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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1 Einflihrung

Das Protozoon E. histolytica ist der Erreger der Amdobiasis, einer
Infektion, von der jahrlich schatzungsweise 50 Millionen Menschen betroffen
sind. Der Krankheitsverlauf ist in bis zu 100.000 Fallen letal. Neben der Malaria
und der Bilharziose gilt die Amdbiasis als bedeutendste Parasitose des Menschen
in den tropischen und subtropischen Regionen der Erde (WHO, 1997; WALSH,
1986;).

Der Lebenszyklus von E. histolytica vollzieht sich ohne Zwischenwirte
und umfasst zwei morphologisch unterscheidbare Entwicklungsstadien, das
infektidse Zystenstadium und das vegetative Trophozoitenstadium. Die Infektion
mit E. histolytica erfolgt Uber die orale Aufnahme der Uberwiegend vierkernigen,
saureresistenten Zysten durch kontaminiertes Wasser bzw. Nahrungsmittel. Im
Dinndarm kommt es zur Exzystierung und zur Umwandlung in die einkernigen,
beweglichen Trophozoiten. Diese vegetativen Formen besiedeln vor allem den
oberen Dickdarm und vermehren sich dort. Durch vermutlich besondere
Bedingungen im unteren Dickdarm kommt es zur Enzystierung und zu zwei
Kernteilungen. Die Zysten werden Uber den Stuhl ausgeschieden. E. histolytica
kann einerseits asymptomatisch im Darm persistieren, andererseits kann es
durch bislang ungeklarte Einflisse zu einer invasiven Amdbiasis kommen. Hierbei
erfolgt ein Ubertritt der Trophozoiten vom Darmlumen in die Kolon-Schleimhaut,
in deren Folge es zu Kolitis und Diarrhoen kommen kann. Neben diesen
intestinalen Formen treten auch extraintestinale Krankheitsverlaufe auf. So kann
E.  histolytica durch die Gewebsinvasion hamatogen in andere Organe
transportiert werden und dort lebensbedrohliche Abszesse bilden. Diese
gewebsinvasiven Trophozoiten bilden keine Zysten und entziehen sich damit der
natlrlichen Verbreitung. Die Gewebsinvasion stellt folglich flir den Parasiten eine
.Sackgasse"™ dar (JOYCE et al., 1988; VAN LUNZEN et al., 1996; LUCIUS und LOOS-
FRANK, 1997).

Entamoeba dispar ist eine weitere Spezies der Gattung Entamoeba, die
morphologisch nicht von E. histolytica zu unterscheiden ist. Mit Hilfe von

Isoenzymmustern (SARGEAUNT et al., 1978) und molekularbiologischen Methoden



EINLEITUNG 2

(TANNICH et al., 1998; CLARK und DIAMOND, 1991; TACHIBANA et al., 1991) gelang
es erst vor einigen Jahren, E. dispar als eigene Spezies auszuweisen (DIAMOND
und CLARK, 1993). Die phylogenetische Verwandtschaft zwischen beiden
Protozoen ist sehr eng. E. dispar lebt jedoch als Kommensale ohne pathogenes
Potential im menschlichen Darm. Es wird vermutet, dass ca. 10 % der
Weltbevolkerung mit E. histolytica oder E. dispar infiziert ist, wobei der
Uberwiegende Teil dieser Infektionen auf E. dispar zurlckzuflhren ist (WHO,
1997).

Das vermutete Fehlen Eukaryoten-spezifischer Organellen, wie z. B.
Mitochondrien, Golgi-Apparat und Endoplasmatisches Retikulum (ER) (MARTINEZ-
PALOMO, 1986), galt lange Zeit als Indikator flr die primitive Natur dieses

I\\

Organismus und wies E. histolytica als eine Art ,lebendes Fossil® aus. Ribosomale
RNA-Analysen (SOGIN, 1991), Nachweise flur den sekundaren Verlust von
Mitochondrien (CLARK und ROGER, 1995) sowie Hinweise auf das Vorhandensein
eines Golgi-Apparates und eines ERs (GHOSH et al., 1999) fihren jedoch dazu,
dass die Einteilung von E. histolytica als urspriinglicher Eukaryot (Archezoa) neu

Uberdacht werden muss.

Entamoeba histolytica ist durch die auBergewdhnliche Fahigkeit, Zellen
zu zerstdéren und Zellverbande aufzulésen, gekennzeichnet. Die pathogenen
Eigenschaften sind  vermutlich auf einen  multifaktoriellen  Prozess
zurlickzuflihren. Es wurden zwar bislang einige wichtige daran beteiligte Molekiile
identifiziert, jedoch ist ihre Funktion nur in vitro nachgewiesen. Demnach bindet
der Trophozoit mit einem Adharenz-vermittelnden Lektin an die Zielzelle (Mccoy
et al., 1994) und die Membran der Zelle wird durch Poren formende Peptide
(sog. Amoebapores) lysiert (LEIPPE, 1997). Fir das Eindringen in das Gewebe
sind Proteasen verantwortlich, die extrazelluldre Matrixproteine abbauen kénnen
(SCHOLZE und TANNICH, 1994). Die an der Gewebsinvasion beteiligten Molekile
sind sowohl in E. histolytica als auch in E. dispar vorhanden, wenn auch in
unterschiedlichen Mengen (TANNICH, 1998). Die Schlisselfrage nach den
Ausldésern der Pathogenitdt von E. histolytica bleibt bislang unbeantwortet.
Sowohl die Regulation dieser Gene, als auch die grundsatzlichen Mechanismen

der Genexpression in E. histolytica wurden bislang nicht ausreichend geklart.
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1.2 Genexpression in hoheren Eukaryoten

Die Transkription verlauft in den meisten Eukaryoten monocistronisch,
d. h. jedes Gen stellt eine separate Transkriptionseinheit dar. Die Protein-
kodierenden Gene liegen als diskontinuierliche Sequenzen vor. Dabei werden die
kodierenden Bereiche (Exons) von nicht-kodierenden bzw. intervenierenden
Bereichen (Introns) getrennt. Wahrend der mRNA-Reifung werden die Introns
entfernt und die Exons durch den Prozess des cis-SpleiBens miteinander
verknilpft (GILBERT, 1978; ABELSON, 1979; CRICK, 1979). Die Synthese von mRNA
erfolgt durch die RNA-Polymerase II (SAWADOGO und SENTENAC, 1990) und wird
durch die Bindung des Enzyms an cis-aktive Promotorelemente eingeleitet.
Bereits kurz nach der Transkriptionsinitiation beginnt die Prozessierung des
primdren Transkriptes. Das wachsende 5’-Ende wird durch die Anheftung einer
7-Methylguanosin-Kappe (BANERJEE, 1980) modifiziert, wahrend parallel dazu das
SpleiBen eingeleitet wird (MANIATIS und REED, 2002 a). An das 3’-Ende der RNA
werden Adenylat-Reste polymerisiert (PROUDFOOT, 1989). Erst nach Vollendung
des SpleiBens wird die reife mRNA durch eine der zahlreichen nuklearen Poren in

das Cytoplasma transportiert (SHARP, 1994).

1.2.1 Der Aufbau von Introns

Die intervenierenden Sequenzen verschiedener Eukaryoten zeigen
enorme GrdBenvarianzen. So weisen Hefe-Introns durchschnittlich eine Lange
von 500 Bp auf (PADGETT et al., 1986), wohingegen Vertebraten-Introns zwischen
50 und 10 000 Bp (NAORA und DEACON, 1982) und humane Introns sogar eine
Lange von bis zu 500 000 Bp umfassen kdnnen (ROWEN et al., 2002). Alle Introns
sind durch gemeinsame charakteristische Merkmale gekennzeichnet. An den 5’-
und 3’-SpleiBstellen finden sich die Dinukleotide GT bzw. AG und stromaufwarts
der 3’-gelegenen Intron-Grenze ist eine Verzweigungsstelle (Branch Point-
Region) lokalisiert, die durch ein invariantes Adenonsin-Nukleotid charakterisiert
ist. Dartber hinaus findet sich in vielen Introns zwischen der 3’-SpleiBstelle und
der Branch Point-Region eine Folge von Pyrimidinen (BREATHNACH und CHAMBON,
1981; MOUNT, 1982; PADGETT et al., 1986, SENAPATHY et al., 1990). Diese
konservierten Motive dienen der SpleiBmaschinerie, dem SpleiBosom, als
Erkennungssequenzen. Das SpleiBosom ist ein dynamischer Komplex, der
wahrend des SpleiBens auf dem Primartranskript entsteht (GRABOwsSKI et al,

1985; BRODY und ABELSON, 1985). SpleiBosomen setzen sich aus
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Ribonukleoprotein-Partikeln (snRNPs) zusammen, die ihrerseits aus 5 kleinen,
Uracil-reichen Kern-RNAs bestehen (U1l-, U2-, U4-, U5- bzw U6-snRNA) sowie
einer Vielzahl von Proteinen (LERNER und STEITZ, 1979; LERNER et al., 1980;
ROGERS und WALL, 1980; REDDY und BUSCH, 1983).

1.2.2 Molekulare Grundlagen des cis-SpleiBens

Detaillierte Analysen von SpleiBreaktionen ergaben sich aus Studien in
Saccharomyces cerevisiae und in Vertebraten. Das Entfernen nuklearer Introns
verlauft Gber einen Zwei-Schritt-Mechanismus. Zunachst wird die 5’-Exon-Intron-
Grenze gedffnet. Dies erfolgt durch einen nukleophilen Angriff der 2’-OH-Gruppe
des Adenosin-Bausteins in der Verzweigungsstelle auf die Phosphodiester-
Bindung an der 5’-SpleiBstelle. Dadurch nimmt das Intron eine Lasso-ahnliche
Zwischenform ein. Im zweiten Schritt reagiert die freigewordene Hydroxy-Gruppe
des ersten Exons mit der Phosphodiester-Bindung zwischen der 3’-gelegenen
Intron-Grenze und dem zweiten Exon. Die Exons werden miteinander verknUpft,
das Intron fallt in seiner Lasso-Struktur heraus und wird sofort durch RNAsen
degradiert (PADGETT et al., 1984; KRAINER et al., 1984; RUSKIN et al., 1984; REED
und MANIATIS 1985).

5'SS BP 3'ss
v v ) 4
Exon 1 |GU A AG| Exon 2

Exon 1 +4 C/A—AG Exon 2
@A—AG + Exon 1| Exon 2

Abb. 1.1: Darstellung des cis-SpleiBBens.

Gezeigt ist eine pra-mRNA, die aus zwei Exons (graue Boxen) sowie einer intervenierenden Sequenz
(durchgezogene Linie) besteht. Durch Angriff des Adenosin-Nukleotids in der Branch Point-Region (BP) wird die
Exon-Intron-Bindung an der 5'-SpleiBstelle (SS) gedffnet und das Intron nimmt eine Lasso-dhnliche Struktur
ein. In einem zweiten Schritt wird die Exon-Intron-Bindung an der 3’ SpleiBstelle gedffnet, das Intron wird

freigesetzt und die Exons werden miteinander verknupft.
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Eine wesentliche Voraussetzung flr die SpleiBreaktion ist die raumliche
Nahe zwischen den reaktiven Gruppen, d. h. den Intron-Exon-Grenzen und dem
Verzweigungspunkt. Sie wird durch ein Netzwerk von pra-mRNA/snRNA-
Interaktionen vermittelt, wobei der Aufbau des SpleiBosoms schrittweise erfolgt.
Zunachst bindet U1-snRNP an die 5’-SpleiBstelle (s. Abb. 1.2). AnschlieBend tritt
ein RNA-bindendes Protein mit der Bezeichnung U2AF in den Zyklus ein, dieses
besteht aus zwei Untereinheiten. Wahrend die gréBere Untereinheit zwischen der
Verzweigungsstelle und der pyrimidinreichen Sequenz bindet, nimmt die kleinere
Untereinheit Kontakt zum TAG-Motiv der 3’-SpleiBstelle auf. AnschlieBend wird
U2AF von U2-snRNP verdrangt und letzteres bindet an die Verzweigungsstelle.
Der Adenosin-Rest nimmt nicht an der Basenpaarung teil und ragt aus dem
kurzen RNA-Doppelstrang heraus. Die snRNP U6 und U4 sind Uber ausgedehnte
Wasserstoffbriicken miteinander verbundenen und trennen sich in diesem
Stadium voneinander. U6-snRNP verdrangt das an der 5" Exon-Intron-Grenze
gelegene U1l-snRNP. U5-snRNP interagiert mit den beiden Exons, wodurch die
noétige Oberflache geschaffen wird, auf der sie wahrend der Ligation
zusammengehalten werden (SILICIANO und GUTHRIE, 1988; QUERY et al., 1994;
KANDELS-LEWIS und SERAPHIN, 1993; LESSER und GUTHRIE, 1993; NEWMAN, 1994;
WISE, 1993).
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Abb. 1.2: Aufbau des SpleiBosoms.

Dargestellt ist eine aus zwei Exons und einem Intron bestehende pra-mRNA. Das kleine Ribonukleoprotein-
Partikel (snRNP) U1l bindet an die 5'-SpleiBstelle. Nach Anlagerung des SpleiBfaktors U2AF an die
pyrimidinreiche Region bzw. an die 3’-SpleiBstelle, bindet das U2 snRNP an die Verzweigungsstelle. Nachdem
sich die miteinander verbundenen snRNP U4 und U6 voneinander getrennt haben, verdrangt U6snRNP das U1l
snRNP U1l-snRNA und bindet an die 5'-SpleiBstelle. U5 snRNP halt die beiden Exons zusammen. Pfeile

markieren die Richtung in den bzw. aus dem Kreislauf.

Die Differenzierung zwischen Exons und Introns sowie die genaue
Definition der Exon-Intron-Grenzen ist ein weiterer wichtiger Parameter des pra-
MRNA-SpleiBens. Die insbesondere bei Vertebraten schwach konservierten
Sequenzmotive an den SpleiBstellen kommen auch an anderen Stellen im
Transkript vor. Daher ist es notwendig, dass der SpleiBapparat die zum Teil
extrem langen intervenierenden Sequenzen von den klirzeren Exon-Sequenzen
unterscheiden kann. Bei der Identifizierung korrekter SpleiBstellen spielt die
Nahe zu den Exons eine wichtige Rolle (BREITBART et al., 1987; MOORE und SHARP
1993). Innerhalb der Exons finden sich Sequenzmotive, sog. Exon-SpleiB-
Enhancer (ESE), die das SpleiBen verstarken (MANIATIS und TASIC, 2002 b). Diese
ESE werden von einer Familie essentieller SpleiBfaktoren erkannt, die als Splei3-
regulative (SR)-Proteine bezeichnet werden. Vermutlich wird die Spleil3-
maschinerie von den SR-Proteinen an nahe gelegene SpleiBstellen rekrutiert
(GRAVELEY et al., 1999). Auch die Kopplung von Transkription und SpleiBen tragt

zur Spezifitat der SpleiBreaktion bei. Dabei gelangen SR-Proteine an die groBte
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Untereinheit der RNA-Polymerase II und leiten durch Interaktion mit dem

naszierenden Transkript den Aufbau des SpleiBosoms ein (FONG und zHou, 2001).

1.2.3 Alternatives Splei3en

Beim konstitutiven SpleiBen werden die pra-mRNAs in festgelegter
5’-3’-Reihenfolge gespleiBt. Beim alternativen SpleiBen hingegen kann eine pra-
MRNA auf verschiedene Weise gespleiBt werden. Ein Primartranskript enthalt
zahlreiche Regionen, an denen es alternativ gesplei3t werden kann, wodurch sich
die Anzahl mdglicher mRNA-Isoformen potenziert. Die Vielfalt des alternativen
SpleiBens reicht vom Uberspringen eines Exons, Auswahl unterschiedlicher
5- und 3’-SpleiBstellen, Einfligen oder Uberspringen mehrerer Exons bis zur
Beibehaltung des Introns (CARTEGNI et al., 2002). Die Organisation regulativer
Sequenzmotive innerhalb der Exons und Introns sowie das Verhaltnis von
positiv- zu negativ-regulierenden Proteinen bestimmen, welche SpleiBstelle
wahrend der Reaktion genutzt wird (MANIATIS und TASIC, 2002 b). Insbesondere
in differenzierten oder in solchen Zellen, die relativ schnell auf duBere Stimuli
reagieren mussen, wie z. B. Muskel- oder Nervenzellen, findet das alternative
SpleiBen statt (BREITBART et al., 1987). Es ist ein weit verbreiteter Mechanismus
in hdéheren Eukaryoten, der auch in Plasmodien nachgewiesen wurde (KNAPP
et al., 1991). In Vertebraten wird jedes zwanzigste Gen alternativ gespleiBt
(SHARP, 1994). Besonders in Mammalia bietet dieser Mechanismus eine Erklarung
fir die Komplexizitat des Proteoms (CARTEGNI et al., 2002). Auch die Protein-
Diversitat zwischen verschiedenen Metazoa wird in Zusammenhang mit dem
alternativen SpleiBen gebracht, so weist das Human-Genom ca. 35.000 Gene auf
(VENTER et al., 2001) und ist damit nur um ca. ein Drittel gréBer als das Genom

von Wirmern (MANIATIS und TASIC, 2002 b).

1.2.4 Autokatalytisches Splei3en

Ein besonderer SpleiB-Mechanismus vollzieht sich in den Organellen
verschiedenster Organismen. Hier werden einige RNA-Molekiile ohne Beteiligung
von Proteinen gespleit, ein Vorgang, der als autokatalytisches SpleiBen bzw.
SelbstspleiBen bezeichnet wird. Man unterscheidet zwei Typen von Introns, die
autokatalytisch entfernt werden. Die Gruppe I-Introns kommen in den Zellkernen
von Ciliaten und Schleimpilzen vor, in den Mitochondrien einzelner Pilze bzw. in

Chloroplasten einiger Pflanzen, in manchen Genen des Bakteriophagen T4 sowie
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in tRNA-Primartranskripten einiger Eubakterien (CECH, 1986). Gruppe II-Introns
finden sich in den Genen der Mitochondrien und Chloroplasten von Pflanzen,
Pilzen, der Hefe und Eubakterien. Das autokatalytische SpleiBen beider Introns
ist eine Folge von zwei Reaktionen. Fur den ersten Schritt der Entfernung eines
Gruppe I-Introns wird Guanosin bendtigt, das zwar an eine bestimmte Stelle im
Intron gebunden wird, aber kein Bestandteil der RNA-Kette ist und bei der
SpleiBreaktion als Co-Faktor wirkt. Durch interne Basenpaarungen kann sich
dieser Intron-Typ so falten, dass die beiden zu verbindenden Exons eng
nebeneinander liegen. Der Angriff der freien 3’-Hydroxylgruppe des Guanosin-
Restes fiihrt zur Offnung der Phosphodiesterbindung an der 5’-gelegenen
SpleiBstelle. Dadurch entsteht am Ende des 5’-Exons eine freie 3’-Hydroxyl-
gruppe, die zur Offnung der 3’-SpleiBstelle beitrdgt. AnschlieBend werden die
Exons Uber eine 5’-3’-Phosphodiesterbriicke verbunden (BASS und CECH, 1984;
LODISH et al., 1996). Das Entfernen der Gruppe II-Introns weist mechanistische
Ahnlichkeiten zu den Reaktionen der nuklearen Introns auf (s. 1.2.2). Die Gruppe
II-Introns enthalten ebenfalls ein Adenosin-Nukleotid, das als Verzweigungspunkt
fungiert. In dem ersten Schritt der Reaktion bernimmt dieser Adenosin-Baustein
den nukleophilen Angriff auf die 5’-Splei3stelle und es kommt auch hier zur
Ausbildung der Lasso-Struktur (PEEBLES et al., 1986; cHU et al., 2001; ZHANG und
DOUDNA, 2002). Aufgrund dieser Ahnlichkeiten geht man davon aus, dass
insbesondere die Reaktionen der Gruppe II eine evolutiondre Vorstufe des

nuklearen SpleiBens darstellen (MOORE und SHARP, 1993).

1.3 Genexpression in Protozoen

Untersuchungen in den letzten Jahren haben gezeigt, dass die an der
Genexpression beteiligten Mechanismen in Protozoen denen hdherer Eukaryoten-

Zellen grundsatzlich ahneln, dennoch treten einige Besonderheiten auf.

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellularer Parasit aus der Klasse
Coccidea innerhalb des Unterstammes Apicomlexa. Als Erreger der Toxoplasmose
des Menschen und von Haustieren hat dieser Einzeller eine wichtige Bedeutung.
Die schnell replizierenden Stadien kdénnen unter relativ geringem Aufwand in
Vertebraten-Zell-Linien gehalten werden, weshalb Toxoplasma als
Modellorgansimus flr die Biologie der Apicomlexa dient. Die Tatsache, dass die

replikativen Stadien haploid sind, trug nach der Entwicklung sehr erfolgreicher
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Transfektionsmethoden dazu bei, dass genetische Studien in Toxoplasma im
Vergleich zu denen anderer Protozoen relativ weit fortgeschritten sind
(CORNELISSEN et al., 1984; SOLDATI und BOOTHROYD, 1993; DONALD und ROOS,
1993). Der G/C-Gehalt kodierender Regionen betragt in den Genen von
Toxoplasma ca. 50-55 % (JOHNSON, 1990). Die Mehrheit der Gene liegt in
Einzelkopien vor, die Transkription von mRNA-Genen wird vermutlich von einer
DNA-Polymerase II vermittelt und es liegen keine Evidenzen flr eine
polycistronische Transkription oder trans-SpleiBen vor (NAGEL und BOOTHROYD,
1988). Viele der Protein-kodierenden Gene enthalten maximal ein Intron. Das
Dihydrofolat-Reduktase-Gen bildet eine Ausnahme, seine kodierende Region ist
von zahlreichen Introns unterbrochen (RO0S, 1993). Die 5’-untranslatierten
Regionen (UTR) der polyadenylierten mRNA umfassen zwischen 100 und 500 Bp.
Terminationssignale wurden bislang nicht charakterisiert (SIBLEY und HOWE, 1996)
und in den meisten ToxoplasmaGenen fehlen die typischen Promotorelemente

héherer Eukaryoten (NAKAAR et al., 1998).

In Plasmodium falciparum sind molekulare und genetische Studien
wenig fortgeschritten, da nur die intraerythrocytdaren Stadien kontinuierlich
kultiviert werden kdnnen, was die Entwicklung von Transfektionsmethoden
erschwert. Es kdnnen mittlerweile DNA-Sequenzen in die Ring-Stadien von
Plasmodium eingebracht und eine Integration in das Genom durch homologe
Rekombination erzielt werden. Dennoch ist die Anzahl der Untersuchungen zum
strukturellen Aufbau von Promotorregionen begrenzt (CRABB und COWMAN, 1996;
wu et al., 1995; PORTER, 2002). Insbesondere die Produkte dreier Multigen-
Familien sind flr die Antigenvariation verantwortlich, mit der sich die
intrazelluldren Stadien von Plasmodium der Immunantwort des Wirtes entziehen.
Anhand des wichtigsen Membran-Proteins PfEMP1 wurden die meisten Studien
zur Genexpression durchgefihrt (DEITSCH et al., 2001; VASQUEZ-MACIAS et al.,
2002; DUFFYy et al., 2003). Die Sequenzierung des nuklearen P. falciparum-
Genoms ist abgeschlossen. Einige Gene weisen ungewo6hnlich lange 5’-Regionen
auf, wobei die 5-UTR in manchen Fallen 900 Bp oder 1760 Bp umfassen kann
(LANZER et al., 1992 a; PORTER, 2002). Dieses bislang A/T-reichste sequenzierte
Genom (81 %), besteht aus ca. 5.300 Genen, die auf 14 Chromosomen verteilt

sind (GARDNER et al., 2002).
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Afrikanische Trypanosomen werden innerhalb des Saugetierblutes mit
zahlreichen Angriffen des Wirt-Immunsystems konfrontiert. Durch
Antigenvariation sind die Trypanosomen in der Lage, der Immunantwort des
Wirtes zu entkommen. Jede Population exprimiert ein individuelles, variables
Oberfachenantigen, das sog. VSG (variant surface glycoprotein). Dieses bildet
auf der Zelloberflache der Parasiten ein einheitliches Muster von Epitopen,
welche Antikérperantworten hervorrufen kénnen. Jedes VSG kann spontan durch
ein anderes ersetzt werden. Auf diese Weise sind die Trypanosomen der
Antikdrperantwort stets einen Schritt voraus und sichern ihr langfristiges
Uberleben im Wirt. Der genetische Mechanismus des VSG-Wechsels ist noch
nicht vollstandig bekannt. Man geht davon aus, dass die meisten
Antigenvariationen durch Genkonversionen entstehen. Ein aktives VSG-Gen
enthalt stets eine transponierte, duplizierte Genkopie, die in die Nahe der
Telomere wandert. Nur an diesen Telomer-nahen Orten ist eine Genexpression
maéglich. Nach einer von 10° Zellteilungen wird ein neues VSG-Gen aktiv (BORST

und GREAVES, 1987; LUCIUS und LOOS-FRANK, 1997; DONELSON et al., 1998).

1.3.1 RNA-Prozessierungsmechanismen in Kinetoplastiden

In Kinetoplastiden erfolgt die Transkription Protein-kodierender Gene
polycistronisch, d.h. das Primartranskript ist ko-linear zur genomischen Sequenz.
Im Verlauf der mRNA-Reifung bzw. Bildung monocistronischer mRNAs kommt es
zur Entfernung der intergenischen Regionen und Prozessierung der 5'- und 3'-
Enden. Die intergenischen Regionen umfassen hochstens einige hundert
Basenpaare. Innerhalb dieser Sequenzen befinden sich die Signale, welche fir
das korrekte Prozessieren der primaren mRNA notwendig sind. Bislang wurden in

den Genen der Kinetoplastiden keine Introns identifiziert.

1.3.1.1 Trans-SpleiBBen

Reife mRNA-Molektle der Kinetoplastiden sind an ihrem 5’-Ende durch
die identische Sequenz einer 35 Nukleotide umfassenden Spleil3-Leitsequenz (SL)
gekennzeichnet. Diese wird von Transkriptionsabschnitten kodiert, die in
zahlreichen Kopien im Genom vorkommen (,Mini-Exons"). Sie liegen auf
Chromosomen, die sich abseits der Protein-kodierenden Gene befinden. Die

primaren Transkripte dieser Mini-Exons tragen eine typische 5’-SpleiBstelle. Die
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Protein-kodierenden mRNAs enthalten als Gegenstlick stromaufwarts des offenen
Leserahmens eine 3’-SpleiBstelle. Die Verbindung der SL mit der pra-mRNA wird
als trans-SpleiBen bezeichnet (MURPHY et al., 1986; SUTTON und BOOTHROYD, 1986;
LAIRD et al., 1987). Das trans-SpleiBen erfolgt in zwei Schritten. Zunachst wird
die unterhalb der SL gelegene 5’-SpleiBBstelle gedffnet. Das neu generierte 5'-
Ende des Introns wird Uber eine 2’-5’-Phosphodiesterbindung an den Adenosin-
Rest der Verzweigungsstelle ligiert, wodurch ein gabelformiges Intermediat
entsteht. Im zweiten Schritt wird das SL-Exon kovalent an das 5’-Ende der
kodierenden mRNA gebunden und das Intron wird freigesetzt. Das trans-Splei3en
weist mechanistische Ahnlichkeiten zum cis-SpleiBen auf (s. 1.2.2), und die
daran beteiligten snRNAs zeigen Homologien zu den Vertebraten-snRNAs
(TscHuDI und uULLU, 1990). Auch in Nematoden (KRAUSE und HIRSH, 1987),
Trematoden (RAIKOVIC et al., 1990) und Euglenoiden (TESSIER et al., 1991) wurde
das trans-SpleiBen beobachtet. Analog zu den 3’-Splei3stellen der Vertebraten-
Introns enthdlt die intergenische Region des primaren Transkriptes eine
Verzweigungsstelle, eine Pyrimidin-Sequenz variabler Lange sowie ein
invariantes AG-Dinukleotid (PATZELT et al., 1989; MATTHEWS et al., 1994; LEBOWITZ
et al., 1993). Die letzteren beiden Motive sind an der Kontrolle des trans-
SpleiBen beteiligt (SCHURCH et al., 1994). Nach Modifikation des 5’-Endes durch
das trans-SpleiBen werden an das 3’-Ende der mRNA Adenylatreste
polymerisiert. In den Transkriptionseinheiten der Kinetoplastiden fehlen bekannte

cis-aktive Promotor-Elemente

1.3.1.2 RNA-Edition

Die Expression zahlreicher  Mitochondrien-Gene erfordert in
Kinetoplastiden einen einzigartigen posttranskriptionellen Prozessierungs-
Vorgang, der als RNA-Edition bezeichnet wird. Einige Primartranskripte, denen
die komplette kodierende Information fehlt, werden erst durch prazise Addition
oder Deletion von Uridinen in translatierbare mRNAs konvertiert (BENNE et al.,
1986). Die Funktion dieses Mechanismus ist noch ungeklart. An dem Vorgang
sind Strukturen der mitochondrialen DNA beteiligt. Diese DNA setzt sich aus
einem Netzwerk von zirkuldren, topologisch ineinander gewundenen Molekilen
zusammen, das als Kinetoplast-DNA (kDNA) bezeichnet wird. Die zirkularen
Molektle lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: die Maxizirkel kodieren zum

groBen Teil flr Proteine des mitochondrialen Energiemetabolismus. Die Minizirkel
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hingegen kodieren flur kleine guide-RNAs (gRNA) (SHAPIRO und ENGLUND, 1995;
STUART und FEAGIN, 1992; STURM und SIMPSON, 1990). gRNA-Molekile sind
komplementar zu den editierten Domanen der prozessierten mRNAs und haben
damit eine Matrizen-ahnliche Funktion bei der Enzym-vermittelten Editions-
Reaktion. Die chemischen Prozesse, bei denen es zur Hydrolyse und
anschlieBender Religation der Phosphat-Riicken kommt, finden unter Beteiligung
zahlreicher Proteine innerhalb eines Ribonukleoprotein-Komplexes statt
(GORINGER et al., 1994; MULLER et al., 2001).

1.4 Charakteristika des E. histolytica-Genoms

Die molekulare Grundlagenforschung zur Charakterisierung des
E. histolytica-Genoms ist im Vergleich zu anderen parasitischen Protozoen
deutlich weniger fortgeschritten. Die Transkription der E. histolytica-Gene
verlauft monocistronisch, wobei die generierten 5’- und 3’-untranslatierten
Regionen sehr kurz sind und nur wenige Basenpaare umfassen. Die mRNA ist
polyadenyliert (BRUCHHAUS et al., 1993) und eindeutige Terminationssequenzen
wurden bislang nicht identifiziert. Das Genom weist, ahnlich wie in Plasmodien,
einen hohen Geamt-A/T-Gehalt von 78 % auf (GELDERMAN et al., 1971; POLLACK,
1982). Die intergenischen Regionen sind mit einer Lange von 100 bis 2000 Bp
auBergewdhnlich kurz (PETTER et al., 1992; BRUCHHAUS et al., 1993; WILLHOEFT et
al., 2001). Abgesehen von einer modifizierten TATA-Box zeichnen sich die Gene
durch das Fehlen bekannter und durch das Vorhandensein spezifischer
Promotorelemente aus (BRUCHHAUS et al., 1993; BuUB et al., 1995; PURDY et al.,
1996). Die Identifizierung eines u6-snRNA-Gens lieferte den ersten Hinweis auf
ein funktionelles SpleiBosom in E. histolytica. Es wurden bislang jedoch nur finf
Gene identifiziert, deren kodierende Regionen durch Introns unterbrochen sind
(LOHIA und SAMUELSON, 1993; PLAIMAUER et al., 1994; URBAN et al., 1996; SANCHEZ-
LOPEZ et al., 1998; WILLHOEFT et al., 1999 b). Im Verlauf einer EST-Studie wurde
das Intron eines rpl27a-Gens von E. histolytica identifiziert. Es zeigte sich, dass
die rpl27a-mRNA im Trophozoiten einen Anteil von 3 % an der Gesamt-mRNA
tragt (WILLLHOEFT et al., 1999 a). Das ribosomale Protein L27A ist ein Bestandteil
der groBen Untereinheit eukaryotischer Ribosomen. Wahrend der
Proteinsynthese (bt es eine Vielzahl struktureller und funktioneller Interaktionen
mit der groBen Untereinheit aus und spielt vermutlich eine Rolle bei der Peptid-

Elongation (GARWOOD und LEPESANT, 1994; UNDERWOOD und FRIED, 1990; NYGARD et
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al., 1987). Die im Tierreich beschriebenen rp/l27a-Gene weisen ein
charakteristisches Merkmal auf, das auch in den rp/27a-Genen von E. histolytica
vorkommt: das Vorhandensein eines positionell konservierten Introns, welches

stets unmittelbar stromabwarts des ATG-Startcodons lokalisiert ist.

1.5 Introns in Protozoen

Innerhalb des eukaryotischen Reiches stellen die Protisten eine
verhaltnismaBig wenig untersuchte Gruppe dar. Studien in Bezug auf die
Genomorganisation bzw. die Transkriptionsregulation beschranken sich vor allem
auf solche Einzeller, die human-pathogen sind. Insbesondere zur Struktur von
Introns liegen in Protisten wenige Informationen vor. Eine Ursache hierfir ist die
Tatsache, dass die Protisten-Genomprojekte noch weitgehend unvollstandig sind
und adaquate Programme zur Identifizierung von Introns in den Datenbanken
fehlen.

Kenntnisse der Exon-Intron-Struktur einer genomischen Sequenz sind
fir das Zusammenfligen einzelner offener Leserahmen bzw. die Identifizierung
neuer Gene von groBer Bedeutung. Ein relevantes, praxisbezogenes Beispiel
lieferte die unzulangliche Auswertung von Sequenzdaten in P. falciparum. Da das
Plasmodium-Genom aus zahlreichen kleinen Exons besteht und man die Anzahl
von Introns lange Zeit unterschatzte, wurden einige Gene ganz einfach
Ubersehen. So blieb das P. falciparum-Gen pfcrt, das mit einer Chloroquin-
Resistenz assoziiert wird, lange Zeit unentdeckt (FIDOCK et al., 2000). Mittlerweile
ist die Sequenzierung des Plasmodien-Genoms abgeschlossen. In 54 % der Gene
sind Introns enthalten, die eine durchschnittliche Léange von ca. 180 Bp sowie
einen A/T-Gehalt von 86 % aufweisen (GARDNER et al., 2002). An den Intron-
Grenzen finden sich die klassischen Konsensussequenzen eukaryotischer Introns,
die Sequenz einer Verzweigungsstelle konnte bislang nicht identifiziert werden
(VINKENOOG et al., 1995). Im Gegensatz dazu enthalten die bislang in
Toxoplasma sp. bekannten Gene relativ wenig Introns (WAHLGREN et al., 1999).
In Trypanosomatdien-Genen sind bislang keine Introns identifiziert worden.
Trichomonas vaginalis und Giardia lamblia stellen Vertreter der Klassen
Parabasalae bzw. Diplomonadea dar und werden, ebenso wie E. histolytica,
aufgrund von rRNA-Sequenz-Analysen sowie dem Fehlen typischer
eukaryotischer Organellen als sehr urspriingliche Eukaryoten eingestuft (DACKS

und DOOLITTLE, 2001). Die Parabasalae stellen daruber hinaus die einzigen
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Eukaryoten dar, in denen trotz ausreichender Sequenzinformationen bislang
keine Introns identifiziert wurden (LISTON und JOHNSON, 1998). Auch das
fortgeschrittene Genomprojekt von Giardia fuhrte bislang nur zur Entdeckung
eines Introns (NIXON et al., 2002). In den Genen von E. histolytica wurden
bislang 5 Introns identifiziert (s. 1.4). In den kodierenden Regionen von
Encephalitozoon cuniculi, ein Vertreter der Klasse Microsporae, wurde nur eine
intervenierende Sequenz entdeckt (BIDERRE et al., 1998). In spater
verzweigenden Protisten wie Paramecium aurelia oder Tetrahymena termophila
hingegen enthalten ca. 1 % der Gene intervenierende Sequenzen (SOGIN und
SILBERMAN, 1998; PEYRET et al., 2001).
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1.6 Zielsetzung

Die molekularen Grundlagen der Genomorganisation sowie der
Genexpression in E. histolytica sind noch nicht ausreichend geklart. Die
Festlegung offener Leserahmen und die Identifizierung neuer Gene aus Sequenz-
daten des fortgeschrittenen E. histolytica-Genomprojektes wird durch einige
Parameter erschwert. So sind intergenische Regionen sehr kurz, und der hohe
Gesamt-A/T-Gehalt provoziert zahlreiche Stopcodons. Zusatzlich erschwert das
Vorhandensein intervenierender Sequenzen die Erkennung offener Leserahmen,
da bislang keine Informationen zum Aufbau von Introns in E. histolytica
vorliegen. Im Rahmen dieser Arbeit sollen ungekldarte Fragen in Bezug auf die
Genorganisation sowie die Genregulation des archaischen Protozoons
E. histolytica geklart werden. Hierzu sollen die Charakterisierung von Introns
sowie Analysen zur Genexpression durchgefiihrt werden. Es sollen Introns in den
Genen von E. histolytica identifiziert und ermittelt werden, ob die
entsprechenden primaren Transkripte in vitro gespleiBt werden. Mdogliche
Konsensussequenzen innerhalb der intervenierenden Sequenzen sollen bestimmt
und ihre Relevanz flir den SpleiBvorgang soll ermittelt werden. Am Beispiel der
Intron-haltigen rpl27a-Gene von E. histolytica, deren mRNA einen hohen Anteil
an der Gesamt-mRNA im Trophozoiten ausmacht, soll ermittelt werden, ob das
Vorhandensein der Introns, deren Position im Tierreich stark konserviert ist,
einen Einfluss auf die Expressionsstarke austbt. Weiterhin sollen Mitglieder der
rpl27a-Genfamilie hinsichtlich ihrer Expressionsstarke untersucht und der
Einfluss 5'- und 3’-rp/27a-flankierender Regionen auf die Genexpression ermittelt
werden. Zudem soll eine Analyse der Promotorregion durchgefiihrt und maégliche

regulative Sequenzmotive identifiziert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Reagenzien und Chemikalien

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt,

von den Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in dem

Reinheitsgrad p.A. bezogen.

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg:

Becton Dickinson, Cockeysville, USA:

Biomol, Hamburg:

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe:

JRH Biosciences, Lenexa, USA:

Roche Diagnostics, Mannheim:

Sanaiva, Werne:

Stratagene, La Jolla, Californien:

2.1.2 Weitere Materialien
Ambion, Huntingdon, UK:

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA:
BRL Gaithersburg, MD, USA:

Eurogentec, Seraing, Belgien:

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe:

MBI Fermentas, St. Leon-Rot:

dNTP Set

Trypton, Hefeextrakt, Trypticase
Pepton

Tris-gesattigtes Phenol, Glycerin,
HEPES

Agarose, TRIzol®-Reagenz, Low-
Melting-Point-Agarose

~Diamond Vitamin Tween 80
Solution" (40 x)

Reduziertes Glutathion, ATP,
Ampicillin, Glykogen
Streptomycin

IPTG

Spin Coloumns
Kulturflaschen (50 ml, 250 ml)
Horizont™ 58-
Agarosegelelektorphorese-
Kammern
Elektroporationsklvetten
(Durchmesser: 0,4 cm)
TOPO TA Cloning™ Kit,
TOP10 One Shot™ Kit,
Easy-DNA™ Kit

6 x Loading Dye Solution
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Millipore, Bedford, USA:

Promega, Mannheim:

Roche Diagnostics, Mannheim:
QIAGEN, Hilden:

2.1.3
BIORAD, Minchen:

Spezielle Gerate

EG&G Berthold, Bad Wildbad:

Hybaid, Ulm:

PerkinElmer, Rodgau-Jigesheim:

2.1.4

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg:

Enzyme

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe:

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.:

Promega, Mannheim:

Roche Diagnostics, Mannheim:

Stratagene, La Jolla, Californien:

2.1.5
MBI Fermentas, St. Leon-Rot:

Marker

17

Sterilfilter Sterivac™
Dual-Luciferase® Reporter Assay
System

High Pure PCR Purification Kit
QIAprep® Spin Miniprep Kit,
QIAGEN-tip 2500-Saulen

UV-Transilluminator,

Gene Pulser™

Junior Luminometer

PCR Sprint, Temperature Cycling
System

GeneAmp PCR System 2400

Restriktionsenzyme (3-20 U/ul),
CIAP (Calf Intestine Alkaline
Phosphatase, 20 U/pul),
Tag-Polymerase (5 U/ul)

Super Script™ II, RNase H’,
Reverse Transkriptase
Restriktionsenzyme (3-20 U/ul),
RQ1 RNase-Free DNase (1 U/ul),
T4-DNA-Ligase (3 U/pul),
DNA-Polymerase I (Klenow-
Fragment, 1 U/ul)

DpnI (10 U/ul),

Pwo DNA-Polymerase (5 U/ul)
Pfu Turbo DNA-Polymerase

(2,5 U/ul)

DNA-Langenstandard
,Gene Ruler™ 1kb Ladder",
,Gene Ruler™ 100bp Ladder"
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2.1.6 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Life Technologies synthe-
tisiert, auf eine Konzentration von 10 pyM eingestellt und bei -20 °C gelagert. Im
Folgenden sind die in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide nach ihrem
Verwendungszweck aufgelistet. Unterstrichene Bereiche heben die Erkennungs-
stellen flr Restriktionsendonukleasen hervor, die zu Klonierungszwecken

eingefligt wurden. Die Sequenzen sind in 5'—»3'-Orientierung angegeben.

1 Amplifizierung der Reportergene (/luc+ und rluc)

Luc*5'-S 32 (Kpn I) TTGGTACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG
Luc*3'-AS 32 (Bam H I) TTAGGATCCTTTACAATTTGGACTTTCCGCCC
Rluc 5'-S 32 (Kpn I) GAGGTACCATGACTTCGAAAGTTTATGATCCA
Rluc 3'-AS 33 (Bam H I) AATGGATCCTTATTGTTCATTTTTGAGAACTCG
Rluc/StyI-S 26 CCCTAGGCTTCGAAAGTTTATGATCC
Rluc/Xbal-AS 27 CTCTAGATTGTTCATTTTTGAGAACTC
Rluc/Pst I-AS 27 CCCTGCAGAAAGTTTATGATCCAGAAC

2 Amplifizierung der 5'- und 3'-flankierenden Regionen

unterschiedlicher rpl27a-Gene

ehrpl27a-1-5'-S 29 ATAAGCTTAAAAAGAACTAAATCGTGGAG
ehrpl27a-1-5'-AS 32 ATCTGCAGCCTAGGGAATTAAGTAATTGAAAC
gehrpl27a-1-5'(Pst I1)-AS 32 GGCTGCAGCATTGATTCCTTTGTTTTTAAAAG
ehrpl27a-2-5'-S 28 ATAAGCTTAACACAAATCGGACACCATC
ehrpl27a-2-5'-AS 32 ATCTGCAGCCTAGGTAATTAGTATTTCTTTTG
gehrpl27a-2-5'(Pst 1)-AS 29 CCCTGCAGCATTTAAGATTCCTTTGCAAC
ehrpl27a-3-5'-S 29 ATAAGCTTCTGATGAAATTAAACTTCACC
ehrpl27a-3-5'-AS 29 ATCTGCAGCCTAGGTATGTTAATTTCTTT
gehrpl27a-3-5'(Pst I)-AS 27 GGCTGCAGCATGACTGCTTTGCAAAAG
ehrpL27a-1-3'-S 27 ATTCTAGATAATTGATTTCTTGTTTTC
ehrpL27a-1-3'-AS 23 ATGGATCCCTACAGAGTAAAAAC
ehrpL27a-2-3'-S 25 ATTCTAGATAATTGGGGATTTTTGG
ehrpL27a-2-3'-AS 23 ATGGATCCCCAACAACAATATAC
ehrpL27a-3-3'-S 25 CTCTAGATAATTGGATCTTATTATC

ehrpL27a-3-3'-AS 30 CGGATCCTTTTGCCATTTTA
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gehrpl27a-4-3'-S 31 ATCTAGATAATTGAGATAATTTGAAAAGAAG
gehrpl27a-4-3'-AS 24 ATGGATCCCCAACAACAATAATC
gehrpl27a-1-5'(Pst 1)-AS 32 GGCTGCAGCATTGATTCCTTTGTTTTTAAAAG
gehrpl27a-2-5'(Pst I)-AS 29 CCCTGCAGCATTTAAGATTCCTTTGCAAC
gehrpl27a-3-5'(Pst 1)-AS 27 GGCTGCAGCATGACTGCTTTGCAAAAG

3 Amplifizierung der 3’-flankierenden Regionen eines Aktin-Gens
ehAc3'-Xba S 25 GTCTAGATAATTACTTTCTCATTTG

ehAc3'-Bam AS 25 CGGATCCGTCCTCTCTCTTCATCTC

4 Amplifizierung unterschiedlich langer 5’-Regionen des

rpl27a-1-Gens

ehrpL27a-1-5'/-464 S 26 CTAAGCTTAAATTATTGGAAAAGATC
ehrpL27a-1-5'/-372 S 27 CTAAGCTTATAATGATTCTATTAAGCC
ehrpL27a-1-5'/-278 S 28 ATAAGCTTCACATATAAAAGATARAATGG
ehrpL27a-1-5'/-189 S 30 CAAAGCTTCTATAATAATTAATACTATTAC
ehrpL27a-1-5'/-157 S 29 CCAAGCTTTCAATTTAACTATTAGTTATC
ehrpL27a-1-5'-Del 66 S 31 GGAAGCTTGTTAATTTATAATAAAATAGTTG
ehrpL27a-1-5'-Del 44 S 29 GGAAGCTTGTAGGGTTATAAAGAAAAAAG
ehrpL27a-1-5'/13 S 27 GGAAGCTTCAAAGGAATCAATGGTTTG

5 Sequenzierungen

M13F CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT

M13R ACACAGGAAACAGCTATGACCATG

Rluc pos.32 AS 20 CTGCGGACCAGTTATCATCC

6 Mutation des AGGGTT-Motifs im Promotor des rp/27a-1-Gens

rpL27a-1-5'mut AGGGTT-S50
GTTAATTTATAATAAAATAGTTGTGGATCCATAAAGAAAAAAGAACTTTT

rpL27a-1-5'mut AGGGTT-AS50
AAAAGTTCTTTTTTCTTTATGGATCCACAACTATTTTATTATAAATTAAC

7 RT-PCR

ehrpL27a-5'UTR S-18 GGGCAAAGGAATCAATGG

ehrpL27a1-5'UTR artif. S-20 GGGCAAAGGAATCAATGCTG
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Rluc pos 99 AS-20
Rluc pos 212 AS-19

20

GAATCAAGAACATTCATTTG

CTGGCTCAATATGTGGCAC

8 Linker-Scanning-Mutagenese

rpL27a-1-5-Sty I mut S 42
rpL27a-1-5'- Sty I mut AS 42

rpl27a-1 intron mut GTTT cons S50
rpl27a-1 intron mut GTTT cons AS50

rpl27a-1 intron mut2-6 S50
rpl27a-1 intron mut2-6 AS50

rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron
rpL27a-1 intron

mut7-12 S50
mut7-12 AS50
mut13-18 S50
mutl13-18 AS50
mut19-23 S51
mut19-23 AS51
mut25-30 S50
mut25-30 AS50
mut32-36 S51
mut32-36 AS51
mut37-42 S50
mut37-42 AS50
mut43-48 S50
mut43-48 AS50
mut49-54 S50
mut49-54 AS50
mut55-60 S50
mut55-60 AS50
mut61-66 S50
mut61-66 AS50
mut67-70 S50
mut67-70 AS50
mut TAG S50
mut TAG AS50

TTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAGGCTTCGAAAGTTTATA
TCATAAACTTTCGAAGCCTAAAGAATTAAGTAATTGAAACAA
TTAAAAACAAAGGAATCAATGGTACCTTTATTACCTCTTTATTTCAAATT

AATTTGAAATAAAGAGGTAATAAAGGTACCATTGATTCCTTTGTTTTTAA
TTAAAAACAAAGGAATCAATGGGATCCTTATTACCTCTTTATTTCAAATT
AATTTGAAATAAAGAGGTAATAAGGATCCCATTGATTCCTTTGTTTTTAA

CAAAGGAATCAATGGTTTGTGGATCCCCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCA

TGAAACAAATTTGAAATAAAGAGGGGATCCACAAACCATTGATTCCTTTG
GGAATCAATGGTTTGTTTATTAGGATCCTATTTCAAATTTGTTTCAATGA
TCATTGAAACAAATTTGAAATAGGATCCTAATAAACAAACCATTGATTCC

CAATGGTTTGTTTATTACCTCTTGGATCCAAATTTGTTTCAATGAAATAAT

ATTATTTCATTGAAACAAATTTGGATCCAAGAGGTAATAAACAAACCATTG
TTGTTTATTACCTCTTTATTTCGGATCCGTTTCAATGAAATAATTGTTTC

GAAACAATTATTTCATTGAAACGGATCCGAAATAAAGAGGTAATAAACAA

ATTACCTCTTTATTTCAAATTTGGATCCATGAAATAATTGTTTCAATGAA
TTCATTGAAACAATTATTTCATGGATCCAAATTTGAAATAAAGAGGTAAT

TCTTTATTTCAAATTTGTTTCAGGATCCTAATTGTTTCAATTACTTAATT

AATTAAGTAATTGAAACAATTAGGATCCTGAAACAAATTTGAAATAAAGA

TTTCAAATTTGTTTCAATGAAAGGATCCTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
CTAAAGAATTAAGTAATTGAAAGGATCCTTTCATTGAAACAAATTTGAAA
ATTTGTTTCAATGAAATAATTGGGATCCTTACTTAATTCTTTAGGCTTCG

CGAAGCCTAAAGAATTAAGTAAGGATCCCAATTATTTCATTGAAACAAAT
TTCAATGAAATAATTGTTTCAAGGATCCAATTCTTTAGGCTTCGAAAGTT
AACTTTCGAAGCCTAAAGAATTGGATCCTTGAAACAATTATTTCATTGAA

GAAATAATTGTTTCAATTACTTGGATCCTTAGGCTTCGAAAGTTTATGAT

ATCATAAACTTTCGAAGCCTAAGGATCCAAGTAATTGAAACAATTATTTC
ATTGTTTCAATTACTTAATTCTGGATGCTTCGAAAGTTTATGATCCAG
CTGGATCATAAACTTTCGAAGCATCCAGAATTAAGTAATTGAAACAAT
ATTGTTTCAATTACTTAATTCTTGAGGCTTCGAAAGTTTATGATCCAG
CTGGATCATAAACTTTCGAAGCCTCAAGAATTAAGTAATTGAAACAAT

9 Klonierung verschiedener Introns aus E. histolytica

rpL27a-5'w/o Ndel/PstI S 13

rpL27a-5'w/o Ndel/Pstl AS 13

vsp intron Ndel/Pstl S 65
TATGGTTTGTTAGATGTATAATTGAGAAAGAAAGATGATACAAATATTTATTGTTGTTAGCTGCA

vsp intron Ndel/Pstl AS 59
GCTAACAACAATAAATATTTGTATCATCTTTCTTTCTCAATTATACATCTAACAAACCA

TATGATATCTGCA

GATATCATATGCA
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artif. intron brp 33 S 55

TATGGTTTGTTCTGTTCTCTTGCTTCCTTCTGGTCTATTTATGCTTTTAGCTGCA

artif. intron brp 33 AS 49

GCTAAAAGCATAAATAGACCAGAAGGAAGCAAGAGAACAGAACARAACCA

eh39 intron Ndel/Pstl S 67

TATGGTTTGTAATTCTTAATGTCTATTCTATTTTTCTTGAAATTAAAAACTTACAAAAATAGCTGCA

eh39 intron Ndel/Pstl AS 61

GCTATTTTTGTAAGTTTTTAATTTCAAGAAAAATAGAATAGACATTAAGAATTACARACCA

ehstkl intron Ndel/Pstl S 55

TATGGTTTGTTTTGTTAAATAACTTATAATATTCTTAATCTTATGTTTAGCTGCA

ehstkl intron Ndel/PstI AS 49

GCTAAACATAAGATTAAGAATATTATAAGTTATTTAACAAAACAAACCA

ehorf0.6 intron Ndel/Pstl S 80

TATGGTTTGTTAATTTTTAAATTACTTTAATAACAAAAAAAAAAGAATTTTTAAACTTATTATTAATTTATTTAGCTGCA

ehorf0.6 intron Ndel/Pstl AS 74

GCTAAATAAATTAATAATAAGTTTAAAAATTCTTTTTTTTTTGTTATTAAAGTAATTTAAAAATTAACAAACCA

eherd2 intron Ndel/PstI S 73

TATGGTTTGTTTTAATATTTTTAAATAGAAATAACATTTTTTTTAAAATAAACAATAACAACTCTTAGCTGCA

eherd?2 intron Ndel/Pstl AS 67

GCTAAGAGTTGTTATTGTTTATTTTAAAAAAAATGTTATTTCTATTTAAAAATATTAAAACAAACCA
10 Mutagenese verschiedener Introns aus E. histolytica

rpL27a-1-brp mut 61 S50
GAAATAATTGTTTCAATTACTTGATTCTTTAGGCTTCGAAAGTTTATGAT

rpL27a-1-brp mut 61 AS50
ATCATAAACTTTCGAAGCCTAAAGAATCAAGTAATTGAAACAATTATTTC

rpL27a-1-brp mut 4 S48
GAAATAATTGI TTCAATTACTTAGT TCTTTAGCCTTCGAAAGT TTATG

rpL27a-1-brp mut 4 AS48
CATAAACTTTCGAAGCCTAAAGAACTAAGTAATTGAAACAATTATTTC

eh39 intron mut 49 S 52
TCTATTTTTCTTGAAATTARAAACTTGCAARAAATAGCTGCAGAAAGTTTATG

eh39 intron mut 49 AS 52
CATAAACTTTCTGCAGCTATTTTTGCAAGTTTTTAATTTCAAGAAAAATAGA

ehstkl intron mut 39 S 52
AATAACTTATAATATTCTTAATCTTGTGTTTAGCTGCAGAAAGTTTATGATC

ehstkl intron mut 39 AS 52
GATCATAAACTTTCTGCAGCTAAACACAAGATTAAGAATATTATAAGTTATT

ehorf0.6 intron mut 55 S 53
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GAATTTTTAAACTTATTATTAATTTGTTTAGCTGCAGAAAGTTTATGATCCAG

ehorf0.6 intron mut 55 AS 53
CTGGATCATAAACTTTCTGCAGCTAAACAAATTAATAATAAGTTTAAAAATTC

ehorf0.6 intron mut 61 S 49
AAGAATTTTTAAACTTATTATTGATTTATTTAGCTGCAGAAAGTTTATG

ehorf0.6 intron mut 61 AS 49
CATAAACTTTCTGCAGCTAAATAAATCAATAATAAGTTTAAAAATTCTT

ehorf0.6 intron mut 62 S 49
AAGAATTTTTAAACTTATTATTAGTTTATTTAGCTGCAGAAAGTTTATG

ehorf0.6 intron mut 62 AS 49
CATAAACTTTCTGCAGCTAAATAAACTAATAATAAGTTTAAAAATTCTT

ehorf0.6 intron mut 66 S 47
AAAAAAAAGAATTTTTAAACTTGTTATTAATTTATTTAGCTGCAGAA

ehorf0.6 intron mut 66 AS 47
TTCTGCAGCTAAATAAATTAATAACAAGTTTAAAAATTCTTTTTTTT

eherd2 intron mut 53 S 57
GAAATAACATTTTTTTTAAAATAAACAATGACAACTCTTAGCTGCAGAAAGTTTATG

eherd2 intron mut 53 AS 57
CATAAACTTTCTGCAGCTAAGAGTTGTCATTGTTTATTTTAAAAAAAATGTTATTTC

eherd2 intron mut 54 S 57
GAAATAACATTTTTTTTAAAATAAACAATAGCAACTCTTAGCTGCAGAAAGTTTATG

eherd2 intron mut 54 AS 57
CATAAACTTTCTGCAGCTAAGAGTTGCTATTGTTTATTTTAAAAAAAATGTTATTTC

artif. intron brp 10 S 55
TATGGTTTGTTCTATTTATTTGCTTCCTTCTGGTCTGTTTGTGCTTTTAGCTGCA

artif. intron brp 10 AS 49
GCTAAAAGCACAAACAGACCAGAAGGAAGCAAATAAATAGAACAAACCA

artif. intron mut 37 S 55
TATGGTTTGTTCTGTTCTCTTGCTTCCTTCTGGTCTATTTGTGCTTTTAGCTGCA

artif. intron mut 37 AS 49
GCTAAAAGCACAAATAGACCAGAAGGAAGCAAGAGAACAGAACAAACCA
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2.2 Puffer und Losungen

Die Einstellung niedriger Pufferkonzentrationen erfolgte mit A. bidest.

NaPBS (10 x) Na,HPO, 6,7 mM
NaH2PO4 3,3 mM
NaCl 140 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 6,8 eingestelit.

SSC (20 x) NaCl 3 M
Natriumcitrat 0,3 M
Der pH-Wert wurde mit HCI auf 6,8 eingestellt.

TBE-Puffer (10 x) Tris 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA 25 mM

TAE-Puffer (10 x) Tris 0,4 M
Natriumacetat 50 mM
EDTA 20 mM

Der pH-Wert wurde mit Eisessig auf 7,9 eingestellt.

»Cyto-Mix" KCI 120 mM
CaCl, 0,15 mM
KoHPO,4/ KH,PO4 10 mM
HEPES 25 mM
EGTA 2 mM
MgCl, 5 mM

Der Puffer wurde unmittelbar vor Gebrauch mit
2,5 mg/ml ATP und 3 mg/ml reduziertem Glutathion
komplettiert.



MATERIAL UND METHODEN 24

2.3 Organismen und Expressionsvektoren

2.3.1 Bakterien

STAMM |GENOTYP REFERENZ
DH5a SupE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17, HANAHAN, 1983
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl
Topl0 |F-mcr A (mrr-hsd RMS-mcr BC)80, lacZM15, lac |Life Technologies,
One X74, deoR, rec Al, ara D139 (araleu)7697, gal |Karlsruhe

Shot™ |K, gal U, rps L(StrR), end A1, nup G

2.3.2 Amoben

Es wurde das Entamoeba histolytica-Isolat HM-1:IMSS verwendet.
Hierbei handelt es sich um ein in Mexiko gewonnenes Patienten-Isolat, das sich
seit 1967 in Kultur befindet (ATTC Nr. 30459).

2.3.3 Expressionsvektoren
Der pBS(+/-)-Vektor (Stratagene, La Jolla, Californien) bildete die
Grundlage aller erstellten Luciferase-Expressions-Vektoren.
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phagemid vector
3204 bp

Hind 932 .

Paull 1148

HindI1I Pstl I—Xbalf"'x___‘ FBamHI

. .AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCC. .

Abb. 1.3 Darstellung des Vektors pBS(+/-) (Stratagene).

Gezeigt ist der pBS(+/-)-Vektor, welcher die Grundlage der in dieser Arbeit erstellten Expressionsvektoren
bildete. Weiterhin ist ein vergroBerter Ausschnitt aus dem genutzten Klonierungsbereich des Vektors
dargestellt. DNA-Fragmente wurden Uber die Restriktionsschnittstellen HindlIII/Pstl bzw. Xbal/BamHI in den
Vektor ligiert.

In jeder Transfektion wurde durch Co-Transfektion eines Kontroll-
vektors ein interner Standard mitgefiihrt. Das Kontrollplasmid mit dem /uc™-Gen
(1640 Bp) codiert flr eine Firefly-Luciferase. Die experimentellen Plasmide
hingegen enthalten ein ATG-defizientes rluc-Gen (930 Bp), welches fir die
Renilla-Luciferase codiert. Die Luciferase-Gene wurden aus den Vektoren pGL3
und pRL (Promega) amplifiziert. Dabei wurden an das /uc*-Gen die
Restriktionsschnittstellen Kpnl/BamHI angefligt. Das rluc-Gen wurde mit den
Restriktionsschnittstellen Styl/Xbal bzw. Pstl/Xbal versehen. Das luc™-Gen des
Kontrollvektors pEhLuc® wurde mit Hilfe der Restriktionsschnittstellen KpnI und
BamHI anstelle der kodierenden Region flr die Chloramphenicol-Acetyl-
transferase (CAT) des Vektors p550L5'A3'CAT (BUsSS et al., 1995) platziert.

Die intergenischen Regionen der jeweiligen Gene wurden flr die experimentellen
Vektoren aus genomischer E. histolytica-DNA amplifiziert. Dabei wurden die
5'-Fragmente mit den Restriktionsschnittstellen HindII1/Styl und HindIIl/Pstl und
die 3'-Fragmente mit den Restriktionsschnittstellen Xbal/BamHI versehen.

Introns aus verschiedenen E. histolytica-Genen wurden Uber die angefligten
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Schnittstellen Ndel und Pstl in die entsprechenden Vektoren kloniert, wobei die
interne Ndel-Schnittstelle des Vektors zuvor durch das Auffullen des 5'-Endes (s.
2.9.4) entfernt wurde. Die Introns wurden von der Firma Life Technologies als
Oligonukleotide synthetisiert. Die genomischen Sequenzen aller klonierten
Bereiche aus E. histolytica sind unter folgenden Zugangsnummern in der

kTM

GenBank'™ (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) zuganglich:

ehrpl27a-1 AJ409107
ehrpl27a-2 AJ409108
ehrpl27a-3 AJ3111621
ehrpl27a-4 AJ311622

ehorf0.6 AJ312066
eherd2 AJ311623
ehvsp AJ409106
eh39 X79133
ehstk1 U48386

Die Ligationen in den mit den entsprechenden Enzymen linearisierten
pBS (+/-)-Vektor erfolgte wie beschrieben (s.2.9.2). Die erstellten Expressions-
vektoren sind im Folgenden schematisch (exemplarisch flr jede Gruppe)

dargestellt und ihre Merkmale tabellarisch aufgelistet.

I) Kontrollvektor

—_— lektin luct aktin —

VEKTOR MERKMALE

pEhLuc® |Das /uc™-Gen aus Photinus pyralis ist am 5’-Ende von 550 Bp
intergenischer Region (oberhalb des ATG’s) des 170-kDa-lectin-Gens
und am 3’-Ende von 530 Bp intergenischer Region (unterhalb des
Stopcodons) eines aktin-Gens aus E. histolytica flankiert.
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II) Vektoren zur Ermittlung der Expressionstirke der rpl27a-
Gene
VEKTOR MERKMALE 5'- 3'-
REGION | INTRON | REGION
(Bp) (Bp) (Bp)
pST1 |Das ATG-defiziente rluc-Gen ist von 508 70 372
der 5'-Region (bestehend aus einem
497 Bp nicht-transkribierten Bereich),
dem angrenzenden Intron und von
der 3'-Region des rpl27a-1-Gens aus
E. histolytica flankiert.
pST2 |wie pST1, enthdlt jedoch die 499 114 308
flankierenden 5'- und 3'-Regionen des
rpl27a-2-Gens
pST3 |wie pST1l, enthdlt jedoch die 400 50 427
flankierenden 5'- und 3'-Regionen des
rpl27a-3-Gens
pST4 |wie pST1l, enthdlt jedoch die 499 114 250
flankierenden 5'- und 3'-Regionen des
rpl27a-4-Gens

IIa) Expressionsvektoren zur Untersuchung der Promotorregion

VEKTOR MERKMALE

pST1 S.0.

pST1-380 |wie pST1l, enthalt jedoch nur 380 Bp oberhalb des
Transkriptionsstarts

pST1-287 |wie pST1, enthadlt jedoch nur 287 Bp oberhalb des
Transkriptionsstarts

pST1-194 |wie pST1l, enthalt jedoch nur 194 Bp oberhalb des
Transkriptionsstarts

pST1-143 |wie pST1l, enthdlt jedoch nur 143 Bp oberhalb des
Transkriptionsstarts

pST1-105 (wie pST1l, enthalt jedoch nur 105 Bp oberhalb des
Transkriptionsstarts

pST1-55 |wie pST1, enthdlt jedoch nur 55 Bp oberhalb des
Transkriptionsstarts

pST1-33 |wie pST1l, enthdlt jedoch nur 33 Bp oberhalb des
Transkriptionsstarts

pST1+1 |wie pST1, enthdlt jedoch nur 11 Bp oberhalb des
Translationsstarts (ATG)
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IIb) Expressionsvektor zur Untersuchung des AGGGTT-
Promotorelements

28

EKTOR

MERKMALE

pST1P |wie pST1, jedoch wurde das AGGGTT-Promotor-Element an Pos. -26
durch die BamHI-Sequenz GGATCC ersetzt

IIc) Expressionsvektoren zur Linker-Scanning-Mutagenese

Alle Vektoren entsprechen pST1, tragen jedoch eine Mutation
im Intron, die in den meisten Fallen in Form einer BamHI-
Restriktionsschnittstelle (ccaTcc) eingeflihrt wurde.

VEKTOR rpl27a-1-INTRON
PSTﬂl GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
|351-1h4}6 GGATCCTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
[351'1h4}5 GTACCTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
IDS1—1B4742 GTTTGTGGATCCCCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
pSTl M 13-18 GTTTGTTTATTAGGATCCTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
|351'1h41923 GTTTGTTTATTACCTCTTGGATCCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
IDS1-1B42530 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCGGATCCGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
IDS1-1B43236 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGGATCCATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
IDS1—1B43742 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAGGATCCTAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
F351-1h44}48 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAAGGATCCTTTCAATTACTTAATTCTTTAG
|351'1h44954 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGGGATCCTTACTTAATTCTTTAG
|351-1h45560 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAAGGATCCAATTCTTTAG
IDS1—1B46L66 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTGGATCCTTAG
IDS1—1B46770 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTGGAT
F351-1h468 GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTGAG

PST1Ms;5-36/49-54

GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGGATCCATGAAATAATTGTGGATCCTACTTAATTCTTTAG
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III) Vektoren zur Untersuchung des Einflusses der nicht-
kodierenden 3'-Region auf die Expressionsstarke

ATG

VEKTOR MERKMALE 5'-FRAGMENT | INTRON | 3'-FRAGMENT
(Bp) (Bp) (Bp)

pST1A |[wie pST1, tragt jedoch die
3’-Region eines Aktin-Gens 508 70 530
aus E. histolytica

pST2A |wie pST2, tragt jedoch die
3’-Region eines Aktin-Gens 499 114 530
aus E. histolytica

pST3A |wie pST3, tragt jedoch die
3’-Region eines Aktin-Gens 400 50 530
aus E. histolytica

1V) Vektoren zur Untersuchung des Einflusses der Introns auf
die Expressionsstirke

H

VEKTOR MERKMAL
pST1Alntron wie pST1, jedoch Deletion des 70-Bp-Introns
pST2Alntron wie pST2, jedoch Deletion des 114-Bp-Introns
pST3Alntron wie pST3, jedoch Deletion des 50-Bp-Introns
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V) Expressionsvektoren zur Bestimmung des invarianten
Adenosins in der putativen Branch Point-Region
unterschiedlicher Introns aus E. histolytica

ATG TARA

| TR EERRERT R ERRERrr

30

VEKTOR MERKMALE

pST1 ehrpl27a-1-Intron (70 Bp)
GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAATTCTTTAG

IDSj-lA@l G GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTGATTCTTTAG

FDSj—lp%Z G GTTTGTTTATTACCTCTTTATTTCAAATTTGTTTCAATGAAATAATTGTTTCAATTACTTAGTTCTTTAG

pST1.1 ehorf0.6-Intron (71 Bp)
GTTTGTTAATTTTTAAATTACTTTAATAACAAAAAAAAAAGAATTTTTAAACTTATTATTAATTTATTTAG

F351'1 1AE55 G GTTTGTTAATTTTTAAATTACTTTAATAACAAAAAAAAAAGAATTTTTAAACTTGTTATTAATTTATTTAG

IDS1—1 1]&@»G GTTTGTTAATTTTTAAATTACTTTAATAACAAAAAAAAAAGAATTTTTAAACTTATTATTGATTTATTTAG

I351'1 1ZX&3G GTTTGTTAATTTTTAAATTACTTTAATAACAAAAAAAAAAGAATTTTTAAACTTATTATTAGTTTATTTAG

F351'1 11&% G GTTTGTTAATTTTTAAATTACTTTAATAACAAAAAAAAAAGAATTTTTAAACTTATTATTAATTTGTTTAG

pST1.2 eherd2-Intron (64 Bp)
GTTTGTTTTAATATTTTTAAATAGAAATAACATTTTTTTTAAAATAAACAATAACAACTCTTAG

F351'1 21¥ﬁ G GTTTGTTTTAATATTTTTAAATAGAAATAACATTTTTTTTAAAATAAACAATGACAACTCTTAG

IDS1—1 2A64 G GTTTGTTTTAATATTTTTAAATAGAAATAACATTTTTTTTAAAATAAACAATAGCAACTCTTAG

pST1.3 vsp-Intron (56 Bp)
GTTTGTTAGATGTATAATTGAGAAAGAAAGATGATACAAATATTTATTGTTGTTAG

IDS1—1 3AM6 G GTTTGTTAGATGTATAATTGAGAAAGAAAGATGATACAAATATTTGTTGTTGTTAG

pST1.4 eh39-Intron (58 Bp)
GTTTGTAATTCTTAATGTCTATTCTATTTTTCTTGAAATTAAAAACTTACAAAAATAG

pSTl 4A49 G GTTTGTAATTCTTAATGTCTATTCTATTTTTCTTGAAATTAAAAACTTGCAAAAATAG

pST1.5 ehstk1-Intron (46 Bp)
GTTTGTTTTGTTAAATAACTTATAATATTCTTAATCTTATGTTTAG

pSTl 5A39 G GTTTGTTTTGTTAAATAACTTATAATATTCTTAATCTTGTGTTTAG

pST1.6 artifizielles-Intron (46 Bp)
GTTTGTTCTGTTCTCTTGCTTCCTTCTGGTCTATTTATGCTTTTAG

pST]_ .6a GTTTGTTCTATTTATTTGCTTCCTTCTGGTCTGTTTGTGCTTTTAG

pST1.6b

GTTTGTTCTGTTCTCTTGCTTCCTTCTGGTCTATTTGTGCTTTTAG
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2.4 Nahrmedien und Kulturbedingungen
24.1 Ndhrmedien

TYI-S-33 Medium (p1amonp et al., 1978):

Trypticase 20 g
Hefeextrakt 10 g
Glukose 10 g
NaCl 2 g
K>HPO4 1 g
KH,PO, 0,6 g
L-Cystein 1 g
Ascorbinsaure 0,2 g
Fe-Ammoniumcitrat 22,8 mg

Die Komponenten wurden in 870 ml A. bidest geldst, der pH-Wert mit
NaOH auf 6,8 eingestellt und das Medium autoklaviert. Vor Benutzung wurden
800 ml des inkompletten Mediums mit 150 ml inaktiviertem Rinderserum
(zweimal 30 min., 56°C), 30 ml ,Diamond Vitamin Tween 80 Solution" (40 x),
0,2 g Streptomycin und 2 x 10° U Penicillin komplettiert. Das Medium wurde
autoklaviert, anschlieBend steril filtriert und bis zu 10 Tage nach Herstellung

verwendet.

LB-Medium
Lennox L Broth Base 20 g

ad 1 | A. bidest, autoklavieren

LB-Agarplatten
Lennox L Broth Agar 34

ad 1 | A. bidest, autoklavieren

Bei Bedarf wurde nach dem Abklhlen der Medien 100 pg Ampicillin/ml

zugesetzt.
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2.4.2 Kultivierung und Ernte von E. histolytica

Die Kultivierung der E. histolytica-Trophozoiten verlief axenisch unter
sterilen Bedingungen. Als Kulturmedium wurde mit 15 % Rinderserum, Vitamin-
Mix und Antibiotika komplettiertes TYI-S-33-Medium verwendet. Die Zellen
wurden unter mikroaerophilen Bedingungen (<5 % O;) bei 37°C in 50- bzw.
250 ml-Kulturflaschen gehalten. Das Ernten der Trophozoiten erfolgte in der
spaten logarithmischen Wachstumsphase. Die Kulturflaschen wurden zu diesem
Zweck fir 5-10 min. auf Eis inkubiert, die abgeldsten Zellen flir 3 min. bei 4°C
und 400 x g sedimentiert und einmal in kaltem NaPBS gewaschen. Die

Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer NEUBAUER-Zahlkammer.

2.4.3 Kultivierung von Bakterien

Die Anzucht der verschiedenen Escherichia coli-Stamme erfolgte aerob
in LB-Medium bei 37°C in Erlenmeyerkolben oder Reagenzglasern auf einem
Rundschittler (150-200 Upm). Zur Lagerung der Stamme wurden die Zellen
nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase mit 1/10 Vol. sterilem

Glycerol versetzt und bei —70°C gehalten.

2.5 Transformation von Escherichia coli

2.5.1 Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Transformation

Die Herstellung kompetenter E. coli DH5a-Zellen erfolgte mit einer
200 ml-Kultur in LB-Medium, welche mit 1 % Inokulum beimpft wurde. Diese
Kultur wurde bis zu einer ODggo von ca. 0,5 herangezogen. Die Zellen wurden fur
5 min. bei 3000 x g und 4°C sedimentiert, in 65 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Ldésung
resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Nach erneuter Sedimentation wurden die
Zellen in 8 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-L6sung aufgenommen und mit 15 % (v/v)
Glycerol versetzt. Nach Inkubation Uber Nacht bei 4°C wurden die Zellen bei -

70°C gelagert.

2.5.2 Transformation von E. coli

Bei der Transformation von E. coli kommt es zur Aufnahme freier,
l6slicher Plasmid-DNA (COHEN et al., 1972). Dabei wurde die Halfte eines
Ligationsansatzes, 2-4 ul einer Mutagenese-Reaktion bzw. 100 pg Plasmid-DNA
zu Vermehrungszwecken eingesetzt. Die jeweilige Probe wurde zu 100 pl

kompetenten Zellen gegeben und fir 30 min. auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde
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einem Hitzeschock flir 60 s bei 42°C unterzogen, auf Eis abgeklhlt und mit
1 ml LB-Medium versetzt. Nach 60-mindltiger Inkubation wurde der gesamte
Ansatz auf LB-Amp-Platten Uberfiihrt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Sofern
das verwendete Klonierungssystem eine ,Blau-Weiss-Selektion" zulieB, wurden
40 pl 2 % (w/v) X-Gal und 40 ul 0,1 M IPTG vor dem Ausstreichen der Bakterien-
suspension auf LB-Amp-Platten gegeben. Es wurden auBerdem OneShot™
TOP10-Zellen flir die Transformation verwendet, die nach Angaben des

Herstellers erfolgte.

2.6 Isolierung von Nukleinsauren

2.6.1 Plasmid-Mini-Praparation

Die Praparation geringer Mengen an hochreiner Plasmid-DNA aus
Bakterien erfolgte mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits nach Angaben des
Herstellers (Qiagen). Die Methode beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse.
Dabei werden die Bakterien unter alkalischen Bedingungen in Anwesenheit von
SDS lysiert und die DNA durch Natriumhydroxid denaturiert. Nach Neutralisation
durch Kaliumacetat prazipitieren denaturierte Proteine und chromosomale DNA
mit dem Kaliumsalz des Dodecylsulfats. Die niedermolekulare Plasmid-DNA bleibt

in Losung und kann so isoliert werden.

2.6.2 Plasmid-Maxi-Praparation

Fir die Transfektion von E. histolytica wurden gréBere Mengen
hochsaubere, Uberspiralisierte Plasmid-DNA bendtigt. Hierzu wurde die Plasmid-
DNA mit Hilfe einer Anionenaustauschersaule (QIAGEN-tip 2500) nach Angaben
des Herstellers isoliert. Die Methode beruht ebenfalls auf der oben beschriebenen
alkalischen Lyse. Die DNA wurde nach der Isolierung mit Isopropanol gefallt, mit
70 % (v/v) Ethanol gewaschen und das getrocknete Sediment in 400-600 pl
A. bidest resuspendiert. AnschlieBend erfolgte eine Konzentrations- und
Reinheitsbestimmung der DNA. Vor der Transfektion wurde die DNA durch
Restriktionsverdau und daran anschlieBender Gelelektrophorese uberprift. Die

DNA wurde aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
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2.6.3 Isolierung genomischer DNA aus E. histolytica

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mit dem Easy-DNA™ Kit (Life
Technologies). Nach der Ernte von 1-3 x 10° Trophozoiten wurden die Zellen
einmal in NaPBS gewaschen, in 100-200 ul des gleichen Puffers aufgenommen,
mit 350 pl Lésung A versetzt und fur 10 min. bei 65°C inkubiert. Es wurden
150 pl Lésung B zugegeben und der stark viskése Reaktionsansatz bis zum
vollstandigen Losen kraftig geschuttelt. Es erfolgte die Zugabe von 500 pl
Chloroform und eine Zentrifugation des Ansatzes fur 10-20 min. bei 15.000 x g
und 4°C. Zur Fallung der DNA wurde der Uberstand mit 1 ml 96 % (v/v) Ethanol
versetzt, fir 30 min. auf Eis inkubiert und anschlieBend sedimentiert (10 min.
15.000 x g, 4°C). Nach einem Waschschritt mit 70 % (v/v) Ethanol wurde die
DNA in 50-100 pl TE-Puffer aufgenommen und fir 30 min. bei 37°C gelést. Die
Lagerung der DNA erfolgte bei -70°C.

2.6.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus E. histolytica

Mit Hilfe von TRIzol® (Gibco BRL, Life Technologies), einer mono-
phasischen Lésung aus Phenol und chaotropen Salzen, welche Nukleinsaure-
bindende Eigenschaften besitzen, wurde Gesamt-RNA aus Zellen isoliert. Dabei
wurden mit NaPBS gewaschene Trophozoiten (1-3 x 10°) in 1 ml TRIzol®-
Reagenz resuspendiert und 5 min. bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 400 pl
Chloroform erfolgte eine erneute Inkubation fliir 3 min. bei RT, bevor der Ansatz
15 min. bei 11.500 x g zentrifugiert wurde. Die RNA wurde aus dem Uberstand
mit Isopropanol gefallt, anschlieBend mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, bei
37°C getrocknet und in 100 pl DEPC-H,0O bei 55°C gelést. Flur die Lagerung der
resuspendierten RNA bei -70°C wurde diese mit 1/10 Vol. NaAcetat und
2,5 Vol 99 % (v/v) Ethanol gefalit.

2.7 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsauren

2.7.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus DNA-L&sungen wurde eine Phenol-
Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Dabei wurde der Ansatz mit 1 Vol.
Chloropan, einem Reagenz aus 1 Vol. Tris-gesattigtem Phenol und 1 Vol.

Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Der Ansatz wurde intensiv gemischt
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und zur vollstandigen Phasentrennung flir 10 min. bei 15.000 x g zentrifugiert.
In der entstandenen Interphase sammeln sich die durch das Phenol
denaturierten Proteine an, wohingegen sich die DNA in der oberen wassrigen
Phase befindet. Diese wurde anschlieBend mit Chloroform-Isoamylalkohol

extrahiert und die DNA wie unten beschrieben gefalit.

2.7.2 Fallung von Nukleinsduren

Die Entsalzung oder Konzentrierung von Nukleinsauren erfolgte in
Anwesenheit monovalenter Kationen in Alkohol. Es bildet sich dabei ein
unldslicher Niederschlag, der durch Zentrifugation sedimentiert und durch
Waschen von Salz- und Alkoholresten gereinigt werden kann. Hierzu wurde eine
DNA- oder RNA-L6ésung mit 1/10 Vol. 3 M NaAcetat, pH5.2, sowie 2,5 Vol. 99 %
(v/v) Ethanol, oder 0,7-0,8 Vol. Isopropanol versetzt. Der Ansatz wurde fur
15 min. bei 15.000 x g und RT sedimentiert und mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen. Die getrocknete DNA bzw. RNA wurde in A. bidest oder DEPC-H,0

resuspendiert.

2.7.3 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle von
Nukleinsauren

Die Konzentration wassriger DNA- und RNA-Ldsungen wurde
photometrisch lGber die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt. Dies erfolgte unter der Annahme, dass eine OD von 1 bei
doppelstrangiger DNA eine Konzentration von 50 pg/ml, bei einzelstrangiger DNA
und RNA von 40 pg/ml aufweist. Die Reinheit wurde anhand des Verhaltnisses
von ODgonm 2zU ODagonm Uberprift. Eine reine DNA-L6sung besitzt einen

OD260nm/ODa2gonm-Ouotienten von 1,8; reine RNA-L6sung weist einen von 2,0 auf.

2.8 Auftrennung und Isolierung von DNA

2.8.1 Agarosegelelektrophorese

Die analytische und praparative Auftrennung von negativ geladenen
DNA-Molekllen in einem elektrischen Feld erfolgte durch Agarosegel-
Elektrophorese. In Abhangigkeit der GroBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente
wurden Agarose-Konzentrationen von 0,7-2 % (w/v) flr analytische (in TBE-

Puffer) und praparative Zwecke (TAE-Puffer) eingesetzt. Die DNA-Proben wurden
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mit einem entsprechenden Volumen an DNA-Probenpuffer versetzt und die
Auftrennung erfolgte bei 7 Volt/cm. Die DNA-Banden wurden durch das den
Gelen zugefligte Ethidiumbromid (0,1 pg/ml Gel) mit einem UV-Transilluminator
detektiert und anschlieBend fotografiert. Der Fragment-Langen-Bestimmung

dienten die 0. a. DNA-Langenstandards (MBI Fermentas).

2.8.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Zur Klonierung von DNA-Fragmenten war es erforderlich, die jeweilige

DNA nach entsprechender Modifikation aus Agarosegelen zu isolieren.

2.8.3 Elution von DNA aus Low-Melting-Point-Agarose

Der Einsatz von Low-Melting-Point-Agarose erlaubte auch die
Gewinnung geringer Mengen an DNA. Diese Agarose weist einen niedrigen
Schmelzpunkt auf. Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA in TAE-Puffer
bei 5 V/cm wurden die Banden bei einer Wellenldange von 366 nm ausgeschnitten
und der Agaroseblock bei 65°C geschmolzen. Es erfolgte die Zugabe des 2 x Vol.
an A. bidest und eine Inkubation des Ansatzes unter stdandigem Durchmischen
bis zur kompletten Homogenisierung. Das DNA-Agarosegemisch wurde direkt in

die Ligation eingesetzt.

2.8.4 Elution von DNA aus Agarose

Zur Gewinnung von DNA aus Agarose wurden Spin Columns der Firma
Ambion verwendet. Nach Ausschneiden der gewlinschten Bande bei 366 nm
wurde das Agarosestlick in das oben genannte Reaktionsgefal3 platziert und
sofort fir mindestens 1 h bei -70°C inkubiert, um die Ausbeute zu erho6hen.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation von 30 min. bei 15.000 x g und RT.
Dabei verbleiben die wunléslichen Rilckstéande der Agarose in der Saule,
wohingegen sich die DNA im Durchfluss befindet. Dieser Ansatz wurde einer
Fallung (s. 2.7.2) unterzogen und die DNA wurde je nach Ausgangsmenge in

10-30 pl A. bidest resuspendiert.
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2.9 Enzymatische Modifikation von DNA

2.9.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die Charakterisierung, Identifizierung und Isolierung von DNA wurde
anhand von Restriktionsverdaus vollzogen. Dabei kamen Restriktions-
endonukleasen des Typ II, die innerhalb ihrer jeweiligen Erkennungssequenz
schneiden, zum Einsatz. Die enzymatische Spaltung wurde mittels Agarosegel-
elektrophorese Uberprift. Die Enzyme wurden in den vom Hersteller mit-
gelieferten Puffersystemen bei 37°C eingesetzt. Flr analytische Zwecke wurden
1 uyg DNA und 2,5-5 U Enzym flr 1 h inkubiert (20 pl-Ansatz). Bei praparativen
Verfahren wurden 10-50 pg DNA und 5-10 U Enzym fir 2-4 h inkubiert
(20-60 pl-Ansatz).

2.9.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von linearisierter Plasmid-DNA mit zu klonierenden DNA-
Fragmenten erfolgte mit dem T4-DNA-Ligase-System der Firma Promega. Es
wurden ca. 100 ng Vektor-DNA mit einem dreifach molaren Uberschuss an
Fragment-DNA eingesetzt. In einem 5-15 pl-Ansatz wurden die entsprechende
Menge DNA-Fragment, 1 x Ligationspuffer, 1 mM ATP (pH 7,0) und 3 U T4-DNA-
Ligase (Promega) Uber Nacht, mindestens aber fir 3 h bei 14°C inkubiert. Die
Halfte eines Ligations-Ansatzes wurde in E. coli transformiert.
PCR-Produkte mit Adenosiniberhangen konnten bei Bedarf direkt in den Vektor
pCR®2.1 subkloniert werden. Die Ligation mit Hilfe des TOPO®TA Cloning Kit

erfolgte nach Angaben des Herstellers (Life Technologies).

2.9.3 Hybridisierung und Ligation von doppelstriangigen
Oligonukleotiden

Aufgrund der geringen GroBe einiger zu ligierender DNA-Fragmente,
die eine Anzahl von 46 Nukleotiden nicht Uberschritten, wurden sie als
doppelstrangige (ds) Oligonukleotide eingesetzt. Diese wiesen terminal
Uberhdnge mit Ndel- und Pstl-Restriktionsschnittstellen auf. Die Synthese der
zunachst als Einzelstrang (ss) vorliegenden Oligonukleotide wurde von der Firma
Life Technologies durchgeflhrt.

Die Hybridisierung der komplementaren ss-Oligonukleotide wurde stets
wenige Stunden vor der Ligation durchgefihrt. Dabei wurden in einem

50 pl-Ansatz je 1 pg des Oligos und 1 x Ligationspuffer flir 15 min. bei 70°C
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inkubiert. AnchlieBend wurde der Heizblock auf RT gekihlt (ca. 3-4 h). Es
wurden 6 pl des erhaltenen ds-Oligonukleotids in die Ligation mit dem
entsprechenden linearisierten Vektor eingesetzt, die wie unter 2.9.2 beschrieben
durchgefihrt wurde. Im Gegensatz zur Ligation von DNA-Fragmenten war es
erforderlich, die Reaktion nach Beendigung durch eine Phenol-Chloroform-
Extraktion zu reinigen. Der Ansatz wurde in 10 pl A. bidest resuspendiert und die

gesamte Probe in E. coli transformiert.

5 x Ligationspuffer

Tris-HCL, pH 7,5 250 mM
MgCl, 5 mM
PEG 8000 25 % (w/v)
DTT 5 mM

2.9.4 Auffiillen von 5'-Uberhingen

Um die Ndel-Restriktionsschnittstelle des verwendeten pBS-Vektors (s.
Abb. 1.3) zu entfernen, wurde dieser mit dem Restriktionsenzym linearisiert,
wodurch ein 5'-Uberhang in dem DNA-Doppelstrang entsteht. Durch das
anschlieBende Auffiillen mit dNTPs wurde dieser Uberhang, bzw. die Sequenz der
Restriktionsschnittstelle, zerstért. Zu diesem Zweck wurde 1 pg mit Ndel
verdaute und gereinigte Vektor-DNA in einem Volumen von 16 ul mit 1 U DNA-
Polymerase I (Klenow-Fragment) in dem mitgelieferten Puffer (Promega) fur
15 min. bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 4 ul dNTPs (je 25 pM)
hinzugegeben und erneut fir 15 min. bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde auf
100 pl mit A. bidest aufgefillt und einer Phenol-Chloroform-Extraktion

unterzogen. Die Rezirkulation des Vektors erfolgte wie unter 2.9.2 beschrieben.

2.9.5 Dephosphorylierung freier 5'-Enden von DNA

Durch den Restriktionsverdau von Plasmid-DNA entstehen kompatible
5'-Enden, deren Phosphatreste religieren kénnen. Um in einer Ligation das
Rezirkulieren linearisierter Plasmid-DNA zu verhindern und den Einbau von
Fremd-DNA zu férdern, wurde diese mit dem Enzym Alkalische Phosphatase

behandelt. Das Enzym katalysiert die Dephosphorylierung von 5'-Phosphat-
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resten. Im Anschluss an einen Restriktionsverdau wurden in einem 100 pl-Ansatz
20 U Alkalische Phosphatase (Pharmacia) im entsprechenden 1 x Dephosphoryl-
ierungspuffer fir 30 min. bei 37°C inkubiert. Die Reinigung der Reaktion erfolgte

durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion.

2.9.6 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von DNA erfolgte anhand einer Variante der
klassischen Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach SANGER und Mitarbeitern
(1980). Hierbei erfolgt der Kettenabbruch durch den Einbau von fluoreszenz-
markierten Didesoxynukleotiden. Die Reaktionen wurden mit Hilfe des ,Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit" nach Angaben des Herstellers (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Dabei wurden fir die jeweilige Sequenzreaktion M13F,
M13R oder spezifische Oligonukleotide eingesetzt (s. 2.1-5). Der 20 ul-Ansatz
enthielt 1 uyg DNA, 10 pmol Oligonukleotid und 4 pl ,Terminator Ready Reaction
Mix". Die Sequenzreaktion verlief im Thermocycler (GeneAmp PCR System 2400,
PerkinElmer) Uber 25 Zyklen mit folgenden Schritten: 10 s 96°C, 5 s 50°C,
4 min. 60°C. Zur Reinigung wurde der Reaktionsansatz mit 80 pl HPLC-H,0

versetzt und einer Ethanol-Fallung mit 3 M NaAc, pH 4,6 unterzogen.

2.10. Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist ein Verfahren zur in vitro-
Amplifikation von DNA-Fragmenten (SAIKI et al., 1988). In dieser Reaktion
kommt es zu einer enzymatischen Vermehrung eines spezifischen DNA-
Abschnittes zwischen zwei Oligonukleotid-Startern. Diese binden gegenlaufig an
komplementdare DNA-Strange und in drei zyklischen Reaktionsschritten wird die
gewlinschte DNA-Sequenz mit exponentiell ansteigender Rate amplifiziert. Die
zyklischen Reaktions-schritte einer PCR bestehen aus der Abfolge von
Denaturierung der DNA-Moleklle, Hybridisieren des Oligonukleotid-Starters und
der DNA-Synthese (Elongation).

Die Reaktionen wurden in 50 oder 100 pl-Ansatzen durchgefihrt.
Dabei wurden 1-100 ng DNA, je 1 pM Oligonukleotid, 200 uM dNTP, 2,5-5 U
einer DNA-Polymerase sowie vom Hersteller an das jeweilige System adaptierter

1 x PCR-Puffer eingesetzt (s. 2.1, Enzyme). Flr die Synthese des DNA-Stranges
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von zu klonierenden PCR-Produkten wurden die Polymerasen Pwo (aus
Pyrococcus woesi) und Pfu (aus Pyrococcus furiosus) aufgrund ihrer
korrekturlesenden 3'-5'-Exonuklease-Aktivitdt eingesetzt. Flr analytische PCRs
wurde die Taqg-Polymerase (aus Thermus aquaticus) verwendet.
Die Denaturierung erfolgte stets fiir 1 min. bei 94°C. Hingegen anderte sich die
Hybridisierungs-Temperatur in Abhangigkeit von der Lange und Spezifitat der
Oligonukleotide und richtete sich nach der Schmelztemperatur T,,, die anhand
folgender Formel errechnet wurde:

Tm=(A+T) x 2 + (G+C) x 4
Die Dauer der Hybridisierung betrug in den meisten Fallen 1 min. Die Elongation
erfolgte bei 72°C und einer Dauer von 1 min. pro Kb zu amplifizierender DNA.
Jeder Zyklus wurde 25-30 mal wiederholt.
Zur Klonierung eines PCR-Produktes in den Vektor pCR®2.1 wurden Adenosin-
Uberhénge durch einen abschlieBenden 15-miniitigen Inkubationsschritt bei 72°C

synthetisiert.

2.10.1 PCR-Mutagenese

Die PCR-Mutagense ist ein Verfahren, bei dem mit Hilfe einer PCR
gezielt Mutationen in DNA-Moleklle eingefihrt werden (HUTCHINSON et al., 1978).
HierfUr wurden zueinander komplementdre Oligonukleotide verwendet, welche
die gewlinschte Transition von 1 bis max. 6 Nukleotiden enthielten, die von der
zu mutierenden Sequenz abgeleitet wurden. In den verwendeten Oligo-
nukleotiden war die gewlinschte Mutation jeweils von mindestens 20 Basen
flankiert. Die Reaktion erfolgte in einem 50 pul-Ansatz, der 40 ng Plasmid-DNA,
1 x PCR-Puffer, 0,1 uM der beiden Oligonukleotide, 200 uM dNTP’s und 2,5 U
Pwo-DNA-Polymerase enthielt. Der PCR-Zyklus wurde unter folgenden Be-
dingungen durchgefiihrt:

94°C 2 min.
94°C 1 min.
60°C 4 min. 14 Zyklen
68°C 10 min.

70°C 15 min.
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Um die methylierte Ausgangs-DNA zu entfernen, wurde 1 ul des
Restriktionsenzyms DpnlI zum Ansatz gegeben und fir 30 min. bei 37°C
inkubiert. Das Amplifikat liegt nach der Reaktion linearisiert vor und wurde auf
einem Agarosegel Uberprift. AnschlieBend wurden 2-4 ul der Reaktion in
OneShot™ TOP10-Zellen nach Angaben des Herstellers transformiert. Durch

Sequenzierung des Plasmids wurde die gerichtete Mutagenese verifiziert.

2.10.2 Reverse Transkription von RNA

Zur Analyse spezifischer RNA-Spezies aus Gesamt-RNA transfizierter
E. histolytica-Trophozoiten wurde diese mit Hilfe der Reversen Transkriptase und
einem spezifischem Gegenstrang-Oligonukleotid in cDNA umgeschrieben. Diese
Reaktion erfolgte mit dem Enzym-System der Firma Life Technologies. Um das
Vorhandensein von DNA-Moleklilen in dem Reaktionsansatz auszuschlieBen,
wurde zundachst ein DNase-Verdau durchgefihrt. Hierzu wurde in einem 1 ml-
Ansatz 100 ug RNA mit 100 U DNase (Promega) im entsprechenden Puffer flr
30 min. bei 37°C inkubiert, einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen und
die RNA in 24 ul DEPC-H,0 resuspendiert.

In einem 24 pl-Ansatz wurden 35 pg RNA mit 1 mM dNTP’s und 1 uM
spezifischem Gegenstrang-Oligonukleotid fir 5 min. bei 65°C und danach sofort
auf Eis inkubiert. Zu diesem Ansatz wurden 9 pl 5 x Erst-Strang-Puffer,
6 ul 0,1 M DTT, 3 ul BSA (200ug/ul), 3 pl MnCl, (20 mM), 3 ul RNase-Inhibitor
und 2 pl Super Script™ II-Reverse Transkriptase gegeben. Die Reaktion erfolgte
fir 50 min. bei 42°C, sowie in einer 15-minutigen Inkubation bei 37°C.
AnschlieBend wurde der Ansatz mit Hilfe des ,High Pure PCR Purification Kit"
(Roche) gereinigt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei 4°C.

2.10.3 Amplifikation von cDNA

Die Amplifikation von cDNA erfolgte in einem 50 pl-Ansatz. Dabei
wurden 5-15 pul der unter 2.10.2 synthetisierten cDNA eingesetzt und stets 1 pM
des Strang-Oligonukleotids ,ehrpL27a-5'UTR-S-18" bzw. ,ehrpL27al1-5'UTR-
artif.-S-20" sowie des Gegenstrang-Oligonukleotids ,Rluc pos 99AS-20" (s.
2.1.7). Der Ansatz wurde wie unter 2.10 beschrieben mit folgendem PCR-Zyklus
durchgefihrt:
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94°C 2 min.
94°C 1 min.
44°C 1 min. 35 Zyklen
72°C 1 min.
72°C 15 min.

2.11 Transiente Transfektion von E. histolytica

Die Transiente Transfektion wurde mit Hilfe der Elektroporation
durchgefiihrt, bei der Zellen zur Aufnahme freier DNA befahigt werden. Durch
das kurzzeitige Anlegen eines elektrischen Feldes wird die Plasmamembran
reversibel permeabilisiert und ein DNA-Transfer ermdglicht.

Die Transfektion von E. histolytica basiert auf einer von NICKEL und
TANNICH (1994) beschriebenen Methode. Um die Effekte unterschiedlicher
Transfektionseffizienzen auszuschlieBen wurde bei jedem Experiment ein interner
Standard in Form eines co-transfizierten Kontroll-Plasmids eingefuhrt. Die
Darstellung der transienten Expressionsverlaufe erfolgte mit zwei evolutionar
unterschiedlichen  Luciferasen, die verschiedene Substratanforderungen
aufweisen. Das Reportergen der experimentellen Vektoren kodiert flr eine
Renilla-Luciferase aus der Koralle Renilla reniformis. Der Kontrollvektor kodiert
flr die Firefly-Luciferase aus dem Leuchtkafer Photinus pyralis.

Fur das Verfahren wurden Trophozoiten der spaten logarithmischen
Wachstumsphase eingesetzt, die stets 18-24 h vor Beginn des Experiments in
eine 250 ml-Kulturflasche eingesat werden mussten. Nach der Ernte von ca.
2 x 10’ Trophozoiten wurden die Zellen einmal in eiskaltem NaPBS,
anschlieBend in inkomplettem ,,Cyto-Mix" gewaschen und das Sediment in 3,2 ml
komplettem ,Cyto-Mix" resuspendiert. Die durchgeflihrten Zentrifugationsschritte
erfolgten fir 3 min. bei 400 x g und 4°C. AnschlieBend wurden zligig 800 ul der
Amébensuspension (ca. 5 x 10° Zellen) in eine Kivette (0,4 cm Durchmesser)
Uberfihrt, mit 100 pl DNA-LA6sung (100 ug Kontroll- und 50 pug Reporter-Plasmid-
DNA) vermischt und sofort bei 1,2 kV und 25 pF zweimal hintereinander
elektroporiert. Die resultierenden Zeitkonstanten betrugen 0,3-0,4 ms. Die
transfizierten Zellen wurden unverzlglich in eine 50 ml-Kulturflasche mit

vorgewarmtem, kompletten TY-I-S33-Medium uberfihrt. Dieser Vorgang wurde
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fir jeden dargestellten Expressionsvektor dreimal an mindestens drei

unterschiedlichen Tagen wiederholt.

” Cyto- M iX“

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

Der Puffer wurde unmittelbar vor Gebrauch mit 2,5 mg/ml

ATP und 3 mg/ml reduziertem Glutathion komplettiert.

2.12 Dualer-Luciferase-Assay

Die Luciferase-Aktivititen wurden aus dem waéssrigen Uberstand
lysierter, sedimentierter Trophozoiten bestimmt. Die Durchfihrung erfolgte mit
dem ,Dual-Luciferase® Reporter Assay System" (Promega), das sich aus

folgenden Komponenten zusammensetzt:

1. ~Passiver Lyse-Puffer"
2. ~Luciferase-Assay-Reagenz (LAR)II" (Luc*-Reagenz)
3 ,Stop and Glo®"-Reagenz (Rluc-Reagenz)

Die Zusammensetzung der Losungen war nicht bekannt. Das Einstellen
der Arbeitskonzentrationen und die Lagerung der Reagenzien erfolgten nach

Angaben des Herstellers.

2.12.1 Erstellung des Amobenlysats fiir den Dualen-Luciferase-Assay
Die Erstellung des Amoébenlysats erfolgte 26-29 h nach der
Transfektion, wobei alle Schritte auf Eis durchgefuhrt wurden. Die Kultur wurde
nach der Ernte in vorgekuhlte 50 ml-GefaBe Uuberflihrt, einmal in NaPBS
gewaschen, und verbliebene Pufferreste wurden mit Zellstoff entfernt. Die Zellen

wurden im 1 x Lysepuffer resuspendiert und zligig in ein auf -=70°C temperiertes
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1,5 ml-Reaktionsgefall lUberfuhrt, was in einem sofortigen Gefrieren der Probe
resultierte. AnschlieBend wurde dieser Ansatz flir 1 h bei —-20 °C inkubiert. Nach
dem Auftauen durch kraftiges Mischen wurde die Probe flir 15 min. bei 4°C und
15.000 x g sedimentiert. Der klare, die Luciferase-Enzyme enthaltende
Uberstand wurde von den Zelltrimmern getrennt und direkt in die Luciferase-

Messung eingesetzt.

2.12.2 Bestimmung von Luciferase-Aktivitaten

Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitaten erfolgte in einem ,Junior
Luminometer® (EG&G Berthold, Bad Wildbad). Dazu wurden 50 pl des unter
2.12.1 erstellten Amdbenlysats in ein Messréhrchen dberfihrt und mit 100 pl
LAR II versetzt. Uber einen Zeitraum von 10 s erfolgte die Messung der Firefly-
Luciferase-Aktivitat. Durch Zugabe von 100 ul ,Stop and Glo®“-Reagenz wird die
Aktivitat der Firefly-Luciferase inhibiert und gleichzeitig werden die Bedingungen
fir die Messung der Renilla-Luciferase eingestellt. Thre Aktivitdat wurde in einer
zweiten, ebenfalls 10 s andauernden Messung ermittelt. Der Messwert wurde
gegen den der Kontroll-Luciferase normalisiert und als dimensionslose relative
Aktivitat dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum Aufbau und zur Regulation der
ehrpl27a-Gene

3.1.1 Organisation der ehrpl27a-Gene

Sequenzanalysen gréBerer DNA-Abschnitte haben ergeben, dass die
vier rpl27a-Gene von E. histolytica in enger Nachbarschaft zu funktionell sehr
unterschiedlichen Genen in zum Teil gegenlaufiger Orientierung angeordnet sind
(s. Abb. 2). Die offenen Leserahmen (ORF) innerhalb der untersuchten Contigs
umfassen eine Lange von 450 bis 1214 Bp. Die Lange der intergenischen
Regionen betragt zwischen 105 und 278 Bp und intervenierende Sequenzen
weisen eine Lange von 43 bis 155 Bp auf. Wahrend die ehrpl27a-kodierenden
Regionen stark konserviert sind und nur vereinzelt Nukleotidaustausche
enthalten, divergieren die 5'- und 3’-flankierenden Sequenzen sehr stark. Eine
Ausnahme bilden die Gene ehrpl27a-2 und ehrpl27a-4 deren Nukleotidsequenz,
abgesehen von den nicht-kodierenden 3’-Bereichen, identisch ist. Die
stromabwarts beider Gene befindlichen ORF kodieren jeweils flir eine GTPase,
deren abgeleitete Aminosdauresequenzen zu 66 % identisch sind. Die GTPase-
kodierenden Regionen sind durch zwei Introns unterbrochen, wobei diese
intervenierenden Sequenzen wenig konserviert sind. Auch die vier ehrpl27a-
kodierenden Sequenzen sind von jeweils einem Intron unterbrochen, das in
seiner Lange und Sequenz variiert (ehrpl27a-1: 70 Bp, ehrpl27a-2: 114 Bp,
ehrpl27a-3: 50 Bp, ehrpl27a-4: 114 Bp). Die rpl27a-Introns sind, ebenso wie die
(ersten) Introns der benachbarten Gene, stets unmittelbar stromabwarts des

jeweiligen ATG-Startcodons lokalisiert.
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Abb. 2: Organisation der ehrpl27a-Gene im genomischen Kontext.

Dargestellt ist die genomische Struktur der verschiedenen ehrp/l27a-Gene mit den jeweiligen flankierenden
Regionen. Offene Leserahmen bzw. deren putative Translationsprodukte sind als graue Boxen dargestellt. Ihre
Orientierung ist durch Pfeile angegeben. Translationsstartpunkte sind mit ATG gekennzeichnet. Introns sind als
v-formige Verbindungen dargestellt. Es sei darauf hingewiesen, dass die Gene rpl27a-2 und rpl27a-4

verschiedene 3’-flankierenden Regionen aufweisen.

3.1.2 Vergleich von ehrpl27a-kodierenden Sequenzen

In den 450 Bp umfassenden ehrpl27a-kodierenden Sequenzen liegen
lediglich an 28 Positionen Nukleotidaustausche vor. Somit betragt der Anteil
konservierter Nukleotide 96 % zwischen den vier ehrpl27a-kodierenden
Regionen. Nur an drei Positionen flihren die Nukleotidsubstitutionen zu einer
Veranderung der abgeleiteten Aminosauresequenz (s. Abb. 3). Mit Ausnahme
der identischen ehrpl27a-2- und ehrpl27a-4-Introns unterscheiden sich die
intervenierenden Sequenzen sehr stark sowohl in ihrer Lange als auch in der

Nukleotidfolge, die keine Gemeinsamkeiten erkennen lasst.
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ATGGCARACAR GATTCAGACA RACTCGTAGA AGRAGAGGAC ATGITTCART 50
ATGGCCACTA GATTCAGACA AACTCGTAGA AGAAGAGGAC ATGTTTCAAT 5
ATGGCCACTA GATTCAGACA AACARCGAAGA AGAAGAGGAC ATGTTTCAAT 5
ATGGCCACTA GATTCAGACA AACTCGTAGA AGAAGAGGAC ATGTTTCAAT 50

GGGTTATGGT CGTATTGGAA ARACATAGAARR ACRARAGAGGA GGAAGAGGRA
GGGTTATGGT CGTATTGGAA RACATAGAAR GCARAGAGGA GGAAGAGGAA
GGGTTATGGT CGTATTGGAA AACATAGAAR GCARAGAGGA GGAAGAGGAA 100
GGGTTATGGT CGTATTGGAA AACATAGAAR GCAAAGAGGA GGAAGAGGAA 100

ATGCTGGTGG ACAACACCAC AGAARGACAT GGTTCACTAC ATTCCATCCA
ATGCTGGTGG ACAACACCAT AGARAAGACTT GGTTCACTAC ATTCCATCCA
ATGCTGGTGG ACAACACCAC AGAARAAACAT GGTTCACTAC CTTCCACCCA
ATGCTGGTGG ACAARCACCAT AGAAAGACTT GGITCACTAC ATTCEATCCA

GACTACTTTG GAARACATGG AATGAGAGTA TTCCATCTTA AAGCTAATAA
GACTATTTTG GAAAACATGG AATGAGAGTA TTCCATCTTA AAGCTAATAA
GACTACTTTG GTAAACATGG AATGAGAGTA TTCCATCTTA AAGCTAATAR
GACTATTTTG GAAAACATGG AATGAGAGTA TTCCATCTTA AAGCTAATAA

ATACTATTGT CCAAGTATCA ATGTAGATTC ATTATGGAGC CTTGTTGGTA
ATATTATTGC, CCAAGUATTA ATGTAGATIC ATTATGGAGT CTTGTTGGTA
ATACTATTGT CCAAGTATCA ATGTAGATTIC ATTATGGAGC CTTIGTTGGTA
ATATTATTGC) CCAAGTATTA ATGTAGATTC ATTATGGAGT CTIGTTGGTA

AAGATATTCA AGCACAATAC AAARATGCTA AAGTAGGAGA AGAAGTTCCA
AAGACGTTCA AGCACAATAC AAAAATGCTA AAGTAGGGGA AGAAGTTCCA
AAGATGTTCA AGAACAATAT ARGAATGCTA ARAARCTGGAGA AGAAGTTCCA
AAGACGTTCA AGCACAATAC AARAATGCTA AAGTAGGGGA AGAAGTTCCA

GITATTGACT GTGTAAAACA TGGITATTTC AAGGTTCTTG GTAARAGGATT
GITATTGACT GTGTAAAACA TGG TATTTC AAGGTTCTTG GTAAGGGATT
GTTATTGACT GTGTAAAACA TGGTTATTTC AAGGITCTTG GTAAAGGATT
GTTATTGACT GTGTAAAACA TGGCTATTTC AAGGTTCTTG GTAAGGGATT

CCTTCCAARAA CAACCAGTTA TTGTCAGAGC TAGATATTITIC AGTGAARAAG
CCTTCCAARAR CAACCAGTTA TTGTCAGAGC TAGATATTTIC AGTGARARAAG
CCTTCCAARAR CARACCAGITA TTGTCAGAGC TAGATATTIC AGTGARARAAG
CCTTCCAAAR CARACCAGITA TTGTICAGAGC TAGATATTIC AGTGAARRARG

CTCAACAAAR GATTAAGGCT GTTGGAGGTG CTTGCGAACT TACTGCTTAA
CTCAACAAAR GATTAAAGCC GTTGGAGGAG CATGCGAACT TACTGCTTAAR
CTCAACARAR GATTAAGGCT GTTGGAGGAG CATGTGAACT TACTGCTTAA
CTCAACARAA GATTAARGCC GTTGGAGGAG CATGCGAACT TACTGCTTAA

Abb. 3: Vergleich der kodierenden Sequenzen verschiedener ehrpl27a-Gene.
Dargestellt ist ein Sequenzvergleich der 4 ehrp/27a-Gene. Obwohl sich die einzelnen Sequenzen relativ zu dem
als Referenz dienenden rp/27a-1-Gen an 28 Positionen unterscheiden (weil3 unterlegt), kommt es nur an drei

Positionen (gelb unterlegt) zu Veréanderungen der entsprechenden Translationsprodukte.

3.1.3 Untersuchungen zur Expression der ehrpl27a-Gene

3.1.3.1 Einfluss homologer ehrpl27a-flankierender Regionen auf die
Luciferase-Expression

Um die Expression der ehrpl27a-Gene zu untersuchen, wurden
entsprechende Expressionsvektoren erstellt. Diese enthielten das Renilla-
Luciferase-Gen (rluc) unter Kontrolle der verschiedenen ehrpl27a-flankierenden
Regionen. Die Vektoren (pST1 bis pST4, s. 2.3.3 II) wurden transient in
E. histolytica-Trophozoiten transfiziert und nach 24 h wurde die Luciferase-
Aktivitat in Zellextrakten der Amdben bestimmt. Ein Firefly-Luciferase-
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kodierender Kontrollvektor wurde als interner Standard bei jedem Experiment
co-transfiziert. Nach der Ermittlung beider Enzymaktivitaten wurde die Renilla-
Luciferase-Aktivitat stets gegen die Firefly-Luciferase-Aktivat normalisiert. Der
Quotient ist in der vorliegenden Arbeit als dimensionslose relative Luciferase-
Aktivitat dargestellt. Es wurde somit eine Unabhangigkeit von der Transfektions-
effizienz erzielt, so dass einzelne Experimente zuverlassig miteinander

verglichen werden konnten.
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Abb. 4: Luciferase-Expression unter Kontrolle verschiedener ehrpl27a-5'- und 3'-flankierender
Regionen.

Trophozoiten von E. histolytica wurden mit den Expressionsvektoren pST1-4, welche jeweils die flankierenden
Regionen eines rpl27a-Gens enthalten, transfiziert. Dargestellt sind die ermittelten relativen Luciferase-
Aktivitaten.

Es wurde beobachtet, dass pST1 mit einer relativen Luciferase-
Aktivitat von ca. 6,0 eine signifikant starkere Expression im Vergleich zu den
anderen Vektoren aufwies (P<0,02). PST3 verzeichnete mit einer Aktivitat von
ca. 3,5 eine signifikant starkere Expression gegeniber den Vektoren pST2 und
pST4 (P<0,01). Die beiden letzten Konstrukte unterscheiden sich zwar in der
enthaltenen 3’-Sequenz, flhrten jedoch zu einer nahezu gleich starken
Luciferase-Aktivitat um 2,0 (s. Abb. 4).
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3.1.3.2 Einfluss homologer rp/27a-5'-Sequenzen sowie einer hetero-
logen aktin-3'-nicht-kodierenden Region auf die Luciferase-
Expression

Um zu ermitteln, inwieweit das nicht-kodierende ehrpl27a-3'-Ende die
Expressionsstarke beeinflusst, wurden die Plasmide pST1-4 modifiziert. Das
endogene ehrpl27a-3'-Ende wurde entfernt und jeweils durch die nicht-
kodierende 3’-Sequenz eines aktin-Gens ersetzt (pST1A, pST2A, pST3A). Da
pST2 und pST4 dasselbe 5’-Fragment enthielten, wurde lediglich einer der

Vektoren mit der heterologen 3’-Sequenz versehen (pST2A).
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Abb. 5: Luciferase-Expression unter Kontrolle verschiedener rp/27a-5'-Regionen sowie einer
aktin-3'-Sequenz.

Die Expressionsvektoren pST1A-3A, die jeweils die 5’-Region der verschiedenen rp/27a-Gene sowie den nicht-
kodierenden 3’-Bereich eines aktin-Gens aus E. histolytica enthalten, wurden in Trophozoiten transfiziert.

Dargestellt sind die ermittelten relativen Luciferase-Aktivitaten.

Nach Transfektion der Vektoren in E. histolytica-Trophozoiten wurden
Luciferase-Aktivitaten von 7,4, 3,6 bzw. 4,7 ermittelt (s. Abb. 5). Damit zeigte
sich, dass das charakteristische Expressionsmuster bestehen blieb. So
verzeichnete pST1A auch in diesem Fall nach pST3A und pST2A die starkste
Aktivitat. Der Unterschied zwischen einem Konstrukt mit dem endogenen rpl27a-

3’-Ende und dem jeweiligen aktin-3'-Derivat ist jedoch nicht signifikant (P= 0,3).
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Daraus wurde geschlossen, dass das endogene rpl27a-3'-Ende keinen Einfluss
auf die absolute Starke der Expression hat und nicht flr die Aktivitatsunter-

schiede verantwortlich ist.

3.1.4 Deletionsanalyse der ehrpl27a-1-Promotorregion

Um die Promotorregion der rpl27a-Gene genauer zu charakterisieren,
wurde exemplarisch der nicht-kodierende rp/27a-1-5'-Bereich einer Deletions-
analyse unterzogen (aufgrund der starksten Aktivitat im Luciferase-Assay).
Ausgehend von dem Expressionsvektor pST1, der 497 Bp oberhalb des rp/l27a-1-
Transkriptionsstarts enthalt, wurden weitere Expressionsvektoren generiert, die
jeweils kirzere 5’-Fragmente enthielten (s. 2.3.3 IIa). Nach Transfektion der
Vektoren in E. histolytica-Trophozoiten wurde die Luciferase-Aktivitat im
Verhaltnis zu pST1 ermittelt (s. Abb. 4). Es zeigte sich, dass die Deletion von
-497 Bp (pST1) auf -380 Bp (pST1-380) eine signifikante Reduktion der
Luciferase-Aktivitat auf ca. 50 % bewirkte. Die Verkiirzung des 5’-Bereichs von
-143 Bp auf -105 Bp reduzierte die Aktivitdt um weitere 50 %. Die Deletion von
-105 Bp auf -55 Bp bzw. 33 Bp ergab im Vergleich zu dem Ausgangskonstrukt
eine Restaktivitat von 5 % bzw. ca. 8 %. In pST1+1 war das Reportergen
stromaufwarts lediglich von der 11 Bp umfassenden 5’-nicht-translatierten-
Region flankiert. Nach Transfektion dieses Vektors lieB sich praktisch keine
Luciferase-Aktivitat detektieren (s. Abb. 6).

Aufgrund der hier dargestellten Deletionsanalyse kann gefolgert
werden, dass die rpl27a-1-5'-Promotorregion mindestens vier Bereiche enthalt,

die fur die volle Promotoraktivitat nétig sind.
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E. histolytica-Trophozoiten wurden mit pST1 oder vergleichbaren Expressionsvektoren transfiziert, die
unterschiedlich lange 5'-Regionen des ehrpl27a-1-Gens enthalten. Die resultierenden Luciferase-Aktivitdten
sind flir jedes Deletionskonstrukt im Verhaltnis zu pST1 angegeben. Signifikante Unterschiede im Vergleich

zum Expressionsvektor mit der jeweils langeren 5'-Sequenz sind mit * gekennzeichnet.

3.1.5 Identifizierung eines konservierten Promotorelements in
ribosomalen E. histolytica-Genen

Es wurden bislang nur wenige Promotorelemente, wie z.B die sog.
CCAAT-, TATA-, ATTCA- und GAAC-Boxen in E. histolytica identifiziert, wobei
diese Elemente nur in einigen der bekannten E. histolytica-Gene nachgewiesen
wurden. WILLHOEFT und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass das GAAC-Element 9-10
Bp oberhalb des Transkriptionsstarts von ehrpl27a-1 und ehrpl27a-3 vorkommt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde in der proximalen Promotorregion der
ehrpl27a-Gene ein neues Element identifiziert, das aus der Sequenz AGGGTT
besteht. Dieses Motiv ist durch die Abfolge von drei Guanosinen sehr
ungewohnlich fir Amdben, da die Gene mit 78 % einen relativ hohen Gesamt-
A/T-Gehalt aufweisen (GELDERMAN et al., 1971) und somit 3 konsekutive
Guanosinreste sehr selten vorkommen. Aufgrund dieser Beobachtung wurden die
ersten 100 Bp oberhalb des ATG-Startcodons von 15 weiteren Genen analysiert,
die ftr groBe (rpl) bzw. kleine (rps) ribosomale Proteine kodieren. Das AGGGTT-
Element (bzw. AACCCT in antisense-Orientierung) kommt in allen untersuchten
rp-Promotoren vor und befindet sich zwischen Position -9 bis -60 oberhalb des
Startcodons (s. Abb 7). Es wurden auBerdem die 5’-Bereiche von 18 Genen
untersucht, die fir andere Haushalts-Gene der Amdben kodieren. In keinem

dieser Promotoren war das AGGGTT-Motiv nachzuweisen (nicht dargestellt).
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3.1.6 Mutation des konservierten AGGGTT-Promotorelements

Um den Einfluss des AGGGTT-Elements auf die Genexpression zu
untersuchen, wurde die Sequenz mutiert. Durch das Einfugen einer BamHI-
Restriktionsschnittstelle wurde das AGGGTT-Motiv des pST1-Vektors zu GGATCC
verandert und nach Transfektion wurde die Luciferase-Aktivitat mit dem Wildtyp-
Vektor verglichen. Die Mutation fihrte zur Reduktion der Aktivitat um 77 %
(s. Abb. 8).
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Abb. 8: Veranderung der Expression nach Mutation des AGGGTT-Promotorelements im

ehrpl27a-1- Gen.
Trophozoiten von E. histolytica wurden mit dem Expressionsvektor pST1P, der Mutationen im AGGGTT-Motiv
aufweist, oder dem entsprechenden Wildtyp-Vektor pST1 transfiziert. Dargestellt sind die ermittelten, relativen

Luciferase-Aktivitaten.

3.2 Charakterisierung von Introns in E. histolytica-Genen

3.2.1 Einfluss der ehrpl27a-Introns auf die Genexpression

Regulierende Einflisse von Introns auf die Genexpression sind in der
Literatur haufig beschrieben. Um einen madglichen Effekt der ehrpl27a-Introns
auf die Genexpression zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit zwei Gruppen

von Reportergen-Konstrukten hergestellt, deren Renilla-Luciferase-Aktivitat nach
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Transfektion direkt miteinander verglichen werden konnte. In der einen Gruppe
von Expressionsvektoren ist das jeweilige Intron an natlrlicher Position
unterhalb des Startcodons ATG enthalten (pST1-4), in der zweiten Gruppe
wurden die Introns deletiert (pST1-4Alntron).

Relative
Luciferase-Aktivitat

50% 100%

ATG TAA

Nz \zpl27a:3)\

- AN 0N I — . o3

TAA
ST4ATntron -rluc- rpiz27a-4 | I 7 : 2

Abb. 9: Veranderung der Expression nach Deletion des jeweiligen Introns in den verschiedenen
ehrpl27a-Genen.

Trophozoiten von E. histolytica wurden mit den Expressionsvektoren pST1-4Alntron oder den entstprechenden
Kontrollplasmiden pST1-4 transfiziert. Dargestellt sind die ermittelten, relativen Luciferase-Aktivitaten. Die

Aktivitaten der Kontrollplasmide wurden jeweils als 100 % dargestellt.

Nach Transfektion von E. histolytica-Trophozoiten mit den Deletions-
Konstrukten zeigte sich, dass die Luciferase-Aktivitat in allen Fallen gegenuber
dem jeweiligen Kontrollplasmid signifikant herabgesetzt war (s. Abb. 9). Den
starksten Effekt Ubte das ehrpl27a-3-Intron aus. So erreichte pST3AlIntron nur
eine Luciferase-Aktivitdt von ca. 50 % gegenliber dem entsprechenden Intron-
haltigen Vektor pST3 (P<0,0002). Nach Deletion des rpl27a-1 Introns
(pST1AlIntron) verringerte sich die Luciferase-Aktivitat auf 61,5 % im Vergleich
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zu pST1 (P<0,0003). Die Vektoren pST2AIntron und pST4Alntron fUhrten zu
einem Abfall der Luciferase-Aktivitét um ca. 27% gegenlber den Vektoren pST2
und pST4, die identische Introns enthalten (P<0,004).

3.2.2 Konservierte Sequenz-Motive in korrespondierenden Introns
von E. histolytica und E. dispar

Bis zum Beginn dieser Arbeit waren in E. histolytica und E. dispar
lediglich finf Gene beschrieben, deren kodierende Regionen durch Introns
unterbrochen. Auf der Suche nach weiteren Introns wurden bei der Analyse
genomischer E. histolytica- und E. dispar-Klone weitere Gene mit unterbrochen-
en Leserahmen identifiziert, deren 5’- und 3’-Sequenzen fir das gleiche Protein
kodierten (WILLHOEFT et al., 2001). Diese kodierenden Bereiche wurden mit
Exon-spezifischen Oligonukleotiden aus cDNA von E. histolytica und E.dispar
amplifiziert. Die Produkte wurden mit den Sequenzen der entsprechenden
genomischen DNA verglichen und dabei wurde bestatigt, dass es sich um
intervenierende Sequenzen handelt. Ein Vergleich dieser 11 E. histolytica und
E. dispar-Introns deckte Ubereinstimmende Bereiche auf (s. Abb. 10). Am
5'-Ende der Sequenzen findet sich ein konserviertes GTTTGTT-Motiv, das
3’-Ende weist ein konserviertes Tri-Nukleotid TAG auf und der fur die Introns
héherer Eukaryoten beschriebene Branch Point-Konsensus YNYYPuUAY (PADGETT
et. al., 1986) ist nur schwach konserviert. Er findet sich in nur 4 der 11
E. histolytica- sowie in 7 der 11 E. dispar-Introns. DarlUber hinaus ist das
eukaryotische Branch Point-Motiv nur zwischen 4 der 11 korrespondierenden
Introns beider Amdbenspezies konserviert bzw. identisch (s. Abb. 10). Dies lasst
vermuten, dass sich die Branch Point-Sequenz der Amdben von denen hdherer

Organismen unterscheidet.
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eh39
ed3?

ehcbb-1
edcbb-1

ehchbb-2
edcbb-2

ehcdc2
edcdec2

ehcta
edcta

eherd?2
ederd2

ehorf0.6
edorf0.6

ehstkl
edstkl

ehstk2
edstk2

ehstk3
edstk3

ehvsp
edvsp

57

GTTTGTAATTCTTAATG'
GTTTGTTATTCTTAATTT

GTTTGTT
GTTTGTT

GTTTGTTTCTTATTAATATTT TGTAR ARG
GTTTGTTTCTAATTATTATTT TAGTCTG ARG

GTTTGTT
GTTTGTT

GTTTGTTTTT
GTTTGTTTT

GTTTGTTTTAAT!
GTTTGTTTAA

Abb. 10:

Vergleich korrespondierender Introns aus E. histolytica und E. dispar.

Gezeigt sind Introns korrespondierender Gene aus E. histolytica und E. dispar. Alle Introns wurden

experimentell

bestdtigt durch Vergleich von cDNA mit den entsprechenden genomischen Sequenzen.

Konservierte Bereiche an den Intron-Grenzen sind blau dargestellt. Der eukaryotische Branch Point-Konsensus
YNYYRAY (Y= C oder T; R= A oder G; N= beliebiges Nukleotid) ist rot hervorgehoben. Abweichungen von den

Konsensussequenzen sind unterstrichen.

3.2.3

3.2.3.1

Identifizierung von Intron-Sequenzen mit funktioneller
Bedeutung fiir das Splei3en

Linker-Scanning-Mutagenese des ehrpl27a-1-Introns und
transiente Transfektion

Um den Aufbau von Introns in E. histolytica genauer zu untersuchen

und dariber hinaus einen besseren Einblick in den Mechanismus des SpleiBens

zu gewinnen, wurden verschiedene Mutationsstudien durchgefuihrt. Zunachst

sollten Bereiche bestimmt werden, die einen Einfluss auf das SpleiBen ausliben.

Zu diesem Zweck wurde eine Linker-Scanning-Mutagenese des ehrpl27a-1-

Introns durchgefiihrt. Ausgehend vom Expressionsvektor pST1 wurden weitere

Konstrukte generiert, die mindestens 3 Nukleotidaustausche pro Konstrukt

aufwiesen. Dies erfolgte in den meisten Fallen durch das Einfligen einer BamHI-

Restriktionsschnittstelle. Auf diese Weise wurden 55 Bp des 70 Bp umfassenden
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Introns mutiert. Die Vektoren wurden in E. histolytica-Trophozoiten transfiziert
und die Auswirkungen der Mutationen wurden Uber die ermittelte Luciferase-
Aktivitat verfolgt (s. Abb. 11).

Die meisten Mutationen fuhrten zu keiner Veranderung der Aktivitat,
insbesondere auch dann nicht, wenn die Mutationen im Bereich der
eukaryotischen Branch Point-Regionen lagen (PSTMs;.36 und PSTM3;.36/49-54). Im
Gegensatz dazu wurde in den Vektoren pSTM,¢ und pSTMs.5, in denen das an
der 5’-SpleiBstelle gelegene konservierte Hepta-Nukleotid GTTTGTT zu GGATCCT
bzw. GTACCTT mutiert ist, eine Rest-Aktivitat von 0,03 %, bzw. 0,17 % im
Vergleich zu pST1 gemessen. Die Mutation des konservierten TAG-Motivs an der
3’-SpleiBstelle zu GAT (PSTMe;.70) flhrte zu einem nahezu vollstandigen Verlust
der Luciferase-Aktivitat (0,2 %). Die Transition von TAG zu GAG (PSTMgg)
verringerte die Aktivitat auf 20,1 %. Zusatzlich zu den Mutationen der
Endsequenzen ergab der Austausch der Nukleotide 55-66 (PSTMss.¢0, PSTMg1-66,)

eine Verminderung der Luciferase-Aktivitat um ca. 80 % bzw. 97 %.
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3.2.3.2 Nachweis des SpleiBens der rp/27a-1-RNA in Linker-Scanning-
Transfektanten durch RT-PCR-Analyse

Wie oben gezeigt, war nach Mutation bestimmter Bereiche des
ehrpl27a-1-Introns die Luciferase-Aktivitat stark herabgesetzt (s. Abb. 11). Um
zu untersuchen, ob diese Beobachtung auf eine Inhibition des SpleiBens zurlick-
zufihren war, wurden RT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurde die RNA
transfizierter Zellen isoliert und evtl. vorhandene DNA-Kontaminationen mit Hilfe
eines DNAse-Verdaus entfernt. Die gereinigte RNA wurde anschlieBend mit
einem Luciferase-spezifischen Gegenstrang-Oligonukleotid in cDNA um-
geschrieben. Diese cDNA diente als Matrize fir eine PCR-Amplifikation mit einem
spezifischen Oligonukleotid-Paar, das unmittelbar oberhalb des Startcodons ATG
bzw. an Position + 92 des rluc-Gens hybridisiert (s. Abb. 12 A). Sofern das
Intron an vorhergesagter Position korrekt herausgeschnitten wurde, betragt die
Lange des Amplifikats 117 Bp. Bei ungespleiBten Transkripten ergibt sich ein
187 Bp umfassendes Amplifikat. Die DNA wurden auf einem Agarosegel (2 %)
aufgetrennt (s. Abb. 12 B). Dabei zeigte sich, dass nach Transfektion des
Kontrollvektors pST1 in der Tat ein Produkt von 117 Bp generiert wurde. Die
Sequenzanalyse des Amplifikats ergab, dass das ehrpl27a-1-Intron direkt
oberhalb der 5'-GTTTGTT- und unterhalb der 3’-TAG-Spleil3stelle entfernt wurde.
Nach Mutation der 5’- und 3’-SpleiBstellen sowie der Nukleotide 61-66 (pSTM,.,
PSTMs.5, PSTMeg7.70, PSTMeg, sowie pSTMei-66,) Wies die isolierte RNA eine GréBe
von ca. 187 Bp auf. Es fand somit kein SpleiBen statt. Nach Transfektion des
Expressionsvektors pSTMeg lieB sich in der mRNA neben dem 187-Bp-Amplifikat
zusatzlich eine 117 Bp umfassende Bande nachweisen, was auf ein partielles
SpleiBen hinweist.

Zusammenfassend wurde durch die Linker-Scanning-Mutagenese
gezeigt, dass Mutationen an den Intron-Grenzen sowie in einem 16 Bp oberhalb

der 3’-SpleiBstelle gelegenen Bereich zu einer Inhibition des SpleiBens flihrten.
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Abb. 12: Analyse der SpleiBprodukte nach Transfektion verschiedener Linker-Scanning-

Vektoren.

Gezeigt in A) ist ein vergroBerter Ausschnitt der Intron-Region des pST1-Expressionsvektors und ein Schema
zur Strategie des Nachweises des SpleiBens. Nach Transfektion der Amdben mit den entsprechenden Plasmiden
wurde Gesamt-RNA mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid AS1 in cDNA umgeschrieben (dunkelblaue Linie).
Diese diente in einem zweiten Schritt als Matrize fir eine PCR, deren Amplifikat als hellblaue Linie
wiedergegeben ist. Dabei wurden die Oligonukleotide S und AS2 verwendet, die unmittelbar oberhalb des
Translationsinitiations-ATG, bzw. an Position + 92 des rluc-Gens, binden. Dementsprechend ergibt sich bei
erfolgtem Entfernen des Introns ein Amplifikat von 117 Bp. Bei ungespleiBten Produkten erreicht das Amplifikat
hingegen eine Lange von 187 Bp. B) E. histolytica-Trophozoiten wurden mit dem Wildtyp-Expressionsvektor
pST1 bzw. mit den Linker-Scanning-Mutanten PST1M,.s, PST1Ms.s, PST1Mgi6s, PST1Mg7.70, 0der PST1Meg
transfiziert. Dargestellt ist ein Ethidiumbromid-gefarbtes Agarose Gel (2%) der elektrophoretisch aufgetrenten
PCR-Produkte.
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3.2.4 Identifizierung eines putativen amobenspezifischen Branch
Point-Motivs in E. histolytica- und E. dispar-Introns

Die Ergebnisse der Linker-Scanning-Mutagenese lieBen vermuten, dass
ein kleiner Bereich in Nahe der 3’-Spleif3stelle flir den SpleiBvorgang des
ehrpl27a-1-Gens von Bedeutung ist und méglicherweise die Branch Point-Region
enthalt (s. 3.2.3.2). Daraufhin wurden die bekannten E. histolytica- und
E. dispar-Introns erneut und unter besonderer Berlicksichtigung der hinteren
15 Bp miteinander verglichen. Neben den konservierten Bereichen an den
Intron-Grenzen wurde dabei ein weiteres Motiv identifiziert das sich durch den
Konsensus WYTWAY (W=A oder T; Y= C oder T) beschreiben lasst. Dieses Motiv
ist zwischen korrespondierenden Introns beider Spezies konserviert und befindet
sich 7-11 Nukleotide oberhalb der 3’'-SpleiBstelle (s. Abb. 13).

eh39

ed39

ehchb-1

edchbb-1

ehchbb-2 GTTTGTTTC

edcbb-2 GTTTGTTTC

ehcdc2 GTTTGTT

edcdc2 GTTTGTT

ehcta GTTTGTTTT

edcta GTTTGTTT]

eherd2 GTTTGTTTT

ederd2 GTTTGTT

ehorf0.6

edorf0.6

ehstkl GTTTGTTTT ATCTTATGTTTAG

edstkl GTTTGTTTT STCTTATATTTAG

ehstk2 GTTTGTTTT

edstk2 GTTTGTTTT

ehstk3

edstk3

ehvsp \TATTTATTGTTGTTAG
edvsp \TATTTATTGTTGTTAG
Abb. 13: Identifizierung eines moglichen Entamoében-spezifischen Branch Point-Konsensus.

Die dargestellten korrespondierenden Introns aus E. histolytica und E. dispar entsprechen denen aus Abb. 10.
Unter besonderer Beachtung der Sequenzen am 3’-Ende fand sich das rot-markierte konservierte Motiv
WYTWAY (W= A oder T; Y= C oder T).
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Durch den Vergleich verschiedener Introns von E. histolytica und
E. dispar sowie die Durchfihrung einer Linker-Scanning-Analyse der
intervenierenden ehrpl27a-1-Sequenz lieBen sich in den Amdben-Introns drei
Konsensus-Regionen identifizieren. Sie sind an der 5’-SpleiBstelle (GTTTGTT),
der 3’- SpleiBstelle (TAG) sowie 7-11 Bp oberhalb der 3’-SpleiBstelle (WYTWAY,
wobei W=A oder T; Y= C oder T) lokalisiert.

3.2.5 Konservierte Motive in anderen E. histolytica-Introns

Im Zuge der Sequenzierung des E. histolytica-Genoms wurden 46
weitere Introns identifiziert (LOFTUS, persdnliche Mitteilung). Die Analyse dieser
Sequenzen ergab, dass E. histolytica-Introns eine durchschnittliche Lange von
65 Bp und einen A/T-Gehalt von 82 % aufweisen. Unter Einbeziehung der
prozentualen Haufigkeit einzelner Nukleotide an entsprechender Position
enthalten sie stets die Konsensussequenzen GigoT100T100T98GogTo2Tsg am 5'- bzw.
T92A100G100 @am 3’-Ende sowie das Motiv Wy2Yo4T100Wo2A100Y0s (W=A oder T; Y= C
oder T), das sich 7 bis 11 Bp oberhalb der 3’-SpleiBstelle befindet. Es sei
hervorgehoben, dass der Thymidin-Rest an Position 3 und der Adenosin-Rest an
Position 5 innerhalb des Motivs in allen bislang identifizierten Amdben-Introns
vorhanden sind (s. Abb. 14).
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GTTTGTTTAT ...43 nt... ATTACTTAATTCTTTAG
GTTTGTAATT ...42 nt... AAAACTTACAAAAATAG
GTTTGTTATT ...30 nt... TTCGTTAATAAAGTAATAG

GTITTGTTICT ...38 nt... AGTATTTACCTTGGAAG
GTTTGTTTAA ...63 nt... AGTACTGATAAAATATAG

GTTTGTTTTT ...53 nt... TTATCTTATTTATTAG
GTTTGTTTITA ...49 nt... AACAATAACAACTCTTAG
GTTTGTTAAT ...45 nt... ATTATTAATTTATTTAG

GTTTGTTTITG ...30 nt... TAATCTTATGTTTAG
GTTTGTTTITA ...48 nt... GTGATTTATATCAATAG
GTTTGAATAA ...44 nt... AACATTTATAATATAG
GTTTGTTAGA ...40 nt... AATATTTATTGTTGTTAG
GTTTGTTTAT ...54 nt... TTACTTAATTCTTTAG
GTTTGTAACA ...99 nt... AATACTAATTAAATAG
GTTTGTTCAG ...39 nt... GAAATTAACATAAATAG
GTTTGTTITG ..112 nt... TGAATTAATCAAATAG
GTTTGTTGTT ...37 nt... AAATTTAATATTATTGTAG
GTTTGTCTAA ..115 nt... ATGACTAACAACTAG
GTTTGTTTTT ...98 nt... TACATTTATCGTAAATAG
GTTTGTTAGT ...32 nt... TTTATTAATCTCTTAAG
GTTAGTTAAA ...42 nt... AATATTTATCATAATTAG
GTTTGTTAAT ...38 nt... AATATTTATTTTCTTTTAG
GITTGTTTGA ...41 nt... AGTAATTATTTTCTTTTAG
GITTGTTTITG ...42 nt... GATGTTTATCATGTATAG
GTTTGAATAA ...58 nt... GTAATTAATTTTTAG
GTTTGTTTAA ...45 nt... TGAATTAATTACTTAG
GTTTGTTCAT ...50 nt... ATACTTAATTTTTAG
GTITTGTTATA ...44 nt... CATATTTATAACGTTAG
GTTTGTTTITA ...42 nt... ATGTTTAATGATTAG
GTTTGCCTTT ...31 nt... TAAACTTATTTAATAG
GTTTGTTTITA ...33 nt... GGAGTTAATTCTTTAG
GTTTGTTTAG ...31 nt... AGAAATAATARATTAG
GTTTGTTITT ..111 nt... AAAATTAACTAATTAG
GTTTGGTTAT ...32 nt... AATATTTATATAATAG
GTTTGTTTAA ...50 nt... ATTATTTATTTTATAG
GTTTGTTATT ..108 nt... AATACTCATATTTATAG
GTTTGTTTITA ...42 nt... AAGACTTATTATTTAG
GTTTGTTTGA ...35 nt... AAGATTAATAAAAGTTTAG
GITTGTTAAA ...44 nt... TGAATTAATAAATGATAG
GTTTGTTAAT ...41 nt... GAGTTTAACTTAATTATAG
GTITTGTTTITT ...40 nt... ACCATTAACCAATAG
GTTTGTTATT ...39 nt... ACCTCTGATTATATAG
GTTTGTTTAT ...29 nt... GAGACTAACATAGTATAG
GTTTGTTAAT ...35 nt... GAAATTAAAAAGGTAG
GTITTGTTGTT ...42 nt... AATATTTATATTAAAAAG
GTITTGTTTAA ...37 nt... GGTATTTACTAAAATATAG
GTTTGTTGGT ...46 nt. TTTATTTATTATATAG

Konsensus

(231 b K2 Y e A9t WYTWAY~5ntTAG
Gi00T106T100T 0808 TosThs Wo, Yo, T\ oWos oo X g Ty 600G 00
Abb. 14: Vergleich verschiedener Introns aus E. histolytica.

Die Abbildung zeigt die konservierten Bereiche aus 46 Introns. Die Sequenzen wurden bei der Analyse eines
Teils des E. histolytica Genoms identifiziert (LOFTUS, personliche Mitteilung). Die konservierten Motive an den
5'- und 3'-SpleiBstellen (GTTTGTT bzw. TAG) sind blau, das putative Branch Point-Motiv WYTWAY (W= A oder
T; Y= C oder T) ist rot hervorgehoben. Davon abweichende Nukleotide sind unterstrichen. Die angegebenen
Zahlen reprasentieren die nicht dargestellten Nukleotide zwischen der 5'-SpleiBstelle und dem putativen
Branch Point-Motiv. Die Zahlenangaben in den Motiven beziehen sich auf die prozentuale Haufigkeit der

einzelnen Nukleotide an entsprechender Position.
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3.2.6 Untersuchungen zur Relevanz des invarianten Adenosin-
Nukleotids in der putativen Branch Point-Region
verschiedener E. histolytica-Introns

3.2.6.1 Einfluss von Punktmutationen auf das SpleiBBen in E. histolytica

Fir die Formation des SpleiBosoms sind die konservierten Sequenz-
Elemente an der 5- und 3’-Spleistelle sowie die Branch Point-Region eines
Introns notwendig (s. Abb. 1.2). Die Erkennung der Branch Point-Region ist
dabei ein initialer Schritt und ein invariantes Adenosin-Nukleotid innerhalb des
Branch Point-Motivs bewirkt die Ausbildung der charakteristischen Lassostruktur
(s. Abb. 1.1). Sollte das amoébenspezifische WYTWAY-Motiv (W=A oder T; Y= C
oder T) tatsachlich die Branch Point-Region in E. histolytica-Introns darstellen,
so ist zu erwarten, dass der invariante Adenosin-Baustein flir das SpleiBen
absolut notwendig ist. Daher wurde das invariante Adenosin-Nukleotid putativer
Branch Point-Regionen in 6 verschiedenen E. histolytica-Introns untersucht. In
Frage kommende Adenosin-Reste wurden dabei zu Guanosin-Rest mutiert. Die
intervenierenden Sequenzen wurden in An- oder Abwesenheit der
entsprechenden Mutation in Expressionsvektoren kloniert. Es wurden sowohl
Introns aus solchen Genen ausgewahlt, die in der putativen Branch Point-Region
nur ein Adenosin-Nukleotid enthalten (ehvsp in pST1.3, eh39 in pST1.4, und
ehstkl in pST1.5), als auch Introns, die in benachbarter Position einen weiteren
Adenosin-Rest aufweisen (ehrpl27a-1 in pST1, ehorf0.6 in pST1.1 und eherd?2 in
pST1.2). Die Plasmide wurden in E. histolytica-Trophozoiten transfiziert und die
Auswirkungen der Mutationen wurden Uber die ermittelte Luciferase-Aktivitat
verfolgt, die im Verhaltnis zum jeweiligen Basisvektor dargestellt wurde (s. Abb.
15). Die Mutation des einzigen Adenosin-Restes in der putativen Branch Point-
Region der Vektoren pST1.3a,,—G, pST1.4a,,—»G, und pST1.5a;,—G fluhrte zu
einer Luciferase-Aktivitat von < 2% im Vergleich zum jeweiligen Basisvektor. Die
Mutation invarianter Adenosin-Reste in den Introns der Vektoren pST1a:,—G,
pST1.124—G und pST1.225,—G resultierte in Luciferase-Aktivitaten von 10,3 %,
0,3 %, und 9,3 %. Hingegen flihrte die Mutation des jeweiligen benachbarten
Adenosin-Restes in den Vektoren pSTla,,—»G, pST1.1a,—>G pST1.225;—G zu
einem deutlich anderen Ergebnis. Es wurden Luciferase-Aktivitaten von 70 %,
92 % und 123% erreicht. Die Untersuchungen zeigten somit, dass lediglich die

Mutation des invarianten, nicht aber eines benachbarten Adenosin-Restes in der
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putativen Branch Point-Region verschiedener E. histolytica-Introns einen

signifikanten Abfall der Luciferase-Aktivitat bewirkt.

ATG TAA

b /W/W/W//#///V//»W/f’ MMMMMM%
7
pS Tl % rpl27a-1 %
e

rpl27a-1

e T

Relative Luciferase-Aktivitat
cl) 50% 100%

pST1.3 . Gang] - . . -ATTTAT. [ene]. T
PST1.3A,, GG’ LATTTGT. .. ... T
pST1.4 .ACTTAC. .[Gmg]. T
pST1.4A,,2GGI ACTTGC......T
L]
pST1.5 . TCTTAT. [Gnt].T
PST1.5A,,7GG TCTTGT. .....TAG
pST1 - .ACTTAA. .Gt |- TAG I
pPST1A G ACTTGA. ..... Il 103109
pST1A,,—G ACTTAG......TAC [N 695+ 10,9
pST1.1 . .ATTAAT. . -
PST1.1A,,—G! .ATTAGT......TAG | 0,302
pST1.1A,, G ATTGAT. ..... TAG I, 01,8 +3,4
pST1.2 . .AATAAC. [GF I
pST1.2A,,—G AATAGC Il o.3:06
PST1.2A;,GCTTTC AATGAC I 123 +3,6
WYTWAY
(W=A oder T; Y=C oder T)
Abb. 15: Einfluss des invarianten Adenosin-Nukleotids innerhalb des putativen Branch Point-

Motivs auf die Luciferase-Aktivitat.
Um die Bedeutung des invarianten Adenosin-Nukleotids fiir das SpleiBen in E. histolytica weitergehend zu
analysieren, wurden ausgehend von pST1 verschiedene chimare Basisexpressionsvektoren hergestellt. Diese
enthalten die Introns folgender Gene: ehorf0.6 (pST1.1), eherd2 (pST1.2), ehvsp (pST1.3), eh39 (pST1.4),
oder ehstkl (pST1.5). Die Konsensussequenzen an den Grenzen der Introns sind in hellgrau, das putative
Branch Point-Motiv. WYTWAY ist rot dargestellt. Abweichungen innerhalb der Branch Point-Konsensus
Sequenzen sind schwarz unterstrichen. Die angegebenen Zahlen reprasentieren die nicht dargestellten
Nukleotide zwischen der 5'- bzw. 3'-Splei3stelle und dem putativen Branch Point-Motiv. Dariberhinaus wurden
Mutationskonstrukte generiert, in denen der invariante Adenosin-Baustein oder benachbarte Adenosin-Reste
gegen einen Guanosin-Rest ausgetauscht wurden (durch einen schwarzen Punkt hervorgehoben). Die
Luciferase-Aktivitdt nach Transfektion der verschiedenen Expressionsplasmide ist in Prozent zum jeweiligen

Basisvektor angegeben.
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3.2.6.2 RT-PCR-Analysen zum Nachweis des SpleiBen in WYTWAY-
Mutanten

Unter 3.2.6.1 wurde gezeigt, dass A—G-Transitionen in der Branch
Point-Region verschiedener Introns zu einer Inhibition der Luciferase-Aktivitat
fuhrten. Mit Hilfe von RT-PCR-Analysen wurde ermittelt, ob dies auf eine
Inhibition des SpleiBens zurlckzuflihren war. Dabei wurde die Luciferase mRNA
spezifisch aus transfizierten Trophozoiten amplifiziert (das Prinzip ist unter
3.2.3.2 genauer beschrieben). Nach erfolgreicher Vervielfaltigung gespleiBter
Transkripte ergibt sich ein 117 Bp umfassendes Fragment. UngespleiBte
Produkte weisen, je nach Lange des jeweiligen Introns, ein groBeres Amplifikat
auf. Die Reaktionsprodukte wurden auf einem Agarosegel (2 %) aufgetrennt (s.
Abb. 16). Nach Amplifikation der Intron-enthaltenden Basisvektor-DNA pST1.3,
pST1.4 und pST1.5 entsprachen die Produkte der erwarteten Lange von 173 Bp,
175 Bp und 163 Bp. Die Mutation des jeweils einzigen invarianten Adenosin-
Nukleotids (pST1.32,,—G, pST1.42,,—>G und pST1.525,—G) resultierte nach
Transfektion und cDNA-Synthese in Banden derselben GréBe, bei pST1.52;,—G
findet sich zusatzlich ein Produkt von ca. 100 Bp. Nach Transfektion der
Basisvektoren hingegen erreichten die PCR-Produkte eine Lange von 117 Bp und
diese GroBendifferenz entsprach der Lange des jeweiligen Introns. In allen Fallen
fuhrte die Amplifikation gereinigter RNA (Kontrolle) zu keinem Produkt, wodurch
die Kontamination der Ansatze mit Plasmid-DNA ausgeschlossen wurde.

In dem Vektor pSTla,,—»G ist das invariante Adenosin-Nukleotid
mutiert und nach Transfektion dieses Mutationskonstrukts erreichte das PCR-
Amplifikat eine Lange von 187 Bp. Auch diese Bande gleicht in ihrer Lange jener,
die mit der Basisvektor-DNA (pST1) erzielt wurde. Nach Transfektion derselben
DNA und anschlieBender Reamplifikation aus RNA wurde hingegen ein um 70 Bp
kleineres Produkt erzielt. Dies entspricht der Lange des ehrpl27a-1-Introns, das
in diesem Vektor herausgeschnitten wurde. Nach Transfektion von pST1.1 sowie
der Mutante pST1.1a¢,—G entstanden zwei Banden verschiedener GroBe (ca.
117 bzw. 127 Bp). Eine Sequenzanalyse des gréBeren PCR-Produktes ergab,
dass das mutierte ehorf0.6-Intron an einer anderen Stelle gespleiBt wurde.
Durch den eingefigten Guanosin-Rest entsteht ein zusatzliches TAG. Ein
derartiges Tri-Nukleotid bildet das hochkonservierte 3’-Ende der Amobben-
Introns, und es zeigte sich, dass die intervenierende Sequenz an dieser neu
erzeugten 3’-SpleiBstelle herausgeschnitten wurde. Die Lange der gesplei3ten

MRNA war damit um 9 Nukleotide gréBer im Vergleich zur Wildtyp-RNA. Auch
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bei der Mutation des eherd2-Introns entsteht ein zusatzliches TAG-Motiv. Es
zeigte sich, dass ein Teil der pST1.225,—~G-mRNA nach Transfektion ungespleif3t
vorliegt, wobei der andere Teil direkt unterhalb der neu entstanden TAG-

Konsensussequenz gespleiBt wurde.

o o 55
Bp Bp Bp é Qé é Qé
_— 00 — 300 —
200 — 00— e
100 — o0 —
100 —
a b c d a b c d a b c d
b 2
Bp Bp
00 —
300 —
200 —
200 —
100 —
100 —
a b c d
Abb. 16: Bedeutung des invarianten Adenosin-Nukleotids innerhalb des putativen Branch Point-

Motivs fiir das SpleiBen in E. histolytica.
Um zu Uberprifen, ob die Abnahme der Luciferase-Aktivitat in den Mutationskonstrukten auf eine Inhibition
des SpleiBens zuriickzufiihren ist, wurden entsprechende RT-PCR Analysen durchgefiihrt (siehe Abb. 12).
Dargestellt sind Ethidiumbromid-geférbte Agarosegele (2%) mit den erzielten Amplifikationsprodukten.
Folgende Matrizen wurden fiur die PCR verwendet: a) Basisvektor, b und c) cDNA transfizierter Zellen, d) gerei-

nigte RNA transfizierter Zellen (Kontrolle).

Durch Punktmutationen in verschiedenen E. histolytica-Introns lieB sich
eine Veranderung der SpleiB-Produkte beobachten. Die intervenierenden
Sequenzen wurden entweder nur teilweise, an falscher Position, oder aber gar

nicht aus der pra-mRNA entfernt. Demnach ist die Prasenz des invarianten
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Adenosin-Nukleotids in der Branch Point-Region untersuchter Introns flr ein

korrektes SpleiBen notwendig.

3.2.7 Identifizierung des relevanten Branch Point-Adenosins im
ehorf0.6-Intron

Der Vergleich der verschiedenen E. histolytica-Introns hat gezeigt,
dass die Position des Branch Point-Motivs WYTWAY (W=A oder T; Y= C oder T)
stark konserviert ist und sich durchschnittlich 9 Bp oberhalb der jeweiligen
3’-SpleiBstelle befindet. Daher ist zu vermuten, dass die Distanz der Branch
Point-Region zur 3’-SpleiBstelle auf der pra-mRNA von groBer Bedeutung fiir den
SpleiBvorgang ist. Interessanterweise enthalt das Intron des ehorf0.6-Gens drei
Bereiche, die der Sequenz WYTWAY entsprechen. Diese sind an Position -5, -9
und -16 relativ zur 3’-Splei3stelle lokalisiert. Es sollte untersucht werden,
welches der 3 Motive von E. histolytica wahrend des SpleiBens genutzt wird.
Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass die Mutation des invarianten
Adenosin-Bausteins innerhalb des Branch Point-motivs von E. histolytica-Introns
zu einem fehlerhaften SpleiBen fuhrt (s. 3.2.6). Dieses Phanomen wurde zur
Identifizierung des genutzten Branch Point-Motivs ausgenutzt. Ausgehend vom
Expressionsvektor pST1.1, der das 71 Bp umfasssende ehorf0.6-Intron enthalt,
wurden 3 weitere Vektoren generiert. In diesen wurde das invariante Adenosin-
Nukleotid an Position -5, -9 bzw. -16 des jeweiligen Branch Point-Motivs zu
Guanosin  mutiert (pST1.126 G, pSTl.1Aas5G sowie pST1.124G). Nach
Transfektion der Vektoren in E. histolytica-Trophozoiten zeigte sich, dass
ausschlieBlich pST1.126, G zu einer Inhibition der Luciferase-Aktivitat flhrte,
wahrend Mutationen an Position 54 oder 65 des ehorf0.6-Introns (pST1.12s5G
sowie pST1.12a¢ G) keine Veranderung der Luciferase-Aktivitaten bewirkten (s.
Abb. 17).

Das Ergebnis verdeutlicht, dass lediglich das Branch Point-Motiv an
Position -9, nicht aber an Position -5 oder —-16 oberhalb der Intron-Grenze TAG

flr den SpleiBvorgang relevant ist.
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3.2.8 Das Vorhandensein amobenspezifischer Konsensusmotive
in einem artifiziellen Intron ermdoglicht das SpleiBBen in
E. histolytica

Die bisher erzielten Resultate haben gezeigt, dass E. histolytica-Introns
drei konservierte Sequenzmotive enthalten, die flir das Entfernen von Introns
erforderlich sind (s. 3.2.3). Um zu ermitteln, ob das Vorhandensein allein dieser
Motive nicht nur notwendig, sondern auch ausreichend flr das SpleiBen ist,
wurde ein ,artifizielles" Intron synthetisiert. Dieses Intron besteht aus 46 Bp und
entspricht damit der Lange des kirzesten Introns, das bislang in
E. histolytica gefunden wurde. Es wurde eine Nukleotidsequenz gewahlt, die am
5’-Ende die Konsensus-Sequenz GTTTGTT und am 3’-Ende die Konsensus-
Sequenz TAG bildet und das amébenspezifische Branch Point-Motiv (ATTTAT)
wurde 9 Bp oberhalb der 3’-SpleiBstelle platziert (s. Abb. 18 A). Mit Ausnahme
der konservierten Bereiche im hinteren Teil des Introns ist das synthetische
Intron durch ein Fehlen von Adenosinen gekennzeichnet. Stattdessen wurden
Guanosine, Cytosine und Thymidine in zufalliger Abfolge eingefligt. Dieses Intron
weist einen A/T-Gehalt von nur 63 % auf und unterschreitet damit deutlich den
zuvor flr die E. histolytica-Introns beobachteten A/T-Gehalt von 82 % (s. 3.2.5).
Dieses artifizielle Intron wurde in den Expressionsvektor pST1.6 kloniert und in
E. histolytica-Trophozoiten transfiziert. Interessanterweise lag die Starke der
Luciferase-Aktivitat (nicht dargestellt) im Rahmen jener Aktivitat, wie sie mit
den zuvor beschriebenen Vektoren erzielt wurde (s. Basisvektoren pST1.1-
pST1.5 unter 3.2.6.1).

Um sowohl die Relevanz des Adenosin-Bausteins beim SpleiBen als
auch die Funktionalitdt des gesamten Branch Point-Motivs in Abhangigkeit zu
seiner Position zu untersuchen, wurde das Branch Point-Motiv des artifiziellen
Introns im Vektor pST1.6 auf folgende Weise verandert. Einerseits wurde der
invariante Adenosin-Rest des Branch Point-Motivs zu Guanosin mutiert
(pST1.6b), andererseits wurde das gesamte Motiv von Position -9 auf Position -
32 oberhalb der 3’-SpleiBstelle verschoben (pST1.6a). Nach Transfektion beider
Vektoren ergab sich eine im Vergleich zu pST1.6 verminderte Luciferase-
Aktivitat von ca. 0,2 %.
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A)
o W////M///M/////d&%
pST1 -y
Relative
Luciferase-Aktivitat
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| |
pST1.6 GTTTGTTCTGTTCTCTTGCTTCCTTCTGGTCTATTTATGCTTTTAG HIIIENEGEEEEE 100
pST1l.6a GTTTGTTCTATTTATTTGCTTCCTTCTGGTCTGTTTGTGCTTTTAG | 0,18£0,08 %
pST1.6b GTTTGTTCTGTTCTCTTGCTTCCTTCTGEGTCTATTTGTGCTTTTAG | 021002 %
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Abb. 18: Analyse des SpleiBens nach Transfektion artifizieller Introns.

A) Die 46 Bp umfassende Sequenz eines artifiziellen Introns wurde in den Expressionsvektor pST1 kloniert
(pST1.6) Die 5'- und 3'-Konsensussequenzen sind blau, das Branch Point-Motiv WYTWAY (W= A oder T; Y= C
oder T) ist rot hervorgehoben. Die weitere Sequenz dagegen ist nicht amdbenspezifisch und besteht aus einer
zufallig gewahlten Abfolge von Cytosinen, Guanosinen und Thymidinen. Mit Hilfe des Expressionsplasmids
pST1.6 sollte untersucht werden, ob die Konsensussequenzen ausreichend fiir das Spleien sind. Um auBerdem
zu Uberprifen, ob die Position des Branch Point-Motivs das SpleiBen beeinflusst, wurde es von Position -9 nach
-32 relativ zur 3'-SpleiBstelle transloziert (pST1.6a). Die Relevanz des invarianten Adenosin-Nukleotids wurde
mit Hilfe von pST1.6b Uberpruft. Dieser Vektor enthalt eine Adenosin—Guanosin-Transition in dem Branch
Point-Motiv (durch einen schwarzen Punkt hervorgehoben). Dargestellt ist die Luciferase-Aktivitdt nach
Transfektion der Plasmide in Prozent zu pST1.6. B) Um zu uberprifen, ob die Abnahme der Luciferase-Aktivitat
in den Konstrukten pST1.6a und pST1.6b auf eine Inhibition des SpleiBens zurickzufihren ist, wurden
entsprechende RT-PCR Analysen durchgefiihrt (siehe Abb. 12 A). Bei erfolgtem SpleiBen des Introns ergibt sich
ein Amplifikat von 117 Bp. Bei ungespleiBten Produkten erreicht das Amplifikat eine Ldnge von 163 Bp.
Dargestellt sind Ethidiumbromid-gefarbte Agarosegele mit den erzielten Amplifikationsprodukten. Folgende
Matrizen wurden fir die PCR verwendet: a) Basisvektor, b und c) cDNA transfizierter Zellen, d) gereinigte RNA

transfizierter Zellen (Kontrolle).
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Zur genaueren Analyse wurde erneut eine RT-PCR durchgefiuhrt und
die Produkte wurden auf einem Agarosegel (2 %) aufgetrennt (s. Abb. 18 B).
Sofern das artifizielle Intron korrekt entfernt wurde, ergibt sich ein Amplifikat
von 117 Bp und ungespleiBte Produkte weisen eine Lange von 163 Bp auf. In
den Spuren b wurden zwei Banden mit einer GréBe von ca. 117 Bp bzw. 163 Bp
amplifiziert. Dies deutet darauf hin, dass das artifizielle Intron des
Expressionsvektors pST1.6 partiell gespleiBt wurde. Eine Sequenzanalyse der
PCR-Produkte bestdtigte, dass das artifizielle Intron direkt oberhalb des
GTTTGTT- und unterhalb des TAG-Motivs entfernt wurde. Hingegen ergab sich
nach der Transfektion und RT-PCR von pST1.6a und pST1.6b in den Spuren c je
eine ca. 163 Bp umfassende Bande was zeigt, dass diese Introns nicht
herausgeschnitten wurden.

Durch die Untersuchungen an artifiziellen Introns konnte gezeigt
werden, dass die in Amdben-Introns gefundenen Konsensus-Sequenzen an der
5'-SpleiBstelle (GTTTGTT), der 3’-SpleiBstelle (TAG) und der Branch Point-Region
(WYTWAY, wobei W=A oder T; Y= C oder T) hinreichend fir ein korrektes
SpleiBen sind. Darlber hinaus wurde die Positionsabhangigkeit des Branch Point-

Motivs flir das SpleiBen der E. histolytica-Gene bestatigt.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung des ehrpl27a-Promotors

4.1.1 Die ehrpl27a-Gene sind stark konserviert

Das ribosomale Protein L27A wird in E. histolytica von vier Intron-
enthaltenden Genen kodiert. Im Gegensatz zu den flankierenden und
intervenierenden Sequenzen sind die Protein-kodierenden Bereiche zu 96 %
identisch (s. Abb. 3). Mdglicherweise sind die Gene ehrpl27a-1 bis -3 zu einem
sehr frihen evolutiondaren Zeitpunkt durch Rekombinationsereignisse entstanden,
die zu diesen Genduplikationen flUhrten. Das rp/l27a-4-Gen hingegen ist
vermutlich aus einer erst spater erfolgten Verdopplung des rpl27a-2-Gens
hervorgegangen, da nicht nur der kodierende Bereich beider Gene, sondern auch
die Region stromaufwarts der Start-Codons identisch ist. Wahrend die
Mammalia-Gene flr ribosomale Proteine generell in Multigen-Familien
vorkommen, und auch in T. brucei mehrere rpl27a-Gene vorhanden sind
(SOEHNGE et al., 1997; BROWN und WILLIAMS, 1999), liegt das rp/l27a-Gen in
Drosophila sowie in dem Microsporidium Encephalitozoon cuniculi als Einzelkopie
vor (SOEHNGE et al., 1997; BIDERRE et al., 1998). In E. histolytica liegt eine
Vielzahl weiterer Gene in mehr als einer Kopie im Genom vor, wie z. B. die rp/21-
(PETTER et al., 1994), lektin- (RAMAKRISHNAN et al., 1996), aktin- (EDMANN et al.,
1987) und ariel-Gene (MAI und SAMUELSON, 1998) sowie die Gene flr Cystein-
Proteinasen (BRUCHHAUS et al., 1996; 2003).

Die ehrpl27a-Introns grenzen direkt an das jeweilige Translations-
initiations-ATG (s. Abb. 2 und 3). Eine Separation des ATG vom Haupt-Exon
wurde auch flr die rpl27a-Gene anderer Organismen (coLomBO et al., 1991;
COLOMBO und FRIED, 1992; MAEDA et al., 1993) sowie fur das humane rp26-Gen
(FILIPENKO et al., 1998) nachgewiesen. Die Position der rp/27a-Introns ist in den
meisten der im Tierreich beschriebenen rpl27a-Gene konserviert und wurde auch
fir entfernt verwandte Organismen wie Microsporidien und Menschen
beschrieben (BIDERRE et al., 1998; KUSUDA et al., 1999). Dies deutet darauf hin,
dass diese Introns bestimmte Funktionen ausliben, z. B. bei der Genexpression.

Der in dieser Arbeit erbrachte Befund, dass die Entfernung der Introns in den
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verschiedenen ehrpl27a-Genen zu einer signifikanten Abnahme der Expression

fuhrt, unterstitzt diese Annahme.

4.1.2 Die Expression der rp/l27a-Gene wird durch die nicht-
kodierenden 5’-Regionen reguliert

Mit Hilfe von Expressionsvektoren, welche die ehrpl27a-flankierenden
Regionen enthalten, wurde ermittelt, dass diese Gene mit unterschiedlicher
Starke in E. histolytica-Trophozoiten exprimiert werden (s. Abb. 4). Ein Einfluss
flankierender Regionen von verschiedenen Mitgliedern einer Genfamilie auf die
Genexpression wurde bislang noch nicht beschrieben, da die Expression von
Fremdgenen in E. histolytica meist unter der Kontrolle einzelner aktin-, lektin-
ferredoxin- oder rpl21-flankierender Regionen erfolgte (NICKEL und TANNICH,
1994; PURDY et al., 1994; HAMANN et al., 1995; GILCHRIST et al., 1995; MOSHITCH-
MOSHKOVITCH et al., 1998).

Trotz der starken Konservierung innerhalb der verschiedenen rpl27a-
kodierenden Regionen ist nicht auszuschlieBen, dass jede Kopie die Information
fir ein Protein mit leicht veranderter Funktion tragt und die unterschiedlich
starke Expression der Gene die zelluldren Anforderungen reflektiert. Die
Tatsache, dass die Gene rpl27a-2 und rpl27a-4 identische 5’-Bereiche aufweisen,
und ein ahnliches Expressionsmuster vermittelten, impliziert, dass diese 5’-
Region flr die Regulation der Genexpression verantwortlich ist. Um dies zu
verifizieren, wurde das jeweilige endogene rp/27a-3'-Ende durch eine aktin-3'-
flankierende Region ausgetauscht. Daraus resultierte flir jedes Konstrukt eine
ahnlich starke Luciferase-Aktivitat, und das unterschiedliche Expressionsmuster
blieb erhalten (s. Abb. 5). Demnach reguliert das 3’-Ende weder die absolute
Starke der Expression, noch ist es fur die relativen Expressionsunterschiede
zwischen den Genen verantwortlich. NICKEL und TANNICH (1994) zeigten, dass der
3’-nicht-kodierenden Region generell eine entscheidende Rolle bei der Gen-
expression in E. histolytica zugeschrieben werden kann. Bei der Prozessierung
primarer Transkriptionsprodukte kommt es bereits wahrend der Transkription
zum Anheften der 7-Methylguanosin-Kappe am 5’-Ende, SpleiBen der Exons und
zur Polyadenylierung des 3’-Endes (PROUDFOOT, 2000). Den 3’-untranslatierten
Regionen (UTR) der Gene héherer Eukaryoten kommen bedeutende funktionelle
Aufgaben zu. Sie spielen eine Rolle bei der Termination der Transkription,

beeinflussen die Stabilitat der mRNA-Molektle und sind in der Lage, die Effizienz
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der Translation zu variieren (JACKSON und STANDART, 1990; KRUYS et al., 1987).
Der poly(A)-Schwanz wird von einem poly(A)-bindenden Protein erkannt, das die
MRNA vor Degradation schitzt (BERNSTEIN und ROSS, 1989), wobei die Lange des
poly(A)-Schwanzes eine entscheidende Rolle spielen kann (NUDEL et al., 1976).
Da sich nach dem Austausch der rp/27a-flankierenden Regionen gegen die aktin-
3’-Region nahezu gleich starke Luciferase-Aktivitaten ergaben, ist zu vermuten,
dass diese der mRNA &dhnliche Eigenschaften zuweisen. Vermutlich wird die
Starke der Transkription durch die verschiedenen 5’-Regionen reguliert.

In der Hefe erfolgt die Regulation der Expression von rp-Genen in
Anpassung an variierende Umweltbedingungen hauptsachlich auf trans-
kriptioneller Ebene (MAGER und PLANTA, 1991). Hohere Eukaryoten hingegen
regulieren die Expression der rp-Gene post-transkriptionell durch mRNA-
Prozessierung und post-translationelle Modifikationen (AMALDI et al., 1989). Ein
Beispiel flr eine post-transkriptionelle Regulation in E. histolytica lieferten
MOSHITCH-MOSHKOVITCH und Mitarbeiter (1998) anhand der beiden rp/21-Gene.
Beide Kopien werden gleich stark transkribiert, jedoch weist die mRNA ein
unterschiedliches Bindungsmuster an die Ribosomen auf (PETTER et al., 1994). In
Kinetoplastiden wurde bislang noch kein Nachweis far eine
Transkriptionskontrolle erbracht. In diesen Organismen wird die Expression
zahlreicher Gene ausschlieBlich post-transkriptionell bzw. post-translationell

reguliert (STILES et al., 1999).

4.1.3 Der Promotor des ehrpl27a-1-Gens besitzt typische Merkmale
eukaryotischer Promotoren

Zur Lokalisierung von Sequenzabschnitten, welche die Genexpression
regulieren, wurden 9 unterschiedlich groBe Deletionsfragmente der rp/27a-1-5'-
flankierenden Region stromaufwarts eines Luciferase-Gens platziert. Die
graduierte Abnahme der Luciferase-Aktivitat nach Deletion verschiedener
Bereiche (s. Abb 6) lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass diese Region in
ihrem grundsatzlichen Aufbau den Promotoren hdéherer Eukaryoten d@hnelt.

Ein typischer eukaryotischer Promotor flur die RNA-Polymerase II,
welche die Transkription Protein-kodierender Gene hdherer Eukaryoten
katalysiert, wird in zwei Bereiche unterteilt. Die proximale Region ist flr die
Erkennung der Transkriptionsstartstelle verantwortlich, die von cis-aktiven

Promotor-Grundelementen vermittelt wird. Weiter entfernt liegende Bereiche
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hingegen modulieren die Transkriptionsrate. Zu den proximalen Promotor-
Grundelementen zahlen das TATA-Element (25-30 Bp oberhalb des Trans-
kriptionsstarts lokalisiert), das Initiator-Element (umgibt den Transkriptionsstart)
sowie die 40-100 Bp oberhalb des Transkriptionsstarts lokalisierte CCAAT-Box
(MCKNIGHT und KINGSBURY, 1982; STRUHL, 1987; SMALE et al., 1989). Zu den
distalen Promotorelementen gehéren sog. GC-Boxen, die bis zu einigen
hundert Bp oberhalb des Transkriptionsstarts lokalisiert sowie Enhancer-
Elemente, die mehrere tausend Bp von der Transkriptionsstartstelle entfernt sind
(MCKNIGHT und KINGSBURY, 1982; LODISH et al., 1996). Die proximale Promotor-
region bildet eine Zielscheibe flir regulative Proteine, welche die RNA-Polymerase
IT an den Transkriptionsstartpunkt dirigieren. Bei der Ausbildung dieses Pra-
Initiationskomplexes hat der Transkriptionsfaktor IID die gréBte Bedeutung
(ROEDER, 1991; NIKOLOV und BURLEY, 1997).

Zum grundsatzlichen Verstandnis des Promotoraufbaus in E. histolytica
trugen im Wesentlichen nur zwei ausgedehnte Studien bei. die an der 5'-
flankierenden Region der 170-kD-Lektin-Gene hg/2 und hgl/5 durchgefihrt
wurden. Daraus ging hervor, dass sich die amdébenspezifischen, cis-aktiven
Promotor-Grundelemente wie die CCAAT-, TATA-, und GAAC-Motive stark von
denen anderer Eukaryoten unterscheiden (Buss et al., 1995; PURDY et al., 1996).
Zusatzlich vollzieht sich die monocistronisch verlaufende Transkription in vielen
Genen an einem ungewdhnlichen ATTCA-Motiv (BRUCHHAUS et al., 1993), das von
PURDY und Mitarbeitern (1996) als Initiator-Element betrachtet wird. Daruber
hinaus wurde gezeigt, dass die Amdben-Promotoren in Saugersystemen nicht
aktiv sind und dieses umgekehrt auch fir die SV40- und CMV-Promotoren in
E. histolytica gilt (PURDY et al., 1994).

Die Abnahme der Luciferase-Aktivitat nach Deletion der ehrpl27a-1-
5’-Regionen von -497 Bp bis -380 Bp, -143 Bp bis -105 Bp bzw. -105 Bp bis -
55 Bp resultierte in Werten um 50 %, 25 % bzw. 5 % (s. Abb. 6). Dies ist
vermutlich auf cis-aktive Elemente zurlckzuflihren, die in den deletierten
Regionen enthalten sind. Die proximale Promotorregion ist auf die =33 Bp-Region
eingrenzbar, die eine Basisaktivitat von ca. 5 % lieferte. Nahezu identische Werte
ergaben sich nach sukzessiver Deletion der intergenischen Region von hg/2, die
das nachgeschaltete Gen einer bakteriellen Chloramphenicol-Acetyl-Transferase
kontrollierte. Innerhalb der deletierten Abschnitte wurden amoébenspezifische

Sequenzelemente identifiziert (BUss et al., 1995).
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Die Deletion von 5’-nicht-kodierenden Bereichen ist eine oft
verwendete Methode zur Eingrenzung von Promotorregionen und Identifizierung
von Sequenzmotiven, die an einer Transkriptionsregulation beteiligt sind. Sie
wurde z.B. auch bei Dictyostelium und Acanthamoeba catellanii eingesetzt (EARLY
und WILLIAMS, 1989; WONG et al., 1992). Der Promotoraufbau ist auch bei
anderen Protozoen bislang weniger gut charakterisiert als in héheren Eukaryoten,
dennoch lassen sich einige Ubereinstimmende Motive erkennen. So wurden in der
Promotorregion von Dictyostelium GC-reiche und TATA-Motive identifiziert (EARLY
und WILLIAMS, 1989; sucic et al., 1993), und in Tetrahymena-Promotoren wurde
eine CCAAT-Box beschrieben (BRUNK und SADLER, 1990). Es konnte gezeigt
werden, dass in Trichomonas vaginalis die Transkription von einem Initiator-
Element vermittelt wird (QUON et al., 1994) und in Acanthamé&ba catellanii (WONG
et al., 1992) sowie in Plasmodium wurden eukaryotische TATA- bzw. CCAAT-
Boxen und Motive, die Homologien zur SV40-Enhancer-Sequenz aufweisen,

identifiziert (RUIZ I ALTABA et al., 1987).

In der hier durchgefiihrten Studie bestand das langste ehrpl27a-1-5'-
Fragment aus den 497 Bp oberhalb des Transkriptionsstarts und die
resultierende Luciferase-Aktivitat wurde gleich 100 % gesetzt (s. Abb. 6). Es ist
jedoch nicht auszuschlieBen, dass sich stromaufwarts weitere, die Transkription
regulierende Enhancer-Elemente befinden. Der ehrpl27a-1-Transkriptionsstart ist
lediglich 155 Bp vom 3’-Ende des nachstgelegenen offenen Leserahmens entfernt
(s. Abb. 2). Die distale Promotorregion des rp/l27a-1-Gens befindet sich demnach
in der Protein-kodierenden Region eines anderen Gens. Die intergenischen
Regionen von E. histolytica sind mit einer Lange zwischen 66 und 2000 Bp
(PETTER et al., 1992; BRUCHHAUS et al., 1993; WILLHOEFT et al. 1999 a; 2001) im
Vergleich zu hoéheren Eukaryoten relativ kurz. Wie den Sequenzen der E.
histolytica-Datenbank (http://www.tigr.org/tdb/e2k1l/ehal/) zu entnehmen ist,
betrégt die Lange einer durchschnittlichen intergenischen Region ca. 500 Bp. Es
ist demnach nicht verwunderlich, dass die Promotoren in Teile der kodierenden
Region stromaufwarts gelegener Gene hineinreichen. GANGOPADHYAY und
Mitarbeiter (1997) zeigten sogar, dass Stop- und Startcodon der E. histolytica-
Gene ehmcm3 und ehpak lediglich durch 37 Bp intergenische Region getrennt
sind, wobei die mRNA-Transkripte Uberlappen und somit der gesamte Bereich

transkriptionell aktiv ist. Obwohl alle bisher untersuchten Gene in E. histolytica
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monocistronisch transkribiert werden, bleibt abzuwarten, ob nicht wenigstens
eine kleine Zahl von eng gekoppelt angeordneten Genen polycistronisch
transkribiert wird. Auch in Leishmanien (LANDFEAR et al., 1983), Plasmodien
(LANZER et al., 1992 a) und Trypanosomen (WONG et al., 1993) wurde eine enge

Nachbarschaft kodierender Sequenzen beobachtet.

4.1.4 Das AGGGTT-Motiv ist ein Promotor-Element ribosomaler
E. histolytica-Gene

In den nicht-kodierenden 5’-Regionen zahlreicher ribosomaler
E. histolytica-Gene wurde ein neues AGGGTT-Promotorelement identifiziert. Das
Element liegt auch in invertierter Orientierung vor (ACCCTT) und ist zwischen
9 und 60 Bp oberhalb des Startcodons ATG lokalisiert (s. Abb. 7). Es zeigte sich,
dass dieses poly-Purin-Motiv nicht in der 5’-Region anderer Haushalts-Gene
(z. B. fir metabolische Enzyme, Aktin oder Lektin) von E. histolytica enthalten
ist. Die bislang identifizierten amdbenspezifischen Promotorelemente (s. 4.1.3)
finden sich in vielen, jedoch langst nicht in allen untersuchten Genen. Darlber
hinaus sind diese Motive keinem speziellen Gentyp zuzuordnen, sondern kommen
in den unterschiedlichsten Genen vor. Es wurde somit in der vorliegenden Arbeit
erstmalig ein Promotorelement identifiziert, das offenbar ausschlieBlich in rp-
Genen gefunden wird und flr die Regulation von wesentlicher Bedeutung ist. Mit
einer Abnahme der Expression von 77 % nach Mutagenese dieser Sequenz (s.
Abb. 8) weist das AGGGTT-Element eine ahnlich starke Wirkung auf wie die
TATA- oder GAACT-Elemente des lektin-Promotors, die fiir 80 % bzw. 75 % der
Promotoraktivitat verantwortlich sind (Buss et al., 1995; PURDY et al., 1996). Ein
gegensatzlich orientiertes Promotorelement wurde auch im rp/1- und rp/l21-Gen
der Pflanze Spinacia oleracea beobachtet (LAGRANGE et al., 1993), wobei es im
rpl/l1-Promotor an einer negativen Transkriptionsregulation beteiligt ist (zHOU et
al., 1992).

Unter Berucksichtigung des AGGGTT-Motivs sind alle bislang identi-
fizierten Amoben-Promotorelemente in der folgenden Abbildung zusammenge-

fasst.
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MOTIV | TRANSKRIPTIONSSTART PUTATIVE FUNKTION
(BP)
CCAAT-Box
TCCAAAA 100 (BUSS et al., 1995)

Positiv-regulierendes Element,

AGGGTT 9 bis 60 nur in rp-Genen vorhanden
(diese Arbeit)
TATA-Box
TATTTAAA 30 (BRUCHHAUS et al., 1993)

Positiv-regulierendes Element
GAACT 30 bis 14 (PURDY et al., 1996;
SINGH et al., 2002)

Initiator-Element
ATTCA 0 (BRUCHHAUS et al., 1993;
PURDY et al., 1996)

Abb. 19: Darstellung cis-aktiver Promotorelemente in E. histolytica-Genen.

Die Abbildung fasst alle bislang beschriebenen Sequenzmotive aus den Promotorregionen unterschiedlicher
E. histolytica-Gene zusammen. Zahlen unterhalb der Motive markieren die Position relativ zur
Transkriptionsstartstelle. Die von den Autoren postulierten Funktionen dieser Motive sind in der Tabelle

erwahnt.

Interessanterweise findet die Initiation der Transkription des
ehrpl21-1-Gens an dem AGGGTT-Motiv statt (PETTER et al., 1994), das an
Position -14 lokalisiert ist (s. Abb. 7). Die Transkription der ehrpl27a-Gene
hingegen beginnt nicht an diesem Element, sondern weiter stromabwarts, an
Position -11 (das Ergebnis ist nicht dargestellt). Mdéglicherweise dirigiert dieses
Element in einigen ribosomalen Genen die RNA-Polymease II an die Region der
Transkriptionsstartstelle und ist in weiteren Genen auf andere Art am

Transkriptionsvorgang beteiligt. Eine derartige Rollenverteilung desselben
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Promotorgrundelements wurde auch flr das E. histolytica-GAACT-Element
beschrieben (SINGH et al., 2002). Wahrend es im hg/5-Gen die Transkription
kontrolliert, nimmt das GAACT-Element im Ferredoxin-Gen eine sekundare Rolle
ein, denn die Transkription wird hier hauptsachlich von einem ATTCA-Element
kontrolliert. Derart unterschiedliche Funktionen eines Promotorelements weisen

auf einen bereits relativ komplexen Transkriptions-Kontrollmechanismus hin.

Die Synthese von Proteinen an den Ribosomen stellt fir alle Zellen
eine fundamentale Aufgabe dar. Die Biosynthese eukaryotischer Ribosomen
erfordert die Akkumulation von vier rRNAs und Uber 80 verschiedenen
ribosomalen Proteinen. Angesichts ihrer Bedeutung muss die Rate der
Ribosomen-Formation im Verlauf verschiedener Entwicklungsstadien und
wahrend variierender auBerer Einflisse standig angepasst werden (MAGER, 1988).
Es ist demnach nicht verwunderlich, dass die rp-Gene Uber komplexe
Kontrollmechanismen reguliert werden. So wurden spezielle, die Transkription
regulierende Promotorelemente in rp-Genen von S. cerevisiae beschrieben
(SCHWINDINGER et al., 1987). Maoglicherweise gewahrleistet auch das
ungewdhnliche AGGGTT-Promotorelement ribosomaler E. histolytica-Gene die
Bereitstellung der Ribosomen-Komponenten. Darlber hinaus wurde in
S. cerevisiae und Xenopus laevis eine andere Art der Regulation von rp-Genen
beschrieben. Hier hemmt ein ribosomales Protein die Menge seines eigenen
Intron-haltigen primaren Transkriptes, indem es an dieses Intron bindet und
dadurch das SpleiBen verhindert (BOzzONI et al., 1984; DABEVA et al., 1986). In
Anbetracht der im Tierreich konservierten Position der ehrpl27a-Introns ware ein
solcher Rlckkopplungsmechanismus bei der Regulation dieser Gene durchaus
denkbar.

Da die Funktion von Promotorelementen durch die Bindung von
Transkriptionsfaktoren vermittelt wird, liegt die Vermutung nahe, dass
E. histolytica Proteine besitzt, welche spezifisch an das AGGGTT-Element binden
kdnnen. Weiterflihrende Studien mit Hilfe von Electrophoretic Mobility Shift
Assays koénnten zur Identifizierung derartiger Proteine beitragen. Im Einklang mit
der Aussage, dass die Bindung des TFIID essentiell fiir die Transkription der
meisten TATA-losen eukaryotischen Gene ist (PUGH und TJIAN, 1991), wurde in
E. histolytica ein TATA-bindendes Protein (TBP) identifiziert, dessen funktionelle
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Domane 55 % Identitat zur Homo sapiens-, 54 % zur A. castellani- und 37 % zur
P. falciparum-Sequenz aufweist (LUNA-ARIAS et al., 1999). Eine DNA-bindende
Eigenschaft wurde allerdings fur dieses Protein bislang nicht nachgewiesen.
Daneben wurden in E. histolytica 3 weitere Proteine identifiziert, die mit einer
Transkriptionskontrolle in Verbindung gebracht werden (GILCHRIST et al., 2001;
SCHAENMAN et al., 2001).

Es bleibt festzuhalten, dass Gen-Promotoren von E. histolytica
spezifische Sequenz-Motive enthalten, die bisher nicht in anderen eukaryotischen
Organismen gefunden wurden. Dennoch scheinen die Prinzipien der

Genregulation mit denen anderer Eukaryoten vergleichbar zu sein.

4.2 Charakterisierung der E. histolytica-Introns

4.2.1 Das SpleiBen verstarkt die Expression der ehrpl27a-Gene

Um den Effekt von Introns auf die Genexpression zu untersuchen,
wurden neben Intron-haltigen Expressionsvektoren Intron-lose Derivate
generiert, deren Luciferase-Aktivitaten nach Transfektion miteinander verglichen
wurden. Nach Deletion der Introns war die Expression signifikant herabgesetzt
(s. Abb.9).

Es ist schon seit langerem bekannt, dass eine fehlende Genexpression
Intron-loser Vektoren durch das Hinzufligen intervenierender Sequenzen
aufgehoben werden kann (GRuss et al., 1979; HAMER und LEDER, 1979). Weitere
Untersuchungen an Mammalia-Zellen (BUCHMAN und BERG 1988), transgenen
Mausen (BRINSTER et al., 1988), Pflanzen (CALLIS et al., 1987) und Drosophila
(DUNKER et al., 1997) bestatigten eine Intron-abhangige erhéhte Genexpression.
Derartige stimulierende Effekte von Introns werden als das Ergebnis einer
verbesserten pra-mRNA-Stabilisierung und eines effizienteren Exports derselben
aus dem Nukleus ins Cytoplasma angesehen (RYU und MERTz, 1989; LEGRAIN und
ROSBASH, 1989). Darliber hinaus sind Introns auch auf andere Weise an der
Genregulation beteiligt. So enthalten einige Introns stimulierende Bereiche flr
die Transkription (BANERJI et al., 1983; CHUNG und PERRY, 1989), oder aber
Elemente, die an der Stilllegung (Silencing) von Genen beteiligt sind (sSiu et al.,
1994, RIPPE et al., 1989). Das Vorkommen cis-aktiver Sequenzen in den

ehrpl27a-Introns ist zwar nicht auszuschlieBen, allerdings hatten diese in der
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durchgefiihrten Linker-Scanning-Mutagenese des ehrpl27a-1-Introns (s. 3.2.3.1)
durch eine Inhibition der Luciferase-Aktivitat identifiziert werden missen. An
einer jeweiligen Inhibition waren jedoch nur Sequenzmotive beteiligt, die direkt
den SpleiB-Prozess kontrollieren. Demnach ist es eher unwahrscheinlich, dass
derartige, die Transkription verstarkende Elemente in dem Intron enthalten sind.
Dies ist jedoch nicht grundsatzlich auszuschlieBen, da nur 55 des 70 Bp
umfassenden rp/27a-1-Introns mutiert wurden und die Introns 2 und 3 eine
andere Nukleotidsequenz enthalten, die keiner Mutationsanalyse unterzogen

wurden.

Mit Hilfe von Northern Blot- oder quantitativen RNA-Analysen ist es
madglich, die Einflisse von Introns genauer zu untersuchen. Ware die Menge
reifer Luciferase-mRNA nach Transfektion der Intron-Deletionskonstrukte
tatsachlich geringer, wirden die ehrp/l27a-Introns auf ungeklarte Weise zu einer
vermehrten Bildung der Transkripte beitragen. Sofern allerdings kein
quantitativer Unterschied zwischen Intron-haltigen gegenliber Intron-losen
MRNA-Spezies vorhanden ware, kdénnte die erhdhte Proteinmenge auf eine
posttranskriptionelle Regulation zuriickzuflihren sein. Es ware denkbar, dass der
pra-mRNA-SpleiBosom-Komplex das Transkript vor endogenen Nukleasen
schitzt. Auch BOURDON und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass eine erhdhte
Luciferase-Aktivitat Intron-haltiger Konstrukte nicht mit einer verstarkten
Produktion von Luciferase-mRNA-korrelierte. Ein ahnliches Ergebnis wurde auch
von anderen Arbeitsgruppen erzielt (EVANS und SCARPULLA, 1989; MATSUMOTO et
al., 1998). Es wird vermutet, dass durch die Bindung von RNP an die Exon-
Intron-Grenzen des primaren Transkriptes die Translationsmaschinerie in der

Lage ist, die mRNA effizienter zu rekrutieren (BOURDON et al., 2001).

Der stimulierende Effekt Intron-haltiger Expressionsvektoren hangt in
einigen Fallen von der Starke des verwendeten Promotors ab (NEUBERGER und
WILLIAMS, 1988). So kann und dasselbe Intron in Anwesenheit verschiedener
Promotoren eine 3- bis 36-fache Stimulation induzieren (zIELER und HUYNH,
2002). Da der ehrpl27a-1-Promotor die starkste Aktivitat aufwies (s. 3.1.3.1),
misste er demnach den groBten, die ehrpl27a-2- und ehrpl27a-4-Introns den
schwachsten stimulierenden Effekt ausliben. Es zeigte sich jedoch, dass das

Intron des rpl27a-3-Gens einen signifikant starkeren Einfluss hat als das
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rpl27a-1-Intron (P< 0,02), wodurch in diesem Fall keine Korrelation mit der
Starke des Promotors vorzuliegen scheint. Interessanterweise ist die
Expressionsstarke in der durchgefiihrten Deletionsstudie umso hdher, je geringer
die Lange des untersuchten rp/27a-Introns ist. Den groBten stimulierenden Effekt
weist das 50-Bp-Intron des rp/l27a-3-Gens mit einer Verdopplung der Aktivitat
auf, gefolgt vom 70 Bp umfassenden rp/27a-1-Intron und den 114 Bp-Introns
rpl27a-2 bzw. rpl27a-4, wobei die beiden zuletzt genannten Introns die
Expression um nur ca. ein Drittel erhéhten. Es ware denkbar, dass die Formation
des SpleiBosoms in E. histolytica bei geringerer Intron-Lange beglinstigt wird,
oder dass dieser Komplex zu einer verbesserten Stabilitdat beitragt und ein

schnelleres Prozessieren des primaren Transkripts ermdglicht.

4.2.2 Die Introns von E. histolytica enthalten stark konservierte
Konsensussequenzen

Durch vergleichende Intron-Analysen und Linker-Scanning-Mutagenese
des ehrpl27a-1-Introns wurden im Rahmen dieser Arbeit Konsensussequenzen in
E. histolytica-Introns festgelegt (s. Abb. 13). Diese ermdglichten die
Identifizierung weiterer Introns im Verlauf der Sequenzanalyse des E. histolytica-
Genoms (s. Abb. 14). Die Introns umfassen durchschnittlich 65 Bp, weisen einen
A/T-Gehalt von 82 % auf und enthalten die Konsensusmotive GTTTGTT bzw. TAG
an den 5’-und 3’-SpleiBstellen sowie die putative Branch Point-Region WYTWAY
(W=A oder T; Y= C oder T).

Generell folgen eukaryotische Introns in ihrem Aufbau der
.GT-AG-Regel”, nach welcher alle Introns mit einem GT-Dinukleotid beginnen
und mit einer AG-Sequenz enden (BREATHNACH et al., 1978; GALLWITZ und SURES,
1980; NG und ABELSON, 1980; MoOuUNT, 1982). Dieser Konsensus wurde fir héhere
Eukaryoten zu GTPUuAGT und YAG (MOUNT, 1982; SENAPATHY et al., 1990) bzw.
GTATGT und TAG in Hefe-Introns erweitert (PADGETT et al., 1986; SENAPATHY et
al., 1990). Die Konsensussequenzen aus weiteren Introns sind in der folgenden

Tabelle dargestellt.
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ORGANISMUS 5’-SPLEIBSTELLE 3'-SPLEIBSTELLE
Entamoeba G100T100T100T98G9sT92T58 T92R100G100
(diese Arbeit)

Acanthamoeba G44T14A39C36G33Y 19 C32R44Gy4
(WONG et al., 1992)

Dictyostelium G100T100R01R69Ge6T 54 T6sR100G100
(RIVERO, 2002)

Tetrahymena G100T100R93A74T56A56R59T 48T 78 T70R100G100
(csanK et al., 1990)

S.cerevisiae G100T100R97T89G100T 94 Y100A100G100
(csank et al., 1990)

Vertebrata G100T100PU60R74Gs4Ts0 C18R100G100
(PADGETT et al., 1986)

Tab. 1: Vergleich von Intron-Grenzen verschiedener Eukaryoten.
Dargestellt sind 5- und 3’-Konsensussequenzen aus den Introns verschiedener Eukaryoten. Zahlenangaben
innerhalb der Motive reprasentieren die Haufigkeit einzelner Nukleotide an entsprechender Position.

Y= Pyrimidin; Pu= Purin.

Die Position der Nukleotide innerhalb der 5’-Konsensussequenzen ist in
Hefen und Amdben stark konserviert, wobei sich die Konservierung in anderen
Organismen auf die ersten 2-3 Nukleotide beschrankt. Die 5’-Konsensus-
sequenzen bestehen zudem in E. histolytica aus heptameren-, in Tetrahymena
aus nonameren- und in den meisten anderen Organismen aus pentameren
Motiven. Ein gemeinsames Charakteristikum aller 5’-SpleiBstellen ist ein
Guanosin-Rest an Position 5. Ein besonderes Merkmal stellt der in
E. histolytica-Introns zu 100 % vertretene Thymidin-Rest an Position 3 der 5'-
SpleiBstelle dar, in anderen Organismen findet sich an dieser Position ein
Adenosin-Rest. Die 3’-Spleif3stelle ist mit einem Trinukloetid in allen Organismen
stark konserviert, in E. histolytica besteht es hauptsachlich aus der Sequenz
TAG.

Die YNYYPuAY-Branch Point-Region der Vertebraten-Introns befindet
sich an Position -30 bis -50 Bp oberhalb der 3’-Splei3stelle (PADGETT et. al., 1986;
KNIPPERS, 2001). In S. cerevisiae-Introns weist die Sequenz der Verzweigungs-
stelle TACTAAC eine wesentlich geringere Varianz auf und ist 20 bis 55 Bp
oberhalb der 3’-SpleiBstelle gelegen (LANGFORD und GALLWITZ, 1983; 1984). Die
Verzweigungsstelle weist in den E. Histolytica-Genen nur 6 Bp auf, in

Dictyostelium, S. cerevisiae und Vertebraten besteht sie aus 7 Nukleotiden. Das
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Charakteristikum der Branch Point-Regionen aller bekannten Introns ist ein
invariantes Adenosin-Nukleotid, das essentiell fir die Ausbildung der Lasso-
Struktur ist (s. Abb. 1.1). Wie die Tabelle 2 zeigt, sind die Branch Point-Motive
der Dictyostelium- und Hefe-Introns identisch. Vergleicht man diese mit dem
putativen Amdben Branch Point-Motiv WYTWAY, so zeigt sich, dass letzteres um
1 Nukleotid verkilrzt ist.

E. histolytica-Introns vorkommen, sind auch in dem TACTAAY-Motiv der Hefe-

Die invarianten Nukleotide T und A, die in den

bzw. Dictyostelium-Introns enthalten. Auch das einzige bislang in Giardia lamblia
identifizierte Intron (nixon et al., 2002) enthalt (neben der 5° Konsensussequenz
CTATGT und der 3’-Konsensussequenz CAG) ein WYTWAY-Motiv, das aus der
Sequenz ACTAAC besteht.

ORGANISMUS BRANCH POINT- DISTANZ ZUR
REGION 3'-SPLEIBSTELLE

Entamoeba WYTWAY 7-11 Bp
(diese Arbeit)
Dictyostelium TACTAAY 20-60 Bp
(RIVERO, 2002)
S.cerevisiae TACTAAC 30-50 Bpy
(LANGFORD und GALLWITZ, 1983)
Vertebrata YNYYPuAY 20-55 Bpyg
(PADGETT et al., 1986)

Tab. 2:

Dargestellt sind Branch Point-Sequenzen und ihre jeweiligen Position relativ zur 3’-SpleiBstelle innerhalb

Vergleich von Branch Point-Regionen verschiedener Eukaryoten.

verschiedener Eukaryoten-Introns. N= beliebiges Nukleotid; Y= Pyrimidin; Pu= Purin.

Diese Vergleiche zeigen, dass das Branch Point-Motiv, aber auch die 5’'-
und 3’-Konsensussequenzen von cis-spleiBenden, einzelligen Organismen relativ
konserviert sind, sich aber deutlich von denen hoéherer Eukaryoten unter-

scheiden.
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4.2.3 Die Funktion des WYTWAY-Motivs ist an eine definierte Position
relativ zur 5’-SpleiB3stelle gebunden

Die Position des putativen WYTWAY-Motivs der E. histolytica-Introns,
namlich durchschnittlich an Position -9 oberhalb des TAG, ist flr seine Funktion
von groBer Bedeutung (s. Abb. 17).

In anderen Organismen erlaubt die Position des Branch Point-Motivs
einen wesentlich groBeren Spielraum (s. 4.2.2, Tab. 2). Die konservierte Position
kdnnte im Zusammenhang mit der geringen durchschnittlichen Lange der
E. histolytica-Introns (65 Bp) stehen. So ware denkbar, dass bei der Formation
des SpleiBosoms durch die Assoziation der snRNP-Partikel auf dem primaren
Amoben-Transkript ein definierter Abstand der Branch Point-Region zur 3'-
SpleiBstelle erforderlich sein muss, um das Interagieren der SpleiBfaktoren
raumlich zu ermdglichen. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die
Beobachtung, dass auch das Giardia-Intron nur eine Lange von 35 Bp aufweist
(NIXON et al., 2002) und sich die putative Branch Point-Region mit Position -7
nah am 3’-Ende befindet. So kdnnte die genaue Erkennung der Branch Point-
Region durch ihre stark konservierte Position gewahrleistet sein, die ihrerseits
eine Adaption an eine gewisse Intronlange ist. Die etwas grdéBeren Dictyostelium-
Introns (durchschnittlich 112 Bp) weisen bereits eine sehr schwache positionelle
Konservierung der Branch Point-Region auf (Position —20 bis -60) und auch bei
den bis zu 10.000 Bp umfassenden Vertebraten-Introns ware die postulierte
sterische Komponente zu vernachlassigen. In diesen Introns kénnte eine genaue
und effektivere SpleiBreaktion durch weitere Sequenzinformationen gewahrleistet
werden, wie z. B. die Folge von Pyrimidinen, die sich in allen Vertebraten-Introns
zwischen der Branch Point-Region und der 3’-SpleiB3stelle findet. Es zeigte sich
namlich, dass Primar-Transkripte wesentlich effektiver gespleiBt werden, wenn
eine Folge von 11 Pyrimidinen, insbesondere Uridine, zwischen der Branch Point-
Region und der 3’'-SpleiBstelle lokalisiert ist (COOLIDGE et al., 1997). Eine
derartige Sequenz fehlt den E. histolytica-Introns, ist jedoch in den Introns der
Dictyostelium-Gene vorhanden (RIVERO, 2002). Dass darliber hinaus eine
Pyrimidin-Sequenz fir den SpleiBvorgang notwendig ist, wurde am SpleiBen
eines besonders kleinen Drosophila-Introns (59 Bp) nachgewiesen (KENNEDY und
BERGET, 1997). Es ist also denkbar, dass eine Pyrimidin-Sequenz die schwache
positionelle Konservierung der Branch Point-Region ausgleicht, bzw. deren

besseren Erkennung ermdglicht.
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Angesichts dieser Hypothese muss jedoch bedacht werden, dass die
durchschnittlich 500 Bp umfasssenden Hefe-Introns keine Pyrimidin-reiche
Sequenz enthalten, die Introns weisen dennoch eine variable Position der Branch
Point-Regionen auf (-30 bis -50). Viele dieser Introns enthalten bis zu
13 Thymidin-Reste (CSANK et al., 1990) und eine Erh6éhung der Thymidin-Anzahl
verstarkt die Nutzbarkeit der 3’-SpleiBstelle (PATTERSON und GUTHRIE, 1991). Wie
oben bereits erwdahnt, weisen die Hefe-Introns wesentlich striktere Konsensus-
Motive auf als die der Vertebraten. Vermutlich kann der SpleiBapparat in diesen
Organismen relativ genauen Sequenzanforderungen folgen, da ein GroBteil der
Hefe-Gene, wenn Uberhaupt, meist nur ein Intron enthalten, das zudem noch am
5’-Ende des Gens liegt (FINK, 1987). Die Hefe-Introns wiirden demnach eine Art
Sonderstellung einnehmen, in der die Pyrimidin-Folge aufgrund stringenter
Konsensusequenzen vernachlassigt werden kann. Dies allerdings ging vermutlich
zulasten der Rekombinationsfahigkeit, denn die Flexibilitat der Konsensus-
Sequenzen hdherer Eukaryoten bietet wahrscheinlich gréBere Variationen bei

dem Zusammenfligen kodierender Regionen (KNIPPERS, 2001).

4.2.4 Die konservierten Motive in E. histolytica-Introns haben
funktionellen Einfluss auf das SpleiBen

Durch Mutationen der 5’- und 3’-Konsensussequenzen und der
putativen Branch Point-Region wurde gezeigt, dass diese Elemente flr das
SpleiBen erforderlich sind (s. Abb. 11 und 15).

Der Einfluss konservierter Nukleotide auf das SpleiBen wurde auch von
anderen Arbeitsgruppen durch Mutationsstudien nachgewiesen. In Hefe-Introns
wurde die SpleiBreaktion durch die Mutation des GT-Dinukleotids zu AT und CT
sowie GA und GG sehr stark gehemmt (VIJAYRAGHAVAN et al., 1986; RUIS et al.,
1994). Neben dem universellen GT-Nukleotid ist der Guanosin-Rest an Position 5
des Hefe-GTATGT-Motivs, der in allen bislang untersuchten 5’-Splei3stellen zu
finden ist, nachweislich in den SpleiBvorgang involviert (PARKER und GUTHRIE,
1985; VIJIAYRAGHAVAN et al., 1986). In der vorliegenden Arbeit hat sich nach
Transfektion des Konstrukts pST1M;.s ebenfalls gezeigt, dass das Vorhandensein
der ersten beiden GT-Nukleotide in E. histolytica-Introns nicht ausreicht, sondern
dass ein korrektes SpleiBen auch die Prasenz der Nukleotide an Position 3-5 der
5’-Konsensussequenz GTTTGTT erfordert (s. Abb. 11). Aufgrund der genannten

konservierten Position in allen Introns und der daraus abgeleiteten Relevanz ist
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zu vermuten, dass der Guanosin-Rest an Position 5 fur den SpleiBvorgang in

E. histolytica von Bedeutung ist.

Die Nutzbarkeit der 5’-SpleiBstelle hangt teilweise von einer Interaktion
mit der Ul-snRNA ab (SILICIANO und GUTHRIE, 1988; SERAPHIN und ROSHBASH,
1990), wobei die Erkennung der 5’-SpleiBstelle durch diese snRNA ein initialer
Schritt ist. Das konservierte Motiv der U1-snRNA 5’-UAACUUACCU-3’ bindet mit 5
Nukleotiden (zwischen Position 3 bis 8) an die Hefe-5'-Konsensussequenz
GUAUGU. Hingegen ist die 5’-Konsensussequenz GUUUGUU der Entamoében-
Introns dazu in nur 3 Positionen komplementar. Da die Ul-snRNA-Sequenz aus
E. histolytica nicht bekannt ist, kann keine Aussage darlber getroffen werden, ob
die endogene U1l-snRNA eine haufigere Basenpaarung mit dem entsprechenden
GUUUGUU-Motiv eingehen wirde. Es wird vermutet, dass die Ul-snRNA im
frihen Verlauf der Reaktion abgelést und die rdumliche Nachbarschaft zwischen
der 5’-SpleiBstelle und der Branch Point-Region anschlieBend von der U6-snRNA
vermittelt wird (KANDELS-LEWIS und SERAPHIN 1993; LESSER und GUTHRIE, 1993). Die
U6-snRNA ist sowohl in Ldnge als auch Sequenz die am starksten konservierte
nukleare RNA und weist 77 % Identitat zwischen S. cerevisiae und Homo sapiens
auf (BROW und GUTHRIE, 1988). Sie wurde auch in E. histolytica identifiziert
(MIRANDA et al., 1996). Es zeigt sich, dass die Nukleotide 1, 2, 3 und 5 aus
diesem ACAGAG-Motiv eine Komplementaritat zu den Positionen 6, 5, 4 und 2
der GUAUGU Hefe-5'-Konsensussequenz aufweisen. Eine Bindung derselben U6-
snRNA-Nukleotide ware ebenfalls mit den Positionen 6, 5, 4 und 2 der
Entamdben-5'-Konsensussequenz GUUUGUU madglich. Die im Vergleich zu Hefe-
Introns veranderte 5’-Konsensussequenz der Amdben-Introns bindet demnach
zwar mit weniger Nukleotiden an den SpleiBfaktor Ul-snRNA, der einen ersten
Kontakt zum Intron herstellt. Jedoch ist die wesentlich wichtigere Bindung des
GUUUGUU-Motivs an die generell stark konservierten Nukleotide der U6-snRNA in
gleichem MaBe wie in der Hefe gewahrleistet. Damit wurde die hauptsachliche
Funktion der stark konservierten GUUUGUU-Sequenz der Amdben-Introns mit
der Funktion der leicht veranderten Form des Hefe-GUAUGU-Motivs
Ubereinstimmen, namlich die Bindung von SpleiBfaktoren zur Annaherung der 5’-

SpleiBstelle an die Verzweigungsstelle.
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Die Mutation der E. histolytica-3'-SpleiBstelle von TAG zu GAT
resultierte in einer totalen Inhibition des SpleiBvorgangs (s. Abb. 12), wahrend
der Prozess nach Mutation des Motivs zu GAG nur partiell inhibiert wurde. Dieses
Ergebnis impliziert, dass das letzte Nukleotid des Konsensusmotivs im Gegensatz
zum ersten eine wichtigere Funktion flir den SpleiBvorgang in E. histolytica hat.
Auch die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse bestdatigen eine starke
Beteiligung des letzten Guanosin-Restes an der Expression eines pB-Galacto-
sidase-Reporters (RUIS et al.,1994), wobei im Gegensatz zu E. histolytica
auBerdem eine Involvierung des Adenosin-Restes nachgewiesen wurde
(VIJAYRAGHAVAN et al., 1986). Bei den beschriebenen Untersuchungen des Hefe-
Konsensus YAG wurde eine moégliche Beteiligung des ersten Nukleotids nicht
untersucht. Neben den Amdben-Introns, die zu 92 % einen Thymidin-Rest an
Position 1 des Motivs enthalten, findet sich auch in Hefe-Introns zu 100 % eines
der beiden Pyrimidine (s. 4.2.2, Tab. 1). Es bleibt zu vermuten, dass auch in der
Hefe das gesamte YAG-Motiv der 3'-SpleiBstelle flir einen korrekten
SpleiBvorgang bendtigt wird. Insgesamt ist die 3'-gelegene Introngrenze aller
bekannten Organismen aus T/CAG aufgebaut, womit dieser Teil des Introns
zwischen den verschiedenen Eukaryoten wesentlich starker konserviert ist als die

5’-gelegene Introngrenze.

Die Tatsache, dass Sequenzhomologe zu den Branch Point-Motiven
eukaryotischer Introns in den intervenierenden Sequenzen von E. histolytica
funktionslos sind (s. Abb. 11), veranlasste die Suche nach einer amdben-
spezifischen Branch Point-Region im ehrpl27a-1-Intron, die in der Identifizierung
der fur E. histolytica-Introns speziellen WYTWAY-Sequenz resultierte. In
S. cerevisiae eingefligte fremde intervenierende Sequenzen mit den an den
Intron-Grenzen lokalisierten, universellen GT-AG-Nukleotiden kénnen nicht
gespleiBt werden (LANGFORD et al., 1983). Dies ist méglicherweise auf die im
Gegensatz zu den Vertebraten sehr stringenten Hefe-Konsensussequenzen
zurlckzuflihren. Da das WYTWAY-Motiv aus E. histolytica nahezu identisch ist mit
dem Hefe Branch Point-Motiv ist anzunehmen, dass auch die Amdben-Sequenz
von dem SpleiBapparat der Hefen erkannt wird. Demnach wirde wahrscheinlich
eine in ein Hefe-Gen inserierte intervenierende E. histolytica-Sequenz korrekt

herausgeschnitten werden.



DISKUSSION 91

4.2.5 Das invariante Adenosin in der WYTWAY-Region von
E. histolytica-Introns kennzeichnet diese Sequenz als
Branch Point-Region

Durch  neutrale Adenosin—Guanosin-Transition der invarianten
Adenosin-Reste in den Branch Point-Regionen verschiedener E. histolytica-
Introns wurde gezeigt, dass ein erfolgreiches SpleiBen vom Vorhandensein dieser
Adenosin-Reste abhangig ist (s. Abb. 15). Die Mutation verhinderte, dass die
Introns aus den primaren Transkripten entfernt wurden (s. Abb. 16). Eine
Ausnahme stellte das ehorf0.6-Intron dar, denn die pST1.1A¢—>G-mRNA wurde
zwar gespleiBt, jedoch erfolgte das Entfernen des Introns nicht an
vorhergesagter Position, sondern direkt unterhalb des durch die Mutation von
ATTAAT zu ATTAGT neu entstandenen TAG Tri-Nukleotids. Unmittelbar 8 Bp
stromaufwarts dieser Basen ist ein weiteres WYTWAY-Motiv lokalisiert (s. Abb.
17). Es ist anzunehmen, dass diese ACTTAT Sequenz mit der 5’-SpleiBstelle
interagierte und die Funktion des deaktivierten Branch Point-Motivs Ubernahm.
Dadurch vergrbéBerte sich die Lange des nachgewiesenen Transkriptes um 9
Nukleotide im Vergleich zur korrekt gespleiBten Wildtyp-RNA. Trotz der
Punktmutation war also dennoch gewahrleistet, dass ein SpleiBen an
amobenspezifischen Konsensussequenzen erfolgen konnte. Der offene
Leserahmen der vergroBerten mRNA blieb zwar erhalten, jedoch stellt die
urspringliche TAG-Spleif3stelle in diesem Transkript ein Stop-Codon dar. Die
derart gespleiBte mRNA flihrte vermutlich zu einem Abbruch der Translation, was
im Einklang mit der verzeichneten Inhibition der Luciferase-Aktivitat steht (s.
Abb. 15).

Die Introns eherd2 und ehrpl27a-1 der Vektoren pST1.2As4—G und
pST1res—G enthalten eine vom WYTWAY-Konsensus (W=A oder T; Y= C oder T)
abweichende Sequenz: aacAATAACaac bzw. attACTTAAttc (die abweichenden
Adenosin-Reste sind unterstrichen, das WYTWAY-Motiv ist in groBen,
benachbarte Nukleotide in kleinen Nukleotiden gezeigt, und der invariante
Adenosin-Baustein ist durch fett-gedruckte Buchstaben hervorgehoben). In der
intervenierenden ehrpl27a-Sequenz sind zwei benachbarte Adenosin-Reste so
angeordnet, dass jeder fiur sich der invariante Baustein eines separaten, um ein
Nukleotid verschobenen Branch Point-Motivs sein kdnnte: attACTTAAttc oder
attaCTTAATtc. Nach der Punktmutation zu attACTTGAttc koénnte die nicht

vollstandig inhibierte Luciferase-Aktivitat (10 %) darauf zurlickzuflhren sein,
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dass ein geringer Anteil des primaren Transkripts auch durch das alternativ
nutzbare Motiv attaCTTGATtc gespleiBt werden kann. Mit der Lokalisation an
Position -8 befindet sich diese Sequenz zudem ebenfalls in erforderter Distanz
zur 3’-Spleifstelle. Es ware sogar denkbar, dass neben der praferentiellen
Erkennung von attACTTAAttc beide Motive auch in vivo genutzt werden kénnten.
Daflur spricht die Beobachtung, dass die Luciferase-Aktivitat nach der
attaCTTAGTtc-Mutation nicht ganzlich unbeeinflusst blieb, sondern ,nur® 70- 80
% erreichte. Da sowohl bei der Erkennung des einen oder des anderen Motivs
dieselbe 3’-SpleiBstelle genutzt werden kénnte, ware das korrekte SpleiBen der
Exons in beiden Fallen méglich. Auf Nukleinsdure-Ebene lieB sich allerdings nach
der attACTTGAttc-Mutation trotz der 10 % Luciferase-Aktivitat nicht nachweisen,
dass auch reife mRNA-Transkripte gebildet wurden (s. Abb. 16). Vermutlich war
der Anteil ungespleiBter Molekile so dominant, dass nur diese in der PCR

amplifiziert wurden.

Auch durch die A—G-Transition des in dem Vektor pST1.2A54—G
enthaltenen eherd2-Introns wurde ein TAG-Konsensussmotiv und damit eine
zusatzliche 3’-SpleiBstelle generiert, an der zumindest ein Teil des primaren
Transkripts nachweislich gespleiBt wurde. Im Gegensatz zu pST1.12¢—G ist im
eherd2-Intron weder in der Wildtyp-Sequenz aacAATAACaac, noch nach der
Transition zu aacAATAGCaac ein zweites striktes WYTWAY-Motiv vorhanden. Es
bleibt zu vermuten, dass das SpleiBen an kryptischen Motiven erfolgte, die nach
der Punktmutation aktiviert wurden. Dabei muss auch korrekt gespleiBte
Luciferase-mRNA entstanden sein, was sowohl auf Protein- als auch auf
Nukleinsaure-Ebene nachweisbar war (s. Abb. 15 und 16). Bei Abweichungen
vom WYTWAY-Konsensus koénnte also zwar die Erkennung der 3’-SpleiB3stelle
gewahrleistet bleiben, jedoch scheint die Identitéat des die Verzweigung
ausbildenden Nukleotids nicht unausweichlich festgelegt zu sein. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Beobachtung, dass in S.cerevisiae- und
Vertebraten-Introns die Bildung der Verzweigung zwar meist von dem am
weitesten 3’-gelegenen Adenosin innerhalb des Branch Point-Motivs aus startet,
jedoch in Mammalia-Zellextrakten zum geringen Anteil ebenfalls das
vorangehende Nukleotid die Verzweigung ausliiben kann (HORNIG et al., 1986;
NOBLE et al., 1987; 1988). Daneben wurde in weiteren Mutationsstudien an

Vertebraten-Introns (RUSKIN et al., 1985; REED und MANIATIS, 1988) sowie dem
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TACTAAC-Motiv aus Hefe-Introns (FOUSER und FRIESEN, 1986; VIJAYRAGHAVAN,
1986; RuUIs et al., 1994; QUERY et al., 1994) gezeigt, dass das SpleiBen an
kryptischen Branch Point-Regionen bzw. -Nukleotiden nach Verlust des
invarianten Adenosin-Restes zumindest teilweise kompensiert werden kann.
ZHUANG und Mitarbeiter (1989) demonstrierten, dass das Branch Point-
Element teilweise durch eine Watson-Crick-Basenapaarung mit der U2-snRNA
interagiert. Es ware demnach nicht verwunderlich, wenn modifizierte Branch
Point-Regionen aufgrund verminderter Kompatibilitét zur U2-snRNA nicht mehr
als solche erkannt werden kdénnten. Die oben genannten Beispiele zeigen jedoch,
dass es trotzdem zu einer Interaktion kommen muss. Die Erkennung der
verschiedensten Branch Point-Regionen im Tierreich wird vermutlich von nur
einem GUAGUA-Motiv innerhalb der jeweiligen U2-snRNA gewahrleistet, denn
trotz gravierender Sequenz- und GréBenunterschiede zwischen der U2-snRNA
aus Metazoa und Hefe (ARES, 1986) ist dieser Bereich, welcher an die Branch
Point-Region bindet, in allen Organismen zu 75 % identisch und essentiell flr das
Zellwachstum (IGEL und ARES, 1988; SHUSTER und GUTHRIE, 1988; ZHUANG et al.,
1989). Obwohl die U2-snRNA der Amoében unbekannt ist, ist eine hohe
Verwandtschaft essentieller Abschnitte zu bekannten U2-snRNA-Sequenzen
naheliegend, d.h. die GUAGUA-Sequenz der E. histolytica-U2-snRNA interagiert
vermutlich auch mit dem WYTWAY-Motiv. Auch die Interaktion mit leicht
veranderten Nukleotiden ist denkbar, womit die Nutzung der Branch Point-Region
durch die U2-snRNA nicht unausweichlich an das Vorhandensein obligatorischer
Nukleotide gebunden ist. Dies verdeutlicht, dass der SpleiBvorgang zwar
vorgegebenen Anforderungen nachgehen muss, ein gewisser Spielraum unter

bestimmten Umstanden jedoch toleriert werden kann.

Um zu ermitteln, inwieweit jedes Nukleotid des WYTWAY-Motivs an der
Auslbung seiner Aufgaben beteiligt ist, wie z. B. die Bindung an U2-snRNA oder
aber den nukleophilen Angriff der Adenosin-2’-OH-Gruppe auf die 5’-Spleil3stelle,
ware die Punktmutation jedes einzelnen Nukleotids erforderlich gewesen.
Aufgrund der nahen Verwandtschaft der amdbenspezifischen WYTWAY- zu den
Hefe-TACTAAC-Motiven, sind die Funktionen der Iletzteren Sequenz
wahrscheinlich teilweise auf das E. histolytica-Motiv Ubertragbar. Da
beispielsweise beide Branch Point-Regionen an Position 3 bzw. 4 grundsatzlich

einen Thymidin-Rest enthalten, dirfte diesem Nukleotid ebenfalls eine spezielle
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Funktion zukommen. Ebenso wie fiir Hefe-Introns gezeigt, (LANGFORD et al.,
1984; VIJAYRAGHAVAN et al., 1986) kdnnte sich auch die Mutation des universellen
Thymidin-Restes in den Amoében-Introns inhibitorisch auf das SpleiBen

auswirken.

4.2.6 Mutationen an den Konsensussequenzen der Introns verhindern
die Ausbildung der Lasso-Struktur

Bei der Translation unvollstdndig prozessierter pra-mRNA mit
verbleibenden Introns wirden defekte Proteine entstehen, welche unter
Umstanden die Funktion der normalen Proteine stéren kdnnten. Daher ist es
entscheidend, dass nur vollstandig prozessierte mMRNA vom Nukleus ins
Cytoplasma transportiert wird. So zeigte sich, dass in Hefe- und Saugerzellen der
Export eines Primartranskriptes durch die Assoziation mit dem SpleiBosom
verhindert wird (LODISH et al., 1996; LEGRAIN und ROSBASH, 1989). In der hier
vorgelegten Arbeit wurde die aus transfizierten Trophozoiten isolierte Gesamt-
RNA RT-PCR-Analysen unterzogen. Durch die generierten Amplifikate ist davon
auszugehen, dass sowohl die mRNA der Wildtyp- als auch der
Mutationskonstrukte im Cytoplasma der Amoében vorhanden war. LEGRAIN und
ROSBASH (1989) fuhrten in ein halbsynthetisches Intron Deletionen an der 5'-
SpleiBstelle bzw. der Branch Point-Region ein. Sie zeigten, dass die resultierende
MRNA ins Cytoplasma transportiert wurde, im Gegensatz zu der RNA des nicht-
mutierten Konstruktes, die RNP-assoziiert im Nukleus verblieb. Die Autoren
postulieren, dass die Mutationen an den SpleiBstellen und den Branch Point-
Regionen der Introns diese Sequenzen so verandert haben, dass das jeweilige
Intron von den snRNAs sehr viel langsamer als solches erkannt wird. Die sich
anhdaufende, unvollstandig prozessierte mMRNA kdnnte dann wie ein Intron-loses
Transkript aus dem Nukleus transportiert werden. Es ware durchaus denkbar,
dass auch das Vorhandensein ungespleiBter RNA im Cytoplasma der
transfizierten Amdben auf diesen Sachverhalt zurlckzufihren ist.

Die GrdéBe der Intron-haltigen mRNA gibt zudem Aufschluss dartber, an
welchem Schritt die SpleiBreaktion gestoppt wurde. Es ist davon auszugehen,
dass bereits die Offnung der ersten Exon-Intron-Grenze und Ausbildung der
Lasso-Struktur verhindert wurden. Hatte dieser erste Schritt des SpleiBvorgangs

ablaufen kénnen, ware die gebildete mRNA um 26 Nukleotide kleiner.
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4.2.7 Introns innerhalb eines primaren Transkriptes werden zum
grofBBen Teil anhand der amoébenspezifischen Konsensus-
sequenzen von der SpleiBmaschinerie erkannt

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Trophozoiten von E. histolytica ein
Gen mit einer artifiziellen intervenierenden Sequenz transkribieren und korrekt
an der GT/AG-Intron-Grenze spleiBen (s. Abb. 18). Es sind zwar in der Literatur
einige Experimente mit synthetischen Introns beschrieben, um z. B. die
Identifizierung von Branch Point-Regionen bzw. Export-regulierender Sequenzen
zu ermoglichen oder die SpleiBbarkeit von Introns in Abhangigkeit ihrer Position
zu untersuchen (LANGFORD et al., 1984; LEGRAIN und ROSBASH, 1989; YOSHIMATSU
und NAGAWA, 1994). Hingegen lagen bislang noch keine Experimente zur

Ermittlung der minimalen Sequenzanforderungen des SpleiBapparates vor.

Das in dieser Arbeit generierte artifizielle Intron besteht mit Ausnahme
der konservierten Motive GTTTGTT-, TAG- bzw. ATTTAT ausschlieBlich aus
Sequenzabschnitten, die in dieser Zusammensetzung in E. histolytica sonst nicht
gefunden wurden. Aus der korrekten Entfernung des gesamten Introns kann
geschlossen werden, dass trotz der unspezifischen Sequenz die Formation des
SpleiBosoms durch die Bindung von Ul-, U2- sowie U4-6-snRNA an die
spezifischen Konsensussequenzen gewahrleistet ist. Darlber hinaus wird
deutlich, dass diese Motive ausreichen, um den SpleiBprozess zu gewahren. Es
kdnnen keine Aussagen bezlglich der Menge gebildeter reifer mRNAs getroffen
werden, da weder die Luciferase-Aktivitaten direkt mit den Aktivitdten anderer
Konstrukte verglichen, noch entsprechende quantitative RNA-Analysen
durchgefihrt wurden. Die mit Hilfe der RT-PCR-Analysen amplifizierten Produkte
spiegeln zudem nicht unbedingt die Mengenverhaltnisse der tatsachlich von der
Zelle produzierten mRNA-Molekille wider, denn die praferenzielle Amplifikation
einer oder der anderen RNA-Spezies kann in einer derartigen Reaktion nicht
ausgeschlossen werden. Es wurde also nicht ermittelt wie viel, sondern lediglich
dass ein Teil der ,artifiziellen mRNA" im gespleiBten Zustand vorlag.
Mdglicherweise wird die artifizielle Sequenz aufgrund ihres geringen A/T-Gehaltes
langsamer als gewodhnlich erkannt, so dass der andere Teil der RNA in

ungespleiBter Form, wie unter 4.2.6 bereits angedeutet, den Zellkern verlasst.
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Die aus dieser Arbeit hervorgegangenen Informationen zur Anatomie
der Entamdében-Introns erlangen im Zuge des E. histolytica-Genomprojektes eine
wichtige Bedeutung. Insbesondere die Festlegung offener Leserahmen und die
Entdeckung neuer Gene innerhalb unbekannter DNA-Abschnitte wird durch
intervenierende Sequenzen, die geringe Lange intergenischer Regionen und den
A/T-Reichtum genomischer Sequenzen erschwert. Die neugewonnene Kenntnis
Uber die Exon-Intron-Strukturen und des daraus ableitbaren Algorithmus wird die

Annotation neuer Gene in E. histolytica erleichtern.
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5. Zusammenfassung

Die Amdbiasis, hervorgerufen durch die Infektion mit dem human-
pathogenen Protozoon Entamoeba histolytica, ist neben der Malaria und der
Schistosomiasis eine der haufigsten Parasitosen in tropischen und subtropischen
Landern. Die Infektion mit E. histolytica ist durch eine langere Phase einer
asymptomatischen Darmbesiedlung mit dem Parasiten gekennzeichnet. In
Einzelfallen kann es im Verlauf der Infektion zu einer Invasion mit den klinischen
Zeichen von Amdbenruhr oder Amoébenleberabszess kommen. Es ist bislang
ungeklart, welche Mechanismen die Invasivitat von E. histolytica auslésen. Es
wird vermutet, dass die Regulation einer gréBeren Anzahl von Genen flur die
Pathogenitat der Amdben verantwortlich ist, jedoch liegen zur Zeit nur sehr
unzureichende Informationen Uber Struktur, Organisation und Regulation der
Gene von E. histolytica vor.

In der vorliegenden Arbeit wurde exemplarisch die Organisation und
Regulation der Intron-haltigen E. histolytica ehrpl27a-Multigenfamilie untersucht.
Daruber hinaus wurde die Struktur von Introns analysiert und die flr das
SpleiBen relevanten Sequenzmotive charakterisiert.

Die ehrpl27a-Gene kodieren in E. histolytica fur eine Subklasse von
Proteinen der gréBeren Ribosomen-Untereinheit. Es konnte gezeigt werden, dass
die kodierenden Regionen der ehrpl27a-Gene zu 96% identisch sind, wohingegen
sich die flankierenden Regionen und intervenierenden Sequenzen stark
unterscheiden. Vermutlich sind die Gene durch Duplikationsereignisse wahrend
einer noch nicht sehr lang zurlickliegenden Phase der Evolution der Amoében
entstanden. Die stromaufwarts bzw. stromabwarts der ehrp/l27a-Gene gelegenen
offenen Leserahmen sind durch relativ kurze intergenische Regionen (105 bis
278 Bp) voneinander getrennt und auch die intervenierenden Sequenzen der
einzelnen ehrpl27a-Gene bestehen lediglich aus 46 bis 115 Bp. Durch
Transfektion eines Reportergens unter Kontrolle der verschiedenen ehrpl27a-
flankierenden Regionen zeigte sich, dass die Gene in den Trophozoiten von
E. histolytica unterschiedlich stark exprimiert werden, wobei fir die
unterschiedliche Expression die nicht-kodierenden-5'-Regionen veranwortlich

sind und die nicht-kodierenden-3'-Regionen keinen Einfluss darauf haben.
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Deletionsanalysen ergaben, dass die untersuchte ehrpl27a-1-5'-
Promotorregion mindestens vier Sequenzbereiche enthalt, die fir die volle
Promotoraktivitdt bendtigt werden. Darlber hinaus wurde ein neues
Sequenzmotiv identifiziert, das offenbar ausschlieBlich in ribosomalen Genen von
E. histolytica vorhanden ist. Dieses AGGGTT-Motiv ist zwischen Position -9 bis -
60 oberhalb des Startcodons lokalisiert. Durch Mutation des Motivs wurde
gezeigt, dass es einen wesentlichen Anteil an der Kontrolle der Expression des
ehrpl27a-1-Gens tragt. Neben der Promotorregion wird die Starke der Expression
der verschiedenen ehrpl27a-Gene durch die Anwesenheit eines singularen
Introns maBgeblich beeinflusst, da die Deletion des Introns zu einer signifikanten
Abnahme der ehrpl27a-Expression fuhrt.

Die weitere Analyse genomischer Sequenzabschnitte ergab, dass
E. histolytica weitaus mehr Introns besitzt, als bislang angenommen wurde.
Durch den Vergleich korrespondierender genomischer DNA-Abschnitte von
E. histolytica bzw. der nah verwandten Spezies E. dispar und entsprechender
cDNA-Sequenzen, wurden weitere Introns in den Amdben identifiziert. Der
Vergleich der verschiedenen Introns ergab, dass diese durchschnittlich eine
Lange von 65 Bp und einen A/T-Gehalt von 82 % aufweisen. Alle Introns
enthalten an der 5'- bzw. 3’-SpleiBstelle die konservierten Sequenzmotive
GTTTGTT bzw. TAG sowie das Motiv WYTWAY (W= A oder T; Y= C oder T), das in
einem engen Rahmen von 7-11 Bp oberhalb der 3’-SpleiBstelle lokalisiert ist. Das
WYTWAY-Motiv stellt offenbar die spezifische Branch Point-Region der Amdben-
Introns  dar. Mit  Hilfe von Linker-Scanning-Mutagenese, gezielten
Punktmutationen, der Verwendung zufélliger Nukleotidabfolgen und RT-PCR-
Analysen wurde nachgewiesen, dass die drei Motive flr den Kkorrekten
SpleiBvorgang notwendig und ausreichend sind. Daruber hinaus ist der Adenosin-
Rest innerhalb des WYTWAY Motivs sowie die korrekte Lokalisation dieses Motivs
oberhalb der 3’-SpleiBstelle essentiell flir einen korrekten SpleiBvorgang.

Neben dem gewonnenen Einblick in die Mechanismen der
Genregulation sollten insbesondere die neu identifizierten konservierten
Sequenzmotive das Auffinden von Introns im Zuge des derzeit durchgefihrten

E. histolytica Genomprojekts erheblich erleichtern.
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