifizieren. Allerdings werden regelmiBig mehrere Unterschiede
gefunden, die dann im Einzelnen auf ihre Bedeutung fiir die Pathogenitit untersucht werden
missen. Entsprechend wurde in dieser Arbeit das Asparagin-reiche E. histolytica Protein
(ARIEL) ndher charakterisiert. Die durchgefiihrten Untersuchungen lieferten allerdings keinen
Hinweis, dass das Protein fiir die Pathogenitit von E. histolytica von Bedeutung ist. Die
Versuchsanordnungen, mit denen dies hier untersucht wurde, konnen jedoch einen
Zusammenhang zwischen ARIEL und der Pathogenitit von E. histolytica nicht ausschlieBen. Die
fehlende Expression von ARIEL in E. dispar ist bisher einer der auffélligsten Unterschiede
zwischen den beiden Spezies, weswegen die weitere Suche nach einer Funktion durchaus
sinnvoll erscheint. Hinweise auf eine Funktion von ARIEL konnte z.B. die Untersuchung der
ARIEL-Expression unter verschiedenen Lebens- bzw. Stressbedingungen liefern. Es gibt auch
noch keine Daten iiber die Varianz von ARIEL zwischen verschiedenen E. histolytica-Isolaten,
z.B. unter besonderer Berticksichtigung der jeweiligen Virulenz.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass durch fortschreitende Genom-Sequenzierungen weitere Spezies-
spezifische Gene in E. histolytica nachgewiesen werden. Zur Einschitzung moglicher Funktionen
neuer putativer Pathogenititsfaktoren wére die Untersuchung mit dem hier angewandten
Methodenspektrum sicherlich sinnvoll. Dariiber hinaus konnten in Zukunft andere Methoden,
insbesondere solche zur spezifischen Inhibition der Genexpression mittels antisense-RNA, RNAi
(RNAinterference) oder andere derzeit in Entwicklung stehende Techniken, zur Funktionsanalyse
beitragen. Erste Versuche zur antisense-RNA oder RNAI Inhibition in E. histolytica sind zwar
schon mit Erfolg durchgefiihrt worden, die Systeme sind jedoch noch nicht soweit ausgearbeitet,
dass sie routineméBig fiir die Amoben anzuwenden sind.

Die Bestrebungen, eine Vakzine gegen die Amdbiasis zu entwickeln, sind bisher zum gréfiten
Teil auf das mehrfach erwéhnte Lektin und SREHP bzw. Doménen dieser Molekiile gerichtet.
Die Untersuchung des moglichen Vakzine-Potenzials von ARIEL war aufgrund seiner
Ahnlichkeit mit SREHP vielversprechend und damit notwendig. Die Ergebnisse dieser Arbeit
lassen jedoch an der Nutzbarkeit von ARIEL als Vakzine zweifeln. Es erscheint daher sinnvoll
zunichst andere Impfkandidaten weiter zu verfolgen. Ahnliches gilt fiir die Eignung von ARIEL
als serodiagnostisches Antigen. Wie bereits erwihnt, ist die Serodiagnostik in endemischen
Gebieten aufgrund der erhohten AntikOrperprdvalenz von Personen ohne akute Infektion

problematisch. Ein spezifischer Nachweis von Amobenantigenen im Stuhl hingegen ermoglicht
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auch in Endemie-Gebieten die Diagnose einer akuten Infektion. ARIEL wére aufgrund seines
Fehlens in E. dispar prinzipiell ein ideales Antigen fiir den spezifischen Nachweis von
E. histolytica in Stuhlproben und hétte in dieser Hinsicht u.U. einen Vorteil gegeniiber den bisher
kommerziell erhéltlichen Assays. Voraussetzung dafiir wire allerdings eine ausreichende Menge
von ARIEL in E. histolytica positiven Stuhlproben. Die geringe Abundanz des Proteins,
zumindest in Trophozoiten, spricht bisher allerdings gegen die Moglichkeit das Molekiil als
Zielprotein zum Antigennachweis in Stuhlproben zu verwenden.

Obwohl die Funktion von ARIEL bisher nicht geklart wurde, ist die Tatsache, dass das Protein
rekombinant in E. histolytica wie auch in E. dispar exprimiert werden konnte, sicherlich hilfreich
fiir zukiinftige Studien. Der Unterschied in der Pathogenitit der beiden Organismen basiert
vermutlich auf der Interaktion verschiedener Faktoren. In zukiinftige Untersuchungen zur

Klarung dieser Interaktionen wird dabei sicherlich ARIEL miteinbezogen werden miissen.
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5. Zusammenfassung

Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar sind zwei phylogenetisch eng verwandte
Protozoen-Spezies. Beide kdnnen den Darm des Menschen besiedeln, aber nur die Infektion mit
E. histolytica fihrt zu invasiven Krankheitsverldufen wie Amobenruhr oder Amobenleberabszess
(Amdbiasis). Die genauen Pathomechanismen, die zu diesen zum Teil lebensgefdhrlichen
klinischen Manifestationen fiihren, sind bisher nur unzureichend verstanden, insbesondere da
solche Parasitenproteine, die fiir die Pathogenitit von E. histolytica verantwortlich gemacht
werden, auch in E. dispar nachgewiesen wurden. Umfangreiche genetische
Vergleichsuntersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass sich die beiden Spezies kaum
unterscheiden. Einer der wenigen Unterschiede besteht in einer Familie Asparagin-reicher
Proteine, genannt ARIEL, die in E. histolytica von mindestens 8 Genen kodiert werden, wéhrend
entsprechende Genkopien in E. dispar vollstindig fehlen. Im Zuge dieser Arbeit wurde ARIEL
niher untersucht.

Mindestens 5 verschiedene ARIEL-Proteine mit Molekulargewichten von ~44 bis 55 kDa

werden von den Amoben unter Kulturbedingungen exprimiert. Es handelt sich dabei nicht um
Isoformen eines einzelnen Genproduktes sondern um die Genprodukte verschiedener ariel-Gene,
wie durch Uberexpression einer einzelnen ariel-Genkopie in E. histolytica gezeigt werden
konnte. ARIEL ist membranstidndig und sowohl auf der Zelloberfldche als auch intrazelluldren
Vesikeln lokalisiert. Transfektionsexperimente mit entsprechenden Deletionskonstrukten
ergaben, dass der carboxyterminale Bereich des prematuren Proteins fiir die Membranstdndigkeit
von Bedeutung ist. Ergebnisse dieser Arbeit lassen eine Membranverankerung durch die in
Protozoen weitverbreiteten GPI-Anker unwahrscheinlich erscheinen. Vermutlich erfolgt die
Membranverankerung iliber eine Acylierung eines carboxyterminal gelegenen Serin-Restes, wie
es bereits fiir ein sehr dhnliches Oberflichenprotein von E. histolytica postuliert wurde.
Trotz Anwendung eines breiten Methodenspektrums gelang es nicht, ARIEL aus Amdbenlysaten
zur Homogenitdt zu reinigen. Mogliche posttranslationelle Modifikationen lieBen sich daher nur
unzureichend charakterisieren. Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass eine klassische
N-Glykosylierung trotz mehrerer putativer N-Glykosylierungsstellen innerhalb der ARIEL-
Sequenz weitgehend ausgeschlossen werden kann.

Um das Protein weitergehend zu charakterisieren und insbesondere um eine mogliche
Bedeutung fiir die Pathgogenitidt der Amoben zu untersuchen, wurden transgene E. histolytica
generiert, die ARIEL {iberexprimierten. Durch episomale Transfektion eines entsprechenden
Expressionsvektors, der eine vollstindige arie/-Genkopie enthielt, konnte eine signifikant

verstirkte Expression eines einzelnen ARIEL-Proteins in E. histolytica erzielt werden.
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Gegeniiber entsprechenden Kontrollzellen zeigten diese ARIEL-iiberexprimierenden Zellen
jedoch keinerlei Auffélligkeiten hinsichtlich ihrer Morphologie oder ihres Wachstums.

Neben der Uberexpression von ARIEL in E. histolytica gelang es, ARIEL auch in E. dispar zu
exprimieren. Das Protein wurde in transgenen E. dispar in etwa vergleichbarer Menge wie bei der
Uberexpression in E. histolytica gebildet. Dariiber hinaus stimmten Mobilitit in der SDS-PAGE
und zelluldre Lokalisation des rekombinanten Proteins in beiden Organismen {iberein, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass die Prozessierung des Proteins in beiden Organismen
identisch verlauft.

Verschiedene etablierte in vitro- und in vivo-Testsysteme zur Abschéitzung der Virulenz

transgener, ARIEL-exprimierender E. dispar wurden durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass im
Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen weder die pathophysiologisch wichtige Adhérenz der
Amoben an Zielzellen, noch die Eigenschaft Sdugetier-Zellrasen zu zerstéren (Zytopathogenitét)
gesteigert war. Auch die Phagozytose-Féahigkeit der Amoben war nicht beeinflusst, und im
Gegensatz zu E. histolytica waren die transgenen E. dispar nicht in der Lage, Leberabszesse in
entsprechenden Labortieren zu induzieren.
Die Vakzinierung von Labortieren mit gereinigtem, in Escherichia coli rekombinant
exprimierten, ARIEL erzeugte im Gegensatz zu anderen Membranproteinen aus E. histolytica
keinen Schutz vor der Ausbildung von Amdbenleberabszessen. Es zeigte sich, dass ARIEL
offenbar wenig immunogen ist, da immunisierte Tiere nur sehr schlecht Antikérper gegen das
Protein bildeten. Dariiber hinaus ergaben serologische Untersuchungen, dass nur wenige
Menschen mit Amobiasis signifikante Antikorperspiegel gegen ARIEL entwickeln.

Zusammengenommen ergaben die durchgefiihrten Untersuchungen keinen Hinweis dafiir, dass
ARIEL fiir die Pathogenitit von E. histolytica von Bedeutung ist. Eine abschlieBende Bewertung
steht allerdings noch aus. Wie in anderen Mikroorganismen ist vermutlich auch in E. histolytica
die Pathogenitit ein multifaktorieller Prozess. Die Rolle von ARIEL in diesem Prozess kann erst
dann beurteilt werden, wenn es gelingt, nicht nur die Expression des Proteins in E. histolytica zu
steigern sondern auch zu unterbinden und den resultierenden Phénotyp hinsichtlich seines
pathogenen Potenzials zu untersuchen. Entsprechende Methoden des ,,gene knock-out oder

»gene silencing sind fiir E. histolytica allerdings noch nicht etabliert.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AP
APS
ARIEL
AS
ATP
BCA
BCECF AM
BCIP
BSA
CHAPS
CHO
CP
DMF
DTT
EDTA
EGTA
ELISA
F

FITC
Gal
GalNAc
GPI
HEPES
HisTag
IEF

Ig
IPTG
KLH
LB
NBT
NiNTA
PAGE
PBS
PFA

pl
PIPLC
PMSF
POD
PVDF
R

RT

S

SDS
SREHP

alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat

Asparagine-Rich Entamoeba histolytica-Protein
Antisense

Adenosintriphosphat

Bicinchoninsiure
2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(und-6)-carboxyfluorescein acetoxymethyl ester
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
Rinderserumalbumin
3-(3-Cholamidopropyl)dimethyl-ammonium-1- propansulfonat
“Chinese Hamster Ovary”

Cystein-Proteinase

Dimethylformamid

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsdure
Ethylenglykol-bis-(B-aminomethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsdure
Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay

forward

Fluoresceinisothiocyanat

Galaktose

N-Acetylgalaktosamin
Glykosylphosphatidylinositol
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsédure
Peptid aus acht Histidin-Resten

isoelektrische Fokussierung

Immunglobulin
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

Keyhole Limpet Hemocyanin

Luria-Bertani

Nitroblau Tetrazoliumchlorid
Nickel-Nitrilotriessigsdure
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphatgepufferte Salzlosung

Paraformaldehyd

isoelektrischer Punkt
Phosphatidylinositolspezifische Phospholipase C
Phenylmethansulfonylfluorid

Peroxidase

Polyvinyldifluorid

Revers

Raumtemperatur

Sense

Natrium-dodekylsulfat

Serine-Rich Entamoeba histolytica-Protein
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TAE
TBE
TBS

TE
TEMED
Tris
mf/sVSG
WHO
X-Gal

Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borat-EDTA

Trisgepufferte Salzlosung

Tris-EDTA

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-Hydroxy-Aminoethan

membraneform/soluble variant-surface-glycoprotein
Weltgesundheitsorganisation
5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid

Abkiirzungen der Aminosiuren

Ala Alanin F Met Methionin
Cys Cystein N Asn Asparagin
Asp Asparaginsdure P Pro Prolin

Glu Glutaminsdure Q Gln Glutamin
Phe Phenylalanin R Arg Arginin
Gly Glycin S Ser Serin

His Histidin T Thr Threonin
Ile Isoleucin \% Val Valin

Lys Lysin W Trp Tryptophan
Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
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