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1 EINLEITUNG

1.1 E. histolytica und E. dispar: Allgemeine Information

Entamoeba histolytica ist ein parasitisches Protozoon, das die Amoebiasis, eine
Infektionskrankheit von der weltweit ca. 50 Millionen Menschen betroffen sind, verursacht.
Jahrlich sterben ca. 40000 bis 50000 Menschen an der Amoebiasis, deren Vorkommen sich
fast ausschlieBlich auf tropische und subtropische Regionen beschrinkt. Die Amoebiasis stellt
somit neben der Malaria und der Schistosomiasis die dritthdufigste Parasitose des Menschen
dar (Walsh 1986; World Health Organisation 1997).

Der Lebenszyklus von E. histolytica ist direkt, es gibt keine Zwischenwirte. Die fikal-orale
Verbreitung erfolgt tiiber vierkernige sédureresistente Zysten, die sich im Diinndarm
exzystieren und aus denen durch weitere Kern und Zellteilungen acht einkernige
Trophozoiten hervorgehen. Trophozoiten von E. histolytica besiedeln den oberen Dickdarm
und koénnen dort mehrere Monate bis Jahre symptomlos verweilen (Knobloch et al., 1983),
wobei sie iiber ihr Galactose / N-Acetyl-D-Galactosamin spezifisches Adhdrenzlektin an die
Mukosa adhirieren (Wynants et al., 1995; Petri, Jr. et al., 2002). Im unteren Dickdarm
enzystieren die Trophozoiten, gefolgt von zwei Kernteilungen. Die so entstandenen
vierkernigen Zysten werden mit dem Stuhl ausgeschieden und konnen direkt oder durch
kontaminierte Nahrung bzw. Trinkwasser vom ndchsten Wirt aufgenommen werden, womit
sich der Kreislauf schlief3t.

Wenn die Amoben Zellen des Wirtsgewebes lysieren und in die Mukosa invadieren kann dies
zur intestinalen Amoebiasis (Amobenruhr) mit schweren blutigen Durchfillen fiihren. Durch
die Gewebsinvasion konnen die Amdben mit dem Blutkreislauf in andere Organe gelangen,
was zur extraintestinalen Amoebiasis fiilhren kann. In den befallenen Organen konnen die
Amoben zur Ausbildung von Abszessen flihren. Hauptsachlich wird die Leber befallen, was
zum typischen Krankheitsbild, dem Amobenleberabszess, fiihrt (Hughes et al., 2000; Stanley
2001).

Bislang ist nicht geklért, welche Signale fiir die kommensale Besiedlung des Diinndarmes, die
Gewebsinvasion oder die Enzystierung der Trophozoiten entscheidend sind. Verschiedene
sowohl wirts- als auch parasitenspezifische Faktoren, deren Wechselwirkung allerdings noch
nicht aufgeklart sind, scheinen dabei eine Rolle zu spielen. Mit der Invasion in das
Wirtsgewebe ist es E. histolytica nicht mehr moglich Zysten zu bilden und sich weiter zu
verbreiten. Der Lebenszyklus des Parasiten ist mit der Invasion in das Wirtsgewebe beendet.
E. histolytica, gehort zur Familie der Entamoebidae. Herausragende Merkmale von E.
histolytica sind die ausgepriagte Phagozytoseaktivitit, die Zerstérung von Zellen sowie die
Lysis von Zellverbdnden. Das Gesamtzellvolumen besteht zu ca. 40% aus Vesikeln, deren
Funktion dquivalent zu Lysosomen und cytotoxischen Vesikeln hoherer eukaryotischer Zellen
sind (Scholze et al., 1994).

Lange Zeit wurde aufgrund von elektronenmikroskopischen Untersuchungen vermutet, dass

Mitochondrium und Golgi-Apparat fehlen (Henley et al., 1976). Allerdings weist vieles
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darauf hin, dass entsprechende funktionell dhnliche, aber strukturell distinkte Kompartimente
im Zytoplasma existieren. So sind z.B. einige Gene und Proteine identifiziert worden, die
hohe Homologien zu bekannten organell-spezifischen Proteinen zeigen. Golgi-dhnliche
Strukturen und glattes endoplasmatisches Retikulum wurden kiirzlich elektronen-
mikroskopisch nachgewiesen (Chavez-Munguia et al., 2000). Des weiteren gelang der
Nachweis eines Mitochondrium-dhnlichen Kompartiments, das als Crypton (Mai et al., 1999)
bzw. Mitosom (Tovar et al., 1999) bezeichnet wird.

Die Genstruktur von E. histolytica ist monocistronisch (Bruchhaus et al., 1993). Introns
wurden im Genom von E. histolytica erst kiirzlich nachgewiesen (Willhoeft et al., 2001).

E. dispar ist eine Spezies der Gattung Entamoeba, die sich morphologisch nicht von E.
histolytica unterscheiden ldsst. So gelang erst mit Hilfe der Identifizierung von
Isoenzymmustern (Sargeaunt et al., 1978; Sargeaunt et al., 1987), dem Nachweis von
Antigenvariationen (Strachan et al., 1988) und molekularbiologischen Methoden (Tannich et
al., 1989; Clark et al., 1991; Tachibana et al., 1991) E. dispar als eigene Art neu zu
beschreiben (Diamond et al., 1993). Dies ist fiir die Klinik von groBer Bedeutung, da der
nichtpathogene Kommensale E. dispar keiner Behandlung bedarf. Vor der Reklassifizierung
herrschte tiber die Notwendigkeit der Behandlung Uneinigkeit.

Zu den wichtigsten Pathogenititsfaktoren von E. histolytica gehoren das Adhédrenzlektin
(Petri, Jr. et al., 1987; Tannich et al., 1991b; Tannich et al., 1992), Amodbapores (Young et al.,
1982; Leippe et al.,, 1991; Leippe et al., 1994; Leippe 1997) und Cysteinpeptidasen
(Bruchhaus et al., 2003).

1.2 Peptidasen: Klassifizierung und Nomenklatur

Enzyme, die Peptidbindungen hydrolysieren, werden als Peptidasen bezeichnet und im EC-
System nach Vorgaben der NC-IUBMB entsprechend ihres katalytischen Mechanismus oder
des umgesetzten Substrates klassifiziert. Diese Art der Klassifizierung kann bei Peptidasen zu
Verwirrungen fiihren, da viele dieser Enzyme mehrere Reaktionen katalysieren bzw.
verschiedene Substrate umsetzen und somit Mehrfachnennungen moglich sind. So gibt es
Endopeptidasen mit Exopeptidaseaktvitit und umgekehrt.

Aus obig genannten Griinden und um dem Verwandschaftsverhéltnis der Peptidasen
Rechnung zu tragen wurde das MEROPS-System entwickelt. Im MEROPS-System werden
die Peptidasen anhand ihres Verwandschaftsverhéltnisses in Familien und Clans eingeordnet.
Ein Clan fasst verschiedene Familien zusammen, die sich alle von einem gemeinsamen
"Vorfahren" entwickelt haben und wird mit einem Buchstabenkiirzel fiir den katalytischen
Mechanismus versehen (A, C, M, P, S, T) (Rawlings et al., 1993). Peptidasen die einer
Familie zugeordnet werden sind - im fiir die enzymatische Aktivitit verantwortlichen
Abschnitt des Proteins - strukturverwandt.

Als weitere Hiirde erweist sich die verwirrende Nomenklatur der Peptidasen, da es

verschiedene Nomenklatursysteme gibt. Grassmann und Dyckerhoff verwenden den Begriff
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Protease fiir Enzyme, die Peptidbingungen hydrolysieren. Weiter wird unterschieden in
Proteinasen, fiir Enzyme die innerhalb von Proteinen spalten und Peptidasen, die N-terminal
oder C-terminal Peptide vom Substrat abspalten (Grassmann et al., 1928). Bergmann und
Ross hingegen verwenden den Begriff Peptidase im weiteren Sinne fiir Enzyme, die
Peptidbindungen hydrolysieren und unterscheiden weiter zwischen Endopeptidasen, die
innerhalb des Proteins und Exopeptidasen die Peptide vom Rand her abspalten (Bergmann et
al., 1936). Die Verwendung des Begriffes Peptidase im weiteren Sinne (nach Bergmann und
Ross) wird laut NC-IUBMB empfohlen und in dieser Arbeit verwendet (Barrett 1997).
Zusétzliche Schwierigkeiten entstehen dadurch, dass die Aktivitdt einer Peptidase im
Experiment mit synthetischen Oligopeptiden ermittelt wird. Diese Aktivitdt lasst sich nicht
ohne weiteres auf das natiirliche Substrat iibertragen, da nicht jede putative Schnittstelle in
vivo fiir die Peptidase zuginglich ist. In Tab. 1 ist eine Ubersicht iiber die Klassifizierung der
Peptidasen mit EC-Nummern dargestellt.

Tab. 1: Klassifizierung von Peptidasen nach dem EC-System

Exopeptidasen

i Abgespaltener Terminus des
EC-Nummer Peptidase Rest Substrates
3.4.11 Aminopeptidasen 1 AS N-Terminal
3.4.13 Dipeptidasen 2 AS N-Terminal
3.4.14 Dipeptidylpeptidasen 3 AS N-Terminal
3.4.15 Peptidyl-Dipeptidasen 2 AS C-Terminal
3.4.16 Serincarboxypepetidasen 1 AS C-Terminal
3.4.17 Metallocarboxypeptidasen 1 AS C-Terminal
3.4.18 Cysteincarboxypeptidasen 1 AS C-Terminal
3.4.19 Omegapeptidasen 1 AS C-Terminal
Endopeptidasen
EC-Nummer Peptidase
3.4.21 Serin Endopeptidasen
3.4.22 Cystein Endopeptidasen
3.4.23 Aspartat Endopeptidasen
3.4.24 Metallo Endopeptidasen
3.4.99 Endopeptidases of unknown type

Die Cysteinpeptidasen von E. histolytica und E. dispar gehoéren zur Gruppe 3.4.22 Cystein-
Endopeptidasen, "Hydrolasen von Peptidbindungen". Laut MEROPS-Nomenklatur sind die
bislang in E. histolytica und E. dispar identifizierten Cysteinpeptidasen dem Clan CA,
Familie C1 "Papain-dhnliche" Peptidasen zuzuordnen, da sie vom Aufbau her Cathepsin L
entsprechen. Bei den papainhomologen Enzymen handelt es sich im Allgemeinen um
lysosomale bzw. vesikulidre oder sezernierte Proteine (Rawlings et al., 1994).
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1.3 Cysteinpeptidasen:  Definition, Aufbau und Kkatalytischer
Mechanismus

Cysteinpeptidasen besitzen einen Cysteinrest in ihrem aktiven Zentrum, der zusammen mit
Histidin eine katalytische Dyade bildet. Weitere Aminosduren kdnnen eine wichtige Rolle
spielen, hierzu gehdren Asparagin und Glutamin (Hooper 2002). Das aktive Zentrum der
Cysteinpeptidasen wird von zwei Dominen, die R- und die L-Doméne, gebildet. Die beiden
Dominen werden durch eine Furche, in der das Substrat bindet, getrennt. Die fiir die
Hydrolyse von Peptidbindungen wichtigen Aminosduren befinden sich auf jeweils einer der
beiden Domédnen und werden anhand der Papainnummerierung mit Cys 25 und His 159
bezeichnet. Die Katalyse erfolgt iiber den so genannten Michaelis-Komplex, in dem der
nukleophile Angriff der Thiolgruppe des Cysteins auf das Carbonyl C-Atom des
Peptidsubstrates erfolgt. AnschlieBend bindet im Tetrahydralkomplex das Schwefelatom an
das Carbonylkohlenstoffatom. Das Thiolproton wird durch His 159 (Papainnummerierung)
und weitere Aminosduren (GIn 19 und Cys 25, Papainnummerierung) im
Tetrahydralkomplexes stabilisiert. Im folgenden kovalenten Intermedidrzustand, dem
Thioacyl-Intermediat ist der Carbonylkohlenstoff an das Enzym gebunden und der N-
Terminus des Substrates wird freigesetzt. Durch den Angriff eines Wassermolekiils wird
wiederum der C-Terminus des Substrates freigesetzt und das Enzym regeneriert (Storer et al.,
1994). Mittels kristallographischer Untersuchungen wurde festgestellt, dass das katalytische
Zentrum von Peptidasen im Allgemeinen auf der Oberfldche in einer Vertiefung lokalisiert ist.
Die Spezifitit des aktiven Zentrums wird von den Eigenschaften benachbarter Aminoséuren
determiniert. Die Aminosduren des Enzyms werden mit S (fiir "subsite"), die des Substrates
mit P (fiir "peptide") bezeichnet. Diese Aminosduren werden vom katalytischen Zentrum zum
N-Terminus des Enzyms mit S1, S2...Sn  und mit S1', S2'...Sn' zum C-Terminus hin
beschrieben. Die Seitenketten des Substrates werden von der Schnittstelle weg zum
N-Terminus mit P1, P2...P3 und mit P1', P2'...P3' zum C-Terminus beschrieben (Berger et
al., 1970). In vivo wird die proteolytische Aktivitdt durch Aktivierung von Zymodemen,
Verianderung der Synthese- und Abbaurate und endogene Inhibitoren reguliert (Hooper 2002).
Cysteinpeptidasen werden als inaktive Vorlduferproteine (Zymodeme), die aus einem
Signalpeptid (Prépeptid) und einem Propeptid bestehen, gebildet (Rawlings et al., 1994). Zur
Erlangung enzymatischer Aktivitit muss das Propeptid abgespalten werden. Das Propeptid
gewihrleistet die korrekte Faltung des Enzyms und das Verbleiben im inaktiven Zustand. Fiir
Papapin und Cathepsin B konnte gezeigt werden, dass die Propeptide als starke, reversible
Inhibitoren der maturen Enzyme fungieren (Fox et al., 1992; Taylor et al., 1995). Die
Prodoménen sind des Weiteren fiir den Transport der Peptidasen in lysosomale

Kompartimente verantwortlich (Huete-Perez et al., 1999).
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1.4 Cysteinpeptidasen von E. histolytica und E. dispar

Das Genom von E. histolytica wurde im TIGR und Sanger Genomprojekt sequenziert. Durch
Sequenzanalyse wurden bislang 20 fiir Cysteinpeptidasen kodierende Gene identifiziert, die
zwei Familien zugeordnet werden kénnen: EhCPA und EhCPB (Bruchhaus et al., 2003). Die
Familien unterscheiden sich im N-terminalen Bereich der katalytischen Domine und in der
Position des katalytischen Cysteins. Weiterhin sind einige Mitglieder der Familie EhCPB
putativ. GPI verankert bzw. besitzen eine Transmembrandomine. Cysteinpeptidasen der
Familie EhCPA sind kleiner als die der Familie EhCPB, wobei es in jeder Familie jeweils
eine Ausnahme gibt. Sdmtliche Cysteinpeptidasen besitzen 6 konservierte Cysteinreste in der
katalytischen Doméne, die fiir die Aufrechterhaltung der Tertidrstruktur wichtig sind und die
konservierten Aminosduren der katalytischen Dyade des katalytischen Zentrums, Cys und
His. Bis auf die Cysteinpeptidasen EhCP6, EhCP11, EhCP16 und EhCP19 besitzen simtliche
Cysteinpeptidasen von E. histolytica zusétzlich die Aminosduren Asparagin und Glutamin im
aktiven Zentrum (Bruchhaus et al., 2003).

Das so genannte ERFNIN-Motiv befindet sich in der Prodoméne von Cathepsin L @hnlichen
Cysteinpeptidasen (Karrer et al., 1993). Dieses Motiv wurde in den Prodoménen von 19 der
20 Cysteinpeptidasen von E. histolytica identifiziert (Bruchhaus et al., 2003). Trotz der
strukturellen Ubereinstimmung zu Cathepsin L entspricht die Aktivitit eher der von
Cathepsin B, da die Cysteinpeptidasen von E. histolytica das fiir Cathepsin B typische
Substrat Z-Arg-Arg-pNA degradieren (Hellberg et al., 2001). Die Substratspezifitit von
Cathepsin B und Cathepsin L wird durch die Aminosdure 205 (Papainsequenz), die die S2-
Bindungsstelle determiniert, festgelegt. In Cathepsin B dhnlichen Cysteinpeptidasen werden
hier gewohnlich Aminosduren mit sauren Gruppen (Asp o. Glu), identifiziert (Scholze et al.,
1988; Scholze et al., 1994; Jacobs et al., 1998), wédhrend in Cathepsin L &hnlichen
Cysteinpeptidasen Alanin diese Position einnimmt (Barrett et al., 1998). In Ubereinstimmung
mit ihrer Substratspezifitit ist in keiner der Cysteinpeptidasen von E. histolytica Alanin in
Position 205 vorzufinden, aber sieben Cysteinpeptidasen besitzen Aspartat in 205 (Bruchhaus
et al., 2003).

1.4.1 Expression von Cysteinpeptidasen in E. histolytica und E. dispar

In E. histolytica wurden kiirzlich 20 fiir Cysteinpeptidasen kodierende Gene identifiziert
(Bruchhaus et al., 2003). Hiervon werden unter Kulturbedingungen nur die Cysteinpeptidasen
EhCP1, EhCP2 und EhCP5 hauptsdchlich exprimiert und sind fiir ca. 90% der proteolytischen
Aktivitdt verantwortlich (Bruchhaus et al., 1996). Die Cysteinpeptidasen EhCP3 und EhCP8
werden geringfligiger exprimiert, wihrend die Cysteinpeptidasen EhCP9, EhCP16 und
EhCP17 kaum exprimiert werden. Demgegeniiber wird in E. dispar die Cysteinpeptidase
EdCP3 unter Kulturbedingungen hauptsichlich exprimiert, gefolgt von EdCP2. Die
Cysteinpeptidasen EACP8, EACP9 EACP16 und EdCP17 werden — wie in E. histolytica — nur
geringfiigig exprimiert. In beiden Organismen werden unter Kulturbedingungen keine

weiteren Cysteinpeptidasen exprimiert (Bruchhaus et al., 2003).
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1.4.2 Die Cysteinpeptidasen EnCP1, EhCP2 und EhCP5 von E. histolytica

Aufgrund des Fehlens der Cysteinpeptidasen EnCP1 und EhCP5 In E. dispar (Willhoeft et al.,
1999b), der hohen Sequenziibereinstimmung von EhCP1 und EhCP2 (Bruchhaus et al., 1996;
Bruchhaus et al., 2003) und der Membranassoziation der Cysteinpeptidase EhCPS in E.
histolytica (Jacobs et al., 1998) kann vermutet werden, dass die Cysteinpeptidase EhCP5 eine
herausragende Rolle fiir die Pathogenitét von E. histolytica spielen konnte.

Trotz der vermutlich wichtigen Bedeutung der Cysteinpeptidase EhCP5 fiir die Pathogenitét
von E. histolytica ist iiber ihre Funktion im Einzelnen wenig bekannt. Durch "Antisense"-
Versuche konnte bislang festgestellt werden, dass — wenn die Cysteinpeptidase EhCP5
herunterreguliert wird — die proteolytische Aktivitdit um 90% verringert ist (Ankri et al.,
1999b), obwohl die Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2 und EhCP5 zusammen 90% der
Aktivitdt der Amoben ausmachen (Bruchhaus et al., 1996). Diese Zellen sind nicht mehr in
der Lage Amdébenleberabszesse zu verursachen (Ankri et al., 1999b). Virulente E. histolytica-
Transfektanten, die stabil transfiziert ehcp5-"Antisense"-RNA exprimieren, entsprechen in
der Wachstumsrate in vitro, im cytopathischen Effekt und der hdmolytischen Aktivitit denen
der Kontrolle, allerdings ist die Phagozytoseaktivitit signifikant erniedrigt (Ankri et al.,
1998).

Wichtige Ergebnisse brachten auch Versuche, in denen die Cysteinpeptidase EhCP2 sowohl
in E. histolytica als auch in E. dispar unter Kontrolle des Lektinpromotors iiberexpremiert
wurde (Hellberg et al., 2001). Die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP2 fiihrte zu
einer vermehrten Ablosung von CHO-Zellrasen durch beide Amdbenspezies in vitro.
Erstaunlicherweise war die Pathogenitdt in vivo nicht beeinflusst. Im Tiermodell mit
Wiistenrennméusen (Meriones unguiculatus) fiihrte die Uberexpression der Cysteinpeptidase
EhCP2 zu keiner vermehrten Bildung von Amoébenleberabszessen.

Bis heute war es aus unbekannten Griinden nicht moglich die Cysteinpeptidasen EhCP1 und
EhCP5, im gleichen Vektor wie die Cysteinpeptidase EhCP2, unter Kontrolle des
Lektinpromotors zu iiberexpremieren (Hellberg et al., 2001).

Mit der Sequenzierung des Amdbengenoms war es moglich, einen neuen Vektor zu
konstruieren, in dem die Cysteinpeptidase EhCP5 unter der Kontrolle geneigener 5'- und 3'-

flankierender Sequenzen stand.



Einleitung 18

143 Die Bedeutung der Cysteinpeptidasen fur die Pathogenitat von E. histolytica

Lysosomoale Cysteinpeptidasen degradieren Proteine, die von der Zelle aufgenommen oder
von anderen Zellkomponenten den Lysosomen zugefiihrt werden. Die Endprodukte der
Hydrolyse sind Dipeptide und Aminoséuren, die durch die lysosomale Membran diffundieren
und somit der Proteinbiosynthese zur Verfligung stehen (Kirschke et al., 1995). Obwohl kaum
Daten iiber die physiologische Funktion von Cysteinpeptidasen von E. histolytica existieren,
wird eine dhnliche Funktion vermutet.

Der Einfluss der Cysteinpeptidasen auf die Pathogenitit von E. histolytica ist demgegeniiber
Bestandteil vieler Untersuchungen. Die Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
Cysteinpeptidasen von E. histolytica im Zusammenhang mit der Pathogenitét stehen:

e Es gibt einen direkten Zusammenhang zwischen der Cysteinpeptidaseaktivitit der
Trophozoiten von E. histolytica und der Virulenz der Amdben (Gadasi et al., 1983b;
Lushbaugh et al., 1985; Reed et al., 1989; Keene et al., 1990; Navarro-Garcia et al.,
1995). Demgegentiber konnten Montfort et al. keine Korrelation der Virulenz und der
proteolytischen Aktivitdt nachweisen (Montfort et al., 1993).

e Cysteinpeptidasen von E. histolytica 16sen adhdrent wachsende Fibroblasten ab
(Keene et al., 1986 und 1990; Ankri et al., 1998).

e Verschiedene Komponenten der extrazelluldren Matrix werden von Cysteinpeptidasen
von E. histolytica degradiert (Keene et al., 1986; Luaces et al., 1988; Schulte et al.,
1989).

e FEin spezifischer Cysteinpeptidaseinhibitor (Stanley, Jr. et al., 1995) bzw. Laminin (Li
et al., 1995) inhibieren die Bildung von Leberabszessen in SCID-Méusen. Weiterhin
kann die Bildung von Leberabszessen in Hamstern durch Expression einer
"Antisense"-RNA nahezu vollstindig inhibiert werden (Ankri et al., 1999b).

Wie bereits unter 1.4.1 und 1.4.2 beschrieben, bestehen zwischen E. histolytica und der
apathogenen Art E. dispar Unterschiede im Vorhandensein und in der Expression von Genen,
die fiir Cysteinpeptidasen kodieren. Neben den Cysteinpeptidasen konnte bislang nur die in E.
histolytica vorkommende ariel-Genfamilie, die fiir Membranproteine codiert, in E. dispar auf
genetischer Ebene ausgeschlossen werden (Willhoeft et al., 1999a).

Zusitzlich zu den Cysteinpeptidasen gibt es weitere Pathogenitétsfaktoren wie das
Adhirenzlektin (Petri, Jr. et al., 1987; Mann et al., 1991; Tannich et al., 1991b; Tannich et al.,
1992), porenbildende Peptide und Phospholipasen (Ravdin 1986; Vargas-Villarreal et al.,
1998). Erst die Adhédsion mittels des [-D-Galaktose/N-Acetylgalaktosamin-spezifischen
Adhirenzlektins an eine Zielzelle oder Substrat ermoglicht vermutlich die Wirkung der obig
genannten  Effektormolekiile =~ Amdbapores und  Cysteinpeptidasen.  Mittels  der
"Antisense"-Technologie, die zu einer deutlichen Reduktion der Abszessbildung im
Tiermodell fiihrte, wurde die Bedeutung des Lektins und des Amdbapores fiir die
Pathogenitit demonstriert (Bracha et al., 1999; Ankri et al., 1999b).
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15 Cysteinpeptidaseinhibitoren: Klassifikation und Funktion

Cysteinpeptidaseinhibitoren kommen aus den verschiedensten Substanzklassen. Fiir die
Stoffwechselregulation sind natiirliche Cysteinpeptidaseinhibitoren zur Inhibierung der
Cysteinpeptidasen sehr wichtig. Die natiirlichen Cysteinpeptidaseinhibitoren gehdren zur
Familie der Cystatine und werden in drei Gruppen eingeteilt: Stefine, Cystatine und
Kininogene (Otto et al., 1997). Zu den synthetischen Cysteinpeptidaseinhibitoren gehdren u.a.
die Diazomethylketone, Fluoromethylketone, Chloromethylketone, Acyloxymethylketone und
Peptid-Epoxide.

Cysteinpeptidaseinhibitoren kdnnen aufgrund ihres Wirkmechanismus, ihres Ursprungs, der
Strukturverwandtschaft oder ihrer Spezifitdt klassifiziert werden. Es gibt Peptidaseinhibitoren,
die mit einer Klasse von Peptidasen reagieren, Inhibitoren, die anscheinend spezifisch fiir eine
Klasse von Peptidasen sind und Inhibitoren die eine hohe Selektivitét fiir eine bestimmte
Peptidase besitzen. Im folgenden seien zur Ubersicht nur die in dieser Arbeit verwendeten
Cysteinpeptidaseinhibitoren kurz vorgestellt.

Ausgewihlt wurde E-64 als nicht membranpermeabler Cysteinpeptidaseinhibitor der nahezu
samtliche Cysteinpeptidasen hemmt. E-64d ist ein membranpermeables Analogon von E-64
mit dhnlicher Spezifitit wie E-64. Z-Phe-Phe-DMK ist ein membranpermeabler irreversibler
Cysteinpeptidaseinhibitor mit niedrigerer Affinitdt zu Cysteinpeptidasen von E. histolytica als
Z-Phe-Ala-DMK. Hydroxymercuribenzoat ist ein reversibler Cysteinpeptidaseinhibitor mit
einer Spezifitit fiir Thiolgruppen.

151 Peptid-Epoxide

1978 isolierte Hanada aus einem Extrakt von Aspergillus japonicus einen hochaktiven
irreversiblen Inhibitor von Papain (Hanada et al., 1978c¢) und identifizierte ihn als 1-[[N-(L-3-
trans-carboxyoxiran-2carbonyl)-L-leucyl]amino]-4-guanidinobutane, E-64 (Hanada et al.,
1978b). E-64 reagiert nicht mit freien Thiolgruppen und auch nicht mit der
nichtproteolytischen Thiol-abhéngigen Laktat-Dehydrogenase (Hanada et al., 1978a). Die
Hemmung der Cysteinpeptidase verlduft iiber die Alkylierung des katalytischen Cysteins
durch die trans-Epoxid-Gruppe, wobei sich nach nukleophilen Angriff von C2 oder C3 unter
Offnung des Oxiran-Ringes die Thioetherbindung bildet. Verschiedene E-64 Derivate wurden
entwickelt (Hanada et al., 1978a). So konnte zum einen die Spezifitidt von E-64, als auch die
Membrangingigkeit variiert werden. Die Membranpermeabilitit von E-64 wird durch die
Hydrophobizitit bestimmt. Nur neutrale E-64 Derivate sind membranpermeabel. In ihnen
wird Agmatin durch eine Alkylgruppe und die Carboxlgruppe wird durch Ester oder Amid
ersetzt (siche Abb. 1).

E-64d (Synonym: EST) wurde zur oralen Applikation entwickelt. In E-64d ist Ethanol an
E-64c verestert, wodurch E-64c membranpermeabel wird. Wihrend des Aufenthaltes im

Verdauungstrakt wird die EtOH-Gruppe mittels Esterase hydrolisiert und im Blut zu E-64c
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"aktiviert" (Katunuma et al., 1995). Die Ester sind ca. um Faktor 10 — 100 weniger potent als
die freien Sduren.

Des Weiteren unterscheiden sich die verschiedenen E-64 Derivate anhand ihrer Seitenketten
voneinander. Durch die Seitenkette, die mit dem Enzym reagiert, wird die Affinitdt zur
Cysteinpeptidase festgelegt. E-64 hemmt nahezu alle Cysteinpeptidasen. Die Affinitdten von
E-64 und E-64c¢ sind — abhingig von der Cysteinpeptidase — nahezu identisch.

J’_
E-64 i AN~ A m
H,N” NH NH < _OH
0 H/W
0

NH .
E-64c Y\/ NH < _OH
0 H/W

E-64d \(\/ NE e o
v
0 H/W

Abb. 1: E-64 und Derivate.

Die Grundstruktur von E-64 ldsst sich mit Ax-A1A2-ES-trans-O-R bezeichnen, wobei:

Ax = Agmatin oder Alkylgruppe, A1A2 = Aminosduren, wichtig fiir die Spezifitit des E-64 Derivates, ES =
Epoxysuccinat, R = Ester oder Amid.
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1.5.2 Peptidyldiazomethylketone

Peptidyldiazomethylketone, auch Peptidyldiazomethane genannt, stellen Oligopeptidderivate
dar. Die Hydroxygruppe der terminalen Carboxylatgruppe ist durch die Diazomethylgruppe
(CH-N=N) ersetzt. Die Hemmung ist irreversibel und erfolgt iiber die Bildung eines
Thiohemiketalintermediates. Das Kohlenstoffatom der Diazomethylgruppe wird anschliefend
durch das Imidazoliumion des Histidins protoniert. Diese Protonierung stellt den
limitierenden Schritt der Reaktion dar. AnschlieBend folgt mit der Thioetherbildung die
Alkylierung des Cysteins des aktiven Zentrums. Die Reaktion findet bevorzugt im schwach
sauren pH-Bereich statt, da eine Protonierung fiir die Bildung eines instabilen Diazoniumions
notwendig ist.

Diazomethylketone hemmen spezifische Cysteinpeptidasen und reagieren — bis auf wenige
Ausnahmen — nicht mit Serinpeptidasen. Die Selektivitdt ist hoch und wird durch die

Peptideinheit determiniert. Die Diazomethylketone reagieren nicht mir freiem Cystein.

Abb. 2: Grundstruktur der Diazomethylketone.

153 p-Hydromxymercuribenzoat (pHMB)

pHMB ist ein reversibler Inhibitor von Thiolgruppen (Lucassen et al., 2003), die eine hohe
Affinitdt zum Quecksilber besitzen. In vitro kann die Hemmung durch reduzierende Agenzien
wie DTT oder ME aufgehoben werden (Bohn et al., 1974; Gupta et al., 1990; Navarro-Garcia
et al., 1995). Von Massaro et al. wurde gezeigt, dass die Reaktivierung von Enzymen, die
durch pHMB gehemmt wurden von der Zusammensetzung des verwendeten Puffersystems
abhingen kann (Massaro et al., 1966). pHMB hat sich bereits als potenter Inhibitor der
Lysophopholipase von P. falciparum erwiesen und verhinderte das Wachstum des Parasiten
(Zidovetzki et al., 1994). Die Behandlung von E. histolytica mit pHMB fiihrte zu einer

verminderten Entziindungsreaktion in Ratten (Becker et al., 1988).

+2—C CO, Na'
on 8 \\/:/>7 S

Abb. 3: p-Hydromxymercuribenzoat, PHMB, Natrium-4-hydroxymercuriobenzoat.



Einleitung 22

1.6 Funktionen von Cysteinpeptidasen in parasitischen Protozoen

Cysteinpeptidasen sind in vielen parasitischen Protozoen die dominierende Familie der
Peptidasen. Sie stellen zusitzlich zu einfachen Verdauungsfunktionen spezifische, fiir den
Organismus unentbehrliche, Funktionen zur Verfligung und sind zum Beispiel an der
Replikation, Wachstum, Zelldifferenzierung, Excystierung und Signaliibertragungskaskaden
beteiligt (Lecaille et al., 2002).

Weiterhin sind die Cysteinpeptidasen parasitischer Protozoen an verschiedenen Aspekten der
Parasit-Wirts-Beziehung involviert und stellen Virulenzfaktoren dar. Sie degradieren
Komponenten des Immun- und des Komplementsystems sowie Proteine der extrazelluldren
Matrix. Sie sind an der Prozessierung von Zymodemen wie z.B. Prokollagenase und
Proenzymen beteiligt und konnen die Blutgerinnung beschleunigen. Des weiteren besitzen sie
Kininogenase Aktivitit und konnen Bradykinin freisetzen. (McKerrow 1989; North et al.,
1990; Souza et al.,, 1992; Mottram et al., 1997; Rosenthal 1999; Sajid et al., 2002).
Cysteinpeptidasen parasitischer Organismen haben aufgrund ihrer vielfiltigen extrazelluldren
Funktionen andere pH-Optima und sind in hdheren extrazelluliren Konzentrationen als die
Cysteinpeptidasen des Wirtsorganismus anzutreffen, die in der Regel in den Lysosomen
lokalisiert sind (Sajid et al., 2002).

Aufgrund der ubiquitéren Verbreitung in Protozoen und Helminthen bieten Cysteinpeptidasen
parasitischer Protozoen interessante Moglichkeiten fiir die Entwicklung neuer Therapeutika.
Entscheidend ist allerdings, dass sich die Cysteinpeptidasen der Parasiten von denen des
Wirtes geniigend unterscheiden. Viele Cysteinpeptidasen vom Typ Cathepsin B, L und S
iibernehmen wichtige Funktionen im Menschen (Sajid et al., 2002) .

1.6.1 Cysteinpeptidasen parasitischer Protozoen als "drug-target"

Zur Zeit gibt es keine Vakzine gegen durch Protozoen verursachte Erkrankungen im
Menschen (Dalton et al., 2001). Da gegen bestehende Medikamente immer neue Resistenzen
auftreten, konnten — aus obig genannten Griinden (siehe 1.6) — Cysteinpeptidasen
parasitischer Protozoen bei der Entwicklung neuer Medikamente behilflich sein (Selzer et al.,
1999; Lecaille et al., 2002). In verschiedenen in vivo und in vitro Experimenten wurde bereits
die Wirksamkeit von Cysteinpeptidaseinhibitoren gegeniiber Parasiten belegt.
Cysteinpeptidaseinhibitoren hemmen das Wachstum und die Replikation von Plasmodium
falciparum (Rosenthal et al., 1991; Rosenthal et al., 1996), Trypanosoma cruzi (Ashall et al.,
1990; Harth et al., 1993; Franke de Cazzulo et al., 1994; Engel et al., 1998b), Trypanosoma
brucei (Troeberg et al., 1999) und Leishmania major (Selzer et al., 1997).

In verschiedenen in vivo Experimenten mit Médusen fiihrten Cysteinpeptidaseinhibitoren zum
milderen Krankheitsverlauf von Leishmania Infektionen (Selzer et al., 1999) zur Abtotung
von Trypanosoma brucei (Scory et al., 1999) und zur Heilung experimenteller Trypanosoma
cruzi (Engel et al., 1998a), sowie experimenteller Plasmodium vinckei Infektionen (Olson et
al., 1999; Singh et al., 2001; Lee et al., 2003).
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Die proteolytische Aktivitdt von Trypanosoma cruzi wird hauptsdchlich einer Cathepsin-L
dhnlichen Cysteinpeptidase zugerechnet. In einer Studie mit zwei Fluoromethylketonen als
irreversible Substratanaloga hatten Konzentrationen, die den Lebenszyklus des Parasiten
unterbrachen, keine Wirkung auf Makrophagen, Fibroblasten oder epitheliale Zellen in vitro.
Aus der unterschiedlichen Affinitdt der Cysteinpeptidasen des Parasiten im Vergleich zu den
Cysteinpeptidasen des Wirtes kann geschlossen werden, dass Cysteinpeptidaseinhibitoren die
Moglichkeit bieten die Chagas-Krankheit wirksam zu bekdmpfen (Harth et al., 1993).
Allerdings zeigten Fluoromethylketone in hheren Dosierungen toxische Nebenwirkungen.
Aus der Suche nach weniger toxischen Inhibitoren gingen Vinyl-Sulfone hervor, die im
Tiermodell mit Méusen T. cruzi abgetdtet haben. Aus weiteren Versuchen ist der selektive
Cruzaininhibitor K11777 hervorgegangen. Die fehlende Toxizitdt von Vinyl-Sulfonen liegt
darin begriindet, dass die im Blut vorhandenen Inhibitorkonzentrationen ausreichen um
Cysteinpeptidasen des Parasiten zu inhibieren, intrazelluldre Cysteinpeptidasen des Wirtes
jedoch nicht erreicht werden.

Anders als zur Zeit fir die Amoebiasis stellt die zunehmende Resistenz von Plasmodiun
falciparum gegeniiber Malariamedikamenten ein groles Problem dar (White 1998). Als
Alternative Behandlungsmoglichkeit werden Cysteinpeptidaseinhibitoren in Erwigung
gezogen. Die Cysteinpeptidase Falcipain ist eine fiir P. falciparum essentielle Himoglobinase
(Rosenthal et al., 1988; Shenai et al., 2000). Durch Cysteinpeptidaseinhibitoren kann die
Hydrolyse von Himoglobin blockiert werden, worauthin die Entwicklung des Parasiten zum
Stillstand kommt (Rosenthal et al., 1991; Rosenthal et al., 1996). Verschiedene Stimme von
P. falciparum, die unterschiedliche Medikamentenresistenzen aufwiesen, waren gegeniiber
Cysteinpeptidaseinhibitoren gleichermallen sensitiv. Die Sequenz von Falcipain ist zwischen
den verschiedenen Malariastimmen hochkonserviert. Vermutlich trat deshalb keine
Kreuzresistenz ~ zwischen verschiedenen Cysteinpeptidaseinhibitoren und Malaria-
Medikamenten auf und Falcipain stellt somit ein mdgliches "drug-target" dar (Singh et al.,
2001). Méause konnten bereits mit Cysteinpeptidaseinhibitoren von normalerweise tddlich
verlaufenden Malariainfektionen geheilt werden (Rosenthal et al., 1993; Olson et al., 1999).
Allerdings muss erwdhnt werden, dass es Singh et al. gelang Vinyl-Sulfone-
Cysteinpeptidaseinhibitor resisistente Plasmodium falciparum zu generieren. Die resistenten
Zellen waren gegeniiber verwandten Dipeptidylinhibitoren auch resistent, besa3en allerdings
eine minimale Resistenz gegeniiber anderen Cysteinpeptidaseinhibitoren. Die Resistenz ging
nach ca. 12 wochiger Kultivierung ohne Cysteinpeptidaseinhibitor verloren. Die Resistenz
war spezifisch flir den Cysteinpeptidaseinhibitor, der fiir die Selektion verwendet wurde und
beruhte auf dem verdnderten Transport des Cysteinpeptidaseinhibitors und der Amplifikation
der Gene, die fiir die Proteine codieren (Singh et al., 2004).

Fir E. histolytica konnte bislang in vivo keine Resistenz gegeniiber der momentanen
hauptsdchlich verwendeten Therapie mit Metronidazol bzw. Paromomycin beobachtet
werden. Demgegeniiber fiihrte die Kultivierung von E. histolytica mit Metronidazol zu

Metronidazolresistenten Amdben in vitro (Wassmann et al., 1999) und die Uberexpression
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des p-Glykoproteins durch stabile Transfektion fiihrte zur Resistenz gegeniiber Emetine
(Ghosh et al., 1996). Erst kiirzlich konnte die Resistenz gegeniiber Emetine aufgeklédrt werden
(Banuelos et al., 2002).

Aufgrund der guten Behandlungsmdglichkeit der Amoebiasis und da bislang keine
Resistenzen in vivo aufgetreten sind, erscheint es zur Zeit nicht vordringlich, eine alternative
Therapiemoglichkeit fiir die Behandlung der Amoebiasis zu entwickeln. Das vermehrte
Auftreten von Resistenzen in anderen parasitischen Protozoen und die viel versprechenden
Ergebnisse, die bislang in in vitro und in vivo Experimenten erzielt wurden, legen aber die
Uberlegung nahe, ob Cysteinpeptidaseinhibitoren eine mogliche Behandlungsalternative fiir

die Amoebiasis darstellen.

1.7 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Versuche zur Funktionsanalyse der Cysteinpeptidase EhCP5
durchgefiihrt werden. Hierzu sollte die Cysteinpeptidase EhCPS5S in einem geeigneten
Expressionssystem in E. histolytica tiberexprimiert und der Einfluss auf die proteolytische

Aktivitdt sowie die in vitro und in vivo Pathogenitét der Trophozoiten gemessen werden.

In einem zweiten Abschnitt sollte die Reaktion von E. histolytica auf
Cysteinpeptidaseinhibitoren untersucht werden. Da sich sehr leicht Resistenzen gegeniiber
E-64 ausbildeten, sollte geklart werden, ob die Resistenz einen Einfluss auf die pathogenen
Eigenschaften der Zellen hat und auf welchem Mechanismus die Resistenz mdglicherweise
beruht.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien und Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich

(Taufkirchen) bezogen. Ausnahmen sind gesondert vermerkt

2.1.1 Chemikalien

[a-**P]dATP
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
Acrylamid/Bisacrylamid (49:1)
Agarose

Ampicillin

ATP

Bacto Agar

BCA Protein Assay

BCIP

Diamond Vitamin Tween 80 Solution (40x)
dNTP Set

DryStrip Cover Fluid

DTT

EDTA, APS

EGTA

Epon 812

G418-Sulfat

Gelatine vom Schwein (Haut)
Gliicksklee Magermilchpulver
Glycerin

Hefeextrakt

HEPES

IPTG

L-Gluthamin
Ni-NTA-Superflow™
Penicillin
Penicillin-Streptomycin
Reduziertes und oxidiertes Glutathion
Rinderserumalbumin (BSA)
RPMI 1640

SDS

"SEAKEM" GTG Agarose

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Hybaid, Ashford, GB

Hybaid, Ashford, GB

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Becton Dickinson, Cockeysville, USA
Pierce Chemicals, Rockford, USA

Biomol, Hamburg

JRH Biosciences, Lenexa, USA
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Biomol, Hamburg

Serva Electrophoresis, Heidelberg:

Merck, Darmstadt

Fluka, Deutschland

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Nestlé, Frankfurt

Biomol, Hamburg

Becton Dickinson, Cockeysville, USA
Biomol, Hamburg

Biomol, Hamburg

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
QIAGEN, Hilden

Griinenthal, Aachen

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
Biomol, Hamburg

FMC BioProducts, Rockland, USA
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Sepharose CL-4B
Streptomycin
"TRIzol"-Reagenz
Trypticase Pepton
Trypton

X-Gal
Z-Arg-Arg-pNA
Z-Phe-Arg-pNA

2.1.2 Geréte und Materialien

10 ml-Leersdulen

3 MM Whatmanpapier

Cryotubes

Dialyseschldauche "ZelluTrans/Roth" 12,0
DNA Thermal Cycler 480
Elektroporationskiivetten (4 mm)

EM 910

Gelkammer fiir 2D-Gelelektrophorese
Gelkammer fiir SDS-PAGE

Gene Pulser™ Elektroporationsgerit
Horizon 58 Gelkammer fiir Agarosegele

Hybridisierungsrohrchen

Immobiline DryStrip, 18 cm, pH 3 — 10 und pH 4 -7

IPGphor™ Isoelectric Focusing System
Kulturschalen (50, 250 ml)

Microplate Reader MRX 11

MicroSpin™ S-300 HR Siulen
Mikrotiterplatten "96-well-plates"
Millipore ZipTip C18
Nitrozellulosemembran (Optitran BA-S 83)
NucleoBond-PC 2000 Megaprep-Kit
NucleoSpin Plasmid-Kit

Nylonmembran "Biodyne"

PCR Sprint, Temperature Cycling System
QIAGEN-tip 2500-Séulen

Rontgenfilm: BIOMAX™ MS
Rontgenfilm: X-OMAT™ AR

Sonifier 250

Sonorex Super

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sanativa, Werne

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
Becton Dickinson, Cockeysville, USA
Becton Dickinson, Cockeysville, USA
Appligene Oncor, Heidelberg

BACHEM Biochemica, Heidelberg
BACHEM Biochemica, Heidelberg

MoBiTec, Gottingen

Schleicher und Schiill, Dassel

Nalge Nunc Int., Rochester USA

Carl Roth, Karlsruhe

Perkin Elmer, Norwalk, USA
Eurogentec, Seraing, Belgien

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Owl Separation Systems, Portsmouth, USA
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

GIBCO BRL, Karlsruhe

Biometra, Gottingen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Dynex, Denkendorf

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Nunc, Roskilde, Danemark

Millipore, Bedford, USA

Schleicher und Schiill, Dassel
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren

GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
Hybaid, Ulm

QIAGEN, Hilden

Eastman Kodak, Rochester, USA
Eastman Kodak, Rochester, USA
Branson, USA

Bandelin electronic, Berlin
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SpeedVac, Concentrator 5301

Sterilfilter SterivacTM

Tischzentrifuge

UV-Stratalinker™ 1800

Voyager-DE™ STR Biospectrometry Workstation
Zellkultur-Testplatten "24-well-plates"

2.1.3 Enzyme und Enzyminhibitoren

DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment)
E-64

E-64d
p-Hydroxymercuribenzoat
Pwo-Polymerase
Restriktionsenzyme
T4-DNA-Ligase
Tag-Polymerase

Terminale Transferase, RNase A
Trypsin ("sequencing grade")
Z-Phe-Ala-DMK
Z-Phe-Phe-DMK

2.1.4 Immunreagenzien und Seren

(AP)-konjugierte Anti-Kaninchen-IgG (Esel)
Alkalische Phosphatase

AP-konjugierte Anti-Maus-IgG (Ziege)

Fotales Kdlberserum (FCS)

Monoklonale Anti-“Histidine Tag“-IgG (Maus)
Rinderserum

Eppendorf Hamburg

Millipore, Bedford, USA

Eppendorf Hamburg

Stratagene, La Jolla, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA
Nunc, Roskilde, Ddnemark

Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Bachem, Weil am Rhein

Bachem, Weil am Rhein

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

PAA Laboratories, Newport Beach, USA
Dianova, Hamburg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Spezifische Kaninchenantikorper gegen Peptidregionen maximaler Divergenz der
Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 von E. histolytica (Anti-PepEhCP1, Anti-PepEhCP2)
wurden von PD Dr. Matthias Leippe bereitgestellt.

2.15 Marker

Als DNA-Lingenstandards wurden die "DNA-Molecular Weight Marker V und VI" von
Roche Diagnostics (Mannheim) und "Gene Ruler™ 1kB Ladder" (MBI Fermentas, Vilnius,
Litauen) verwendet. Fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde der "prestained
SDS-PAGE Standard, Low Range", fiir die 2-Dimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese

der "prestained SDS-PAGE Standard, Broad Range" von Bio-Rad (Miinchen) eingesetzt.
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2.1.6 Puffer und L6ésungen

Die aufgefiihrten Puffer und Losungen werden im weiteren Text nicht ndher erldutert. Die

jeweiligen Arbeitskonzentrationen wurden durch verdiinnen der Stammldsungen mit Aqua

bidest hergestellt.

MOPS-Puffer (10x)

MOPS 200 mM
Natriumacetat 50 mM
EDTA 20 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf
7,0 eingestellt.

NaPBS (10x)

NazHPO4 67 mM
NaH2P 04 33 mM
NaCl 1,4M

Der pH-Wert wurde mit HCI1 auf
7,2 eingestellt.

PBS (10x)

Na,HPO, 57 mM
KH,PO, 18 mM
NaCl 750 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf
7,2 - 7,4 eingestellt.

SSC (20x)
NaCl 3M
Natriumcitrat 0,3M

Der pH-Wert wurde mit HCI auf
7,0 eingestellt.

SSPE (20x)

NaCl 3IM
NaH,PO, 0,2 M
EDTA 20 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf
7,4 eingestellt.

TAE-Puffer (10x)

Tris 0,4 M
Natriumacetat 50 mM
EDTA 20 mM

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

TBE-Puffer (10x)

Tris 0,89 M
Borséaure 0,89 M
EDTA 25 mM
TBS (10x)

Tris-HCI, pH 7,2 100 mM
NacCl I,5M

TE-Puffer (10x)
Tris-HCI, pH 8,0 100 mM
EDTA, pH 8,0 5 mM
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2.2 Organismen und Plasmide

2.2.1 Organismen

In Tab. 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme aufgefiihrt.
Tab. 2: Escherichia coli-Stdmme

Stamme relevanter Geno- oder Phéanotyp Referenz/Herkunft

BL21(DE3) hsdS, gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 lacUVS5-T7 genel) Dr. O. Fayet,
pAPlacl® [pAPlacI? Toulouse
SUpE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17, recAl,

DHS5a . (Hanahan 1983)
endAl, gyrA96, thi-1, relAl

F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) )

One Shot Invitrogen,
®80lacZAM15 lac X74 deoR rec Al araD139

Top 10™ R Karlsruhe
A(araleu)7697 gal U gal K rpsL (Str") endA1 nupG

Die in dieser Arbeit verwendeten E. histolytica und E. dispar-Isolate sind Patientenisolate, die
schon seit mehreren Jahren im Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin kultiviert werden
(BNI: Patientenisolate des Bernhard-Nocht-Institutes). Der Stamm E. histolytica HM-1:IMSS
"30459" wurde von der American Type Culture Collection (ATCC Nr. 30459) aus den USA
bezogen. Das Genom dieses Isolates wurde im TIGR- und Sanger Genomprojekt sequenziert.
Die Differenzierung zwischen E. histolytica und E. dispar erfolgte u.a. durch die in vitro
Amplifikation spezifischer Genfragmente (Tannich et al., 1991a).

E. dispar SAW 760 wurde monoxenisch mit Crithidia fasciculata kultiviert. E. dispar SAW
760 und Crithidia fasciculata wurden freundlicherweise von Dr. Graham Clark (London
School of Hygiene and Tropical Medicine, London, GB) zur Verfligung gestellt.

"Chinese hamster ovary"-Zellen (CHO-Zellen, Wildtyp) wurden von der "American Type
Culture Collection" bezogen (ATCC Nr.: CRL-9096).
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2.2.2 Plasmide

In der Tab. 3 sind die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Plasmide aufgefiihrt.
Genomische und cDNA-Klone der Cysteinpeptidasen von E. histolytica wurden
freundlicherweise von PD Dr. Iris Bruchhaus (Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg) zur

Verfligung gestellt.

Tab. 3: Klonierungsvektoren und rekombinante Plasmide

Plasmid Plasmid- Relevante Merkmale Referenz /
groBe? Herkunft
PBS(+) 3204 Amp', colEl ori, Fl ori, lacZ, T3- Stratagene, La Jolla,
und T7-Promotor, USA
PCR®2.1 3890 Amp', Km', colEl ori, F1 ori, plac, Invitrogen, Carlsbad,
lacZa, T7-Promotor USA
pJC45 2399 Amp', colEl ori, T7-Polymerase (Schluter et al., 2000)

unter Apy, lac Operator, 10His, Faktor

Xa, Terminator

pJC45-EhCP5 3307 s. pJC45, ehcp5 aus E. histolytica (Hellberg et al., 2002)
(Proform)

pNeoBox 5kB s. pBS(+), Neo', (Hamann et al., 1995)

pNeoCass 6011 s. pBS(+), Neo', 5'/3’-Aktinbereiche, (Wassmann et al.,
Lektinpromotor 1999)

pNeoEhCP2 6956 s. pNeoCass, ehcp2 aus E. histolytica (Hellberg et al., 2001)

pNeoEhCP5- 10,7 kBp s. pNeoBox, ehcp5 aus E. histolytica Das Konstrukt wurde
TOPO freundlicherweise von
Prof. Dr. E. Tannich
zur Verfligung gestellt

Bis auf die kduflich erworbenen Klonierungsvektoren lagen alle Plasmide in E. coli DHS5a

bzw. TOP10 Zellen als Wirtsstamm vor. * Die GroBe der Plasmide ist in Bp angegeben.
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2.3 Nahrmedien und Kulturbedingungen
2.3.1 Medien

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

Trypton 1,0% (w/v)

Hefeextrakt 0,5% (w/v)

NaCl 1,0% (w/v)

Agarplatten wurden durch zufiigen von 1,5% (w/v) Agar hergestellt.

RPMI-Medium

Vor der Benutzung wurde RPMI 1640 (GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe) durch die
Zugabe von 2 mM L-Guthamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 10 % (v/v)
inaktiviertes, fotales Kilberserum (FSC, 2 x 30 min, 56 °C) vervollstindigt und sterilfiltriert.
Inkomplettem RPMI-Medium wurde kein FCS zugegeben.

TY1-S-33 Medium (Diamond et al., 1978)

Trypticase 200 g
Hefeextrakt 10,0 g
Glukose 10,0 g
NaCl 20g
K>;HPO4 0,6 g
KH,PO4 0,6 g
L-Cystein 10g
Ascorbinsdure 02¢g
Fe-Ammoniumcitrat 22,8 mg

Die Bestandteile des Mediums wurden in 870 ml Aqua bidest gelost und der pH-Wert mit
5M NaOH auf 6,8 eingestellt. AnschlieBend wurde das Medium fiir 15 Minuten im
Dampfdrucktopf autoklaviert. Vor Benutzung des Mediums wurden 150 ml inaktiviertes
Rinderserum (2 x 30 min, 56°C), 30 ml Vitaminlésung ("Diamond Vitamin Tween 80
Solution" (40x)), 0,2 g Streptomycin und 2 x 10° U Penicillin zugegeben.

Das vollstindige Medium wurde mit einer Sterilfiltrationseinheit ("Sterivac") sterilfiltriert und

maximal 14 Tage nach der Herstellung verwendet.
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Medienzusatze
Medienzusitze sind in Tab. 4 aufgefiihrt.
Tab. 4: Medienzusatze

Medienzusatz Konzent"ratlon der Arbeitskonzentration
Stammlésung

Ampicillin 100 mg/ml* 100 pg/ml
G418 100 mg/ml** 10-100 pg/ml
Glukose 20 % (wW/v)° 0,5-2 % (V/v)
L-Gluthamin 200 mM* 2 mM

0,05-1 mM (rekombinante
IPTG 1 Mm¢ Expression)

3,75 mM (Agarplatte)
Kanamycin 50 mg/ml 50 pg/ml
Penicillin-Streptomycin 10000 U/ml Penicillin,* . 100 U/ml Penicillin, .

10000 pg/ml Streptomycin 100 pg/ml Streptomycin

Penicillin 2x10° U/ml° 200 U/ml
Streptomycin 0,2 g/ml° 200 pg/ml
X-Gal 20 % (w/v)' 0,075 % (v/v) (Agarplatte)

Die Losungen wurden sterilfiltriert, die Lagerung erfolgte bei —20 °C bzw. 4 °C.

Die Losung wurde autoklaviert, die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

cdef Die Komponenten wurden in Aqua ad iniectabilia®, Aqua bidest’, 0,1 M HEPES (pH 7,6)°, bzw.
N,N-Dimethylformamid® geldst.

b

2.3.2 Kultivierung und Ernte von Amdében

Trophozoiten der E. histolytica-Isolate HM-1:IMSS "BNI" und HM-1:IMSS "30459" wurden
unter sterilen Bedingungen axenisch, Trophozoiten von E. dispar SAW 760 wurden
monoxenisch in co-kultur mit Crithidia fasciculata in mit 15 % (v/v) Rinderserum und
Antibiotika komplettiertem TYI-S-33-Medium (s. 2.3.1) unter mikroaerophilen Bedingungen
(< 5% 0O,) bei 35°C in 50 ml bzw. 250 ml Kulturschalen kultiviert.

Crithidia fasciculata wurde bei RT in TYI-S-33 Medium in 250 ml Kulturschalen kultiviert,
die ca. zu 2/3 mit Nahrmedium gefiillt waren. Ca. 3% (v/v) Crithidia fasciculata der spiten
logarithmischen Wachstumsphase wurden E. dispar zugegeben.

Fiir die Versuchsdurchfithrungen wurden Trophozoiten von E. histolytica und E. dispar stets
in der spiten logarithmischen Wachstumsphase geerntet. Um die Amdben zu ernten, wurden
die Zellkulturschalen fiir 5 — 10 min auf Eis gestellt, wodurch sich die Zellen vom Untergrund
ablosten und dekantiert werden konnten. Die Amoben wurden zentrifugiert (400 x g, 5 min,
4°C) und zweimal mit kaltem TYI-S-33 Medium bzw. PBS gewaschen. Wenn nétig, wurde
die Zellzahl mit der NEUBAUER-Zdhlkammer bestimmt.



Material und Methoden 33

2.3.3 Kultivierung weiterer Organismen

CHO-Zellen wurden in mit 20 ml RPMI-Medium (s. 2.3.1) gefiillten 250 ml Zellkulturschalen
bei 37°C unter gesittigter Luftfeuchtigkeit und 5% CO,-Atmosphire unter sterilen
Bedingungen kultiviert.

Fir die Versuchsdurchfiihrung wurden die Zellen mittels limitierter Trypsinbehandlung
abgelost. Die CHO-Zellen wurden anschlieBend fiir 5 min bei 4°C und 400 x g zentrifugiert
und zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Wenn noétig, wurde die Zellzahl mit der
NEUBAUER-Zihlkammer bestimmt.

E. coli wurde in LB-Medium aerob bei 37 °C in Reagenzglasern oder Erlenmeyerkolben auf
einem Rundschiittler (150—200 Upm) kultiviert. Fiir die Langfristige Aufbewahrung wurden
die Zellen bis zum erreichen der exponentiellen Wachstumsphase in LB-Medium kultiviert,

mit 1 Vol. 10% sterilem Glycerin versetzt und bei -70°C eingefroren.

2.4 Isolierung von Nukleinsauren

24.1 Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse (Plasmid-Mini-
Préaparation)

Fiir die Pridparation von Plasmid DNA im kleinen MaBstab wurde das QIAprep® Spin
Miniprep Kit (QIAGEN, Hilden) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Methode
beruht auf der alkalischen Lyse der Zellen (Birnboim et al., 1979).

2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse (Plasmid-Mega-
Praparation)

Fiir die Transfektion von E. histolytica und E. dispar wurden grofiere Mengen hochsauberer
Plasmid-DNA benétigt. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Nucleobond AX
Kit (Macherey Nagel, Diiren) nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde durch
Restriktionsverdau (s. 2.6.1) und Gelelektrophorese (s. 2.7.1) tiberpriift.

2.4.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Entamoeba sp.

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit TRIzol® (GIBCO BRL Life Technologies,
Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers. TRIzol® ist ein Phenol und chaotrope Salze

enthaltendes Reagenz, mit dem die RNA direkt aus Zellen und Geweben isoliert werden kann.
Die gefillte RNA wurde bei -70°C eingefroren.
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2.5 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren

2.5.1 Fallung von Nukleinsauren

Um DNA- und RNA-Ldsungen zu entsalzen bzw. zu konzentrieren wurde mit 0,7 — 0,8 Vol.
Isopropanol oder mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 2,5 Vol. 96% (v/v) Ethanol
gefillt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (15000 x g, 15 min, RT) und zweimal mit 70% (v/v)
Ethanol gewaschen. Die getrocknete DNA wurde in Aqua bidest oder TE-Puffer (pH 8,0), die
getrocknete RNA in DEPC-Wasser aufgenommen.

2.5.2 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle

Um die Konzentration wéssriger DNA- und RNA-LOsungen zu bestimmen, wurde die
Absorption bei 260 nm gemessen. Fiir eine optische Dichte (OD) von 1 wurde fiir
doppelstrangige DNA eine Konzentration von 50 pg/ml, fiir RNA und einzelstringige DNA
hingegen eine Konzentration von 40 pg/ml angenommen. Uber das Verhiltnis der OD2gonm Zu
OD;gonm Wurde die Reinheit der DNA- und RNA-Ldsungen bestimmt (Sambrook et al., 1989).

2.6 Enzymatische Modifikation von DNA
2.6.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

In analytischen Restriktionsverdauen (20 pl Ansatz) wurden 1 — 2 pg DNA mit 3 — 5 U
Enzym/ug DNA 1 — 2 Stunden inkubiert. Priparative Restriktionsverdaue (50 — 100 pl)
hingegegen wurden mit 20 — 40 ug DNA und 2 — 3 U Enzym/pug DNA fiir mindestens drei
Stunden inkubiert. Temperatur und Puffersystem wurden wie vom Hersteller empfohlen

verwendet.

2.6.2 Radioaktive Markierung von DNA

DNA-Sonden wurden mit dem "Prime-a-Gene® Labeling System" (Promega, Madison, USA),
das auf der Methode von Feinberg und Vogelstein (Feinberg et al., 1983) beruht, radioaktiv
markiert. Zundchst wurden 25 ng eines linearen DNA-Fragments in 30 pul Aqua bidest fiir
5 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Nach der Zugabe von 1 x
labeling Puffer, 400 pg/ml BSA, 20 uM dCTP, dGTP, dTTP 50 pCi [a->’P]dATP und 5 U
DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) wurde der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die freien Nukleotide {iiber eine Gelfiltrationssdule
(MicroSpin™ S-300 HR Column) entfernt. Die freien Nukleotide verblieben auf der Saule,
wihrend sich die markierte DNA im Durchfluss befand. Die fertige DNA-Sonde wurde vor
dem Gebrauch fiir 5 min bei 95 °C denaturiert.
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2.7 Trennung von DNA und DNA-Fragmenten
2.7.1 Agarosegelelektrophorese

Um negativ geladene DNA-Molekiile im elektrischen Feld sowohl analytisch als auch
praparativ zu trennen wurden Agarosegelelektrophoresen in Gelkammern der Firma Hybaid
(Ashford, GB) durchgefiihrt. Fiir die aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden - abhingig
von ihrer Grofe - Agarosekonzentrationen von 0,7% — 3% (w/v) in TBE Puffer verwendet,
denen zur spéteren Detektion der DNA-Banden im UV-Licht Ethidiumbromid (0,1 pg/ml)
beigemengt wurde. Die DNA wurde zunéchst mit einem entsprechenden Volumen an DNA-
Probenpuffer versetzt, die Trennung der DNA erfolgte bei einer Spannung von 5 Volt/cm in
TBE-Puffer. Die Fragmentlinge wurde anhand der unter 2.1.5 aufgefiihrten Grof3enmarkern
bestimmt, auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht wund fotografiert
(Mini-Transilluminator; BIO-RAD, Miinchen).

DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)

Xylene Cyanol FF 0,25 % (w/v)

Saccharose 40 % (W/v)

2.7.2 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mit ""Elution Tubes"

Zur Ligation von DNA-Fragmenten in entsprechende Vektoren und zur Gewinnung von
DNA-Sonden wurden DNA-Fragmente aus Agarosegelen isoliert.

Hierzu wurden "Elution Tubes" ("Spin Columns", 2 ml, Ambion, Austin, USA) nach
Angaben des Herstellers eingesetzt. Die Agarosegelelektrophorese erfolgte unter
Standardbedingungen (s. 2.7.1). Die entsprechende DNA-Bande wurde mit einem Skalpell
ausgeschnitten, in "Elution Tubes" iiberfithrt und fiir mindestens drei Stunden bei -20°C
eingefroren. AnschlieBend wurde das "Tube" zentrifugiert (15000 x g, 20 min, RT) und die
DNA unter Zugabe von 1/10 Volumen NaAcetat (3M, pH 4,6) und 2,5 Volumen EtOH 100%
gefillt.
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2.8 Transformation von Escherichia coli

2.8.1 Herstellung kompetenter E. coli DH5a und E. coli BL21DE3 fur die
Transformation

Die Herstellung kompetenter E. coli DHSa erfolgte in 200 ml-Kulturen in LB-Medium, die
mit 1% einer Vorkultur inokuliert wurden. Nach erreichen einer ODgooum von 0,4—0,5
wurden die Zellen fiir 10 min auf Eis abgekiihlt, sedimentiert (3000 x g, 10 min, 4°C), in
34 ml eiskaltem FSB-Puffer resuspendiert, wiederum 10 min auf Eis gekiihlt, sedimentiert
(3000 x g, 10 min, 4°C) und in 8 ml FSB-Puffer aufgenommen. Unter kontinuierlichem
Schwenken wurde 280 pl DMSO hinzugegeben, die Zellen fiir 15 min auf Eis gekiihlt, erneut
280 pl DMSO unter Schwenken hinzugefiigt, sofort aliquotiert und in Trockeneis / Ethanol
eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70°C.

Kompetente E. coli BL21(DE3)pAPlacI? wurden fiir die rekombinante Expression von
Cysteinpeptidasen verwendet. Die Zellen wurden — wie obig beschrieben — in LB-Medium
dem 50 pg/ml Kanamycin zugegeben wurde kultiviert, sedimentiert (3000 x g, 10 min, 4°C),
in 20 ml kaltem 50 mM CaCl, resuspendiert, erneut sedimentiert (3000 x g, 10 min, 4°C), in
2ml 50 mM CaCl, aufgenommen, unter Schwenken mit 50% Glycerin und 7% DMSO
versetzt, sofort aliquotiert und in Trockeneis / Ethanol eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-70°C.

FSB-Puffer ("Frozen Storage Buffer")

Kaliumacetat 10 mM
MnCl, 45 mM
CaCl, 10 mM
KCl 100 mM
Hexamincobalt(Ill)chlorid 3 mM
Glycerin 10% (v/v)

pH-Wert 6,4 mit 0,1 M HCI

2.8.2 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli wurden mittels Hitzeschock transformiert (Cohen et al., 1972). Hierzu
wurden 5 pl Ligationsansatz (siehe 2.30.7) zu 200 ul der eingefrorenen kompetenten Zellen
gegeben und fiir 30 min auf Eis gekiihlt. Die Zellen wurden einem Hitzeschock ausgesetzt
(90 s, 42°C), kurz auf Eis abgekiihlt und mit 1 ml LB Medium (RT) versetzt. Die Zellen
wurden geschiittelt (60 min, 37°C), auf LB-Selektionsplatten ausplattiert und bei 37°C {iber
Nacht inkubiert. Wenn das Klonierungssystem eine Blau-Wei-Selektion ermoglichte,
wurden X-Gal (45 ul, 2% (w/v)) und IPTG (45 ul, 0,1M) vor dem Ausplattieren zum

Reaktionsansatz gegeben.
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2.9 Transfektion von Entamoeba sp.

Die Transfektion von Entamoeba sp. durch Elektroporation beruht auf der kurzfristigen
Permeabilisierung der Zellmembran und der damit verbundenen erleichterten Aufnahme von
DNA (Nickel et al., 1994).

2.9.1 Praparation der Amdben fur die Elektroporation

Amoben der spiaten Logphase wurden unter sterilen Bedingungen fiir die Elektroporation
vorbereitet. Das Protokoll bezieht sich auf die Verwendung von 1 x 107 Zellen.

1. Abldsen der Zellen durch Inkubation auf Eis

2. Waschen der Zellen mit 50 ml sterilem NaPBS, (400 x g, 3 min, 4°C)

3. Waschen der Zellen mit 10 ml sterilem NaPBS (400 x g, 3 min, 4°C)

4. Waschen der Zellen mit 5 ml inkompletten "Cyto-Mix" (400 x g, 3 min, 4°C)

5

. Zellsediment in 3,6 ml komplettem "Cyto-Mix" resuspendieren

2.9.2 Transfektion der Amdben

Fiir die Elektroporation wurden je 800 ul der Amobensuspension und 100 pl Plasmid-DNA
(1pg/ul) (s.2.4.2) in eine Elektroporationskiivette (Durchmesser: 0,4 cm, Eurogentec)
gegeben, kurz geschwenkt und bei 1200 V und 25 pF zweimal hintereinander elektroporiert
(Gene Pulser™; BIO-RAD, Miinchen). Die resultierende Zeitkonstante betrug 0,3 — 0,4 ms.
Die Zellen wurden in 50 ml Zellkulturschalen mit warmen TY-1-S33 Medium (s. 2.3.1)
tiberfiihrt.

29.3 Selektion rekombinanter Amoben

Nach der Transfektion wurden die Amoben 48 h ohne Selektionsdruck kultiviert.
Anschliefend wurde mit 10 pg/ml G418, nach 2 — 3 Wochen mit 50 pg/ml G418

selektioniert.

"Cyto-Mix" (inkomplett) HEPES-Puffer (10x)
KCl 120 mM NaCl 1,45 M
CaCl, 0,15 mM KCl1 50 mM
Kaliumphosphatpuffer,pH 7,6 10 mM Na,HPOg4 10 mM
HEPES, pH 7,6 25 mM Glukose 100 mM
EGTA, pH 7,6 2mM HEPES 100 mM
MgCl, 5mM Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0
eingestellt. Vor Gebrauch wurde der Puffer
Direkt vor Gebrauch wurden 2,5 mg/ml auf 1 x HEPES-Puffer verdiinnt, 4 mM
ATP und 3 mg/ml reduziertes Glutathion CaCl, zugesetzt und der pH-Wert

zugesetzt. kontrolliert.
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2.10 Northern-Blot

Im Northern-Blot wird RNA nach der elektrophoretischen Trennung im Agarosegel auf eine
Membran transferiert.

Da RNA zur Ausbildung von Sekundirstrukturen neigt, wurde die durch Hitze (5 min, 60°C)
denaturierte RNA in einem formaldehydhaltigen Agarosegel in 1 x MOPS-Puffer getrennt,
wodurch die Ausbildung von Sekundirstrukturen weitestgehend verhindert wird. Hierzu
wurde zundchst ein 0,8%iges Agarosegel in 1 x MOPS angesetzt, in der Mikrowelle
aufgekocht (SEAKEM® GTG Agarose) und nach dem Abkiihlen auf ca. 45°C Formaldehyd
(6,7% (v/v)) zugegeben. MOPS-Puffer wurde als Laufpuffer verwendet.

Zu 28 pl RNA-Probenpuffer wurden 10 — 20 pg RNA in einem Volumen von maximal 28 pl
gegeben und erwdrmt (5 min, 60°C). AnschlieBend wurde 4 pl "RNA-Dye" und 1 pl
Ethidiumbromid (1 mg/ml) hinzugegeben. Die Proben sind in das Gel eingelaufen (30 min,
70 V) und wurden anschlieBend {iber Nacht bei 1 Volt/cm getrennt. Die Agarosegele wurden
im UV-Licht dokumentiert. Fiir den Blotautbau wurden zunidchst mehrere Lagen
Zellstoffpapier, anschlieBend zwei Lagen 3MM Whatmannfilterpapier, eine mit 20 x SSC
befeuchtete Nylonmembran (Biodyne, GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe) das
Agarosegel und schlieBlich zwei Lagen mit 20 x SSC befeuchtete 3MM
Whatmannfilterpapier aufeinander gelegt. Auf den Stapel wurden mit 20 x getrinkte
Schwimme gelegt und 3 — 18 Stunden bei RT "geblottet".

Mittels Bestrahlung mit UV-Licht wurde die RNA kovalent an die Membran gebunden
(1200 kJ, UV Stratalinker™ 1800, Stratagene, La Jolla, USA) und im UV-Licht
dokumentiert. Die Membran wurde trocken bei RT gelagert oder direkt fiir die Hybridisierung

eingesetzt.

RNA-Probenpuffer "RNA-Dye"

MOPS-Puffer (1x) 72 pul Glycerin 50% (v/v)
Formaldehyd (37 % [v/v]) 128 ul EDTA, pH 8,0 1 mM
Formamid 360 pl Bromphenolblau 0,25% (w/v)

Xylene Cyanol FF 0,25% (W/v)
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211 Hybridisierung von Nukleinsduren mit radioaktiv markierter
DNA

Die Nylonmembran wurde in Hybridisierungsrohren gegeben und im "Church-Mix" in einem
Hybridisierungsofen (Duo-Therm-Hybridisierungsofen; Biometra, Gottingen) inkubiert
(mindestens 30 min, 55°C).

Die radioaktiv markierte DNA-Sonde (s. 2.6.2) wurde denaturiert (3 min, 95°C) und zur
Nylonmembran in die Hybridisierungsrohre gegeben (iiber Nacht, 55°C). Die Membran
wurde mit Church-Wash gewaschen (30 min, 55°C), in Polyethylenfolie eingeschweilit und
mit einem Rontgenfilm (X—OMATTM; Eastman Kodak, Rochester, USA) in einer Filmkassette
mit Verstirkerfolie in Abhingigkeit von der Signalstirke eine Stunde bis mehrere Tage bei
-70°C inkubiert.

Feucht gelagerte Northern-Blots konnten mehrfach hybridisiert werden. Hierzu wurde
zundchst die erste Sonde mithilfe von 0,1 x SSC / 0,1% SDS bei ca. 90°C entfernt. Die
Losung wurde wenn notig mehrfach gewechselt und die Entfernung der radioaktiven
Strahlung mit einem Geigerzéhler iiberpriift. Wenn mit dem Geigerzéhler keine Strahlung

mehr messbar war, wurde ein Film mindestens {iber Nach bei -70°C inkubiert.

"Church-Mix" "Church-Wash"

Na,HPO4 0,5M Na,HPO4 40 mM

SDS 7% (W/v) SDS 1% (w/v)
EDTA 1 mM Der pH-Wert wurde mit HCl auf 7,2
Der pH-Wert wurde mit HCl auf 7,2 eingestellt.

eingestellt.

2.12 Rekombinante Expression der ENCPS5 in Escherichia coli
Die Cysteinpeptidase EhCP5 aus E. histolytica wurden im Expressionsvektor pJC45 (siche

Tab. 3) rekombinant exprimiert. Die rekombinante Expression erfolgte in E. coli
BL21(DE3)pAPlacIQ Zellen (s. Tab. 2 und 2.8.1). Der Vektor wurde freundlicherweise von
PD. Dr. Iris Bruchhaus zur Verfiigung gestellt. Die genaue Beschreibung des Vektors und
seine Herstellung wurden von Hellberg et al. beschrieben (Hellberg et al., 2002).

Die Expressionsbedingungen sind im Abschnitt 3.1 beschrieben. Der Vektor pJC45 codiert
fir N-terminale Histidinreste am rekombinant exprimierten Protein. Mittels dieser
Histidinreste konnte die rekombinant exprimierte EhCP5 nach dem Zellaufschluf3 (siehe
2.13.1) mit der Ni*'-NTA-A ffinititschromatographie (siche 2.21) gereinigt werden.
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2.13 Herstellung zellfreier Extrakte
2.13.1 Zellaufschluss von E. coli durch Ultraschall

Zur Gewinnung von Rohextrakten 16slicher und unldslicher Proteine von E. coli wurden die
frisch geernteten oder eingefrorenen Zellsedimente vollstindig in Zellaufschlusspuffer
(2 ml/g Zellen) resuspendiert und rotiert (30 min, RT). Unter Eiskiihlung erfolgte der
Zellaufschluss in 15 s Intervallen bei mittlerer Einstellung in einer Ultraschallapparatur
(Ultraschall-Desintegrator "SONIFIER W-250"; Heineman, Schwibisch-Gmiind) bis die
Losung eine diinnfliissige Konsistenz aufwies. Das Lysat wurde zentrifugiert (20000 x g, 1 h,

4°C) und der Uberstand fiir die Reinigung der Proteine auf eine Nickel-Siule gegeben.

Zellaufschlusspuffer
Natriumphosphatpuffer,

pH 8,0 50 mM
NaCl 300 mM
2.13.2 Praparation zellfreier Extrakte von Entamoeba sp.

Trophozoiten von E. histolytica und E. dispar wurden in der spiten logarithmischen
Wachstumsphase geerntet. Hierzu wurden zunidchst das Nidhrmedium nahezu vollstindig
dekantiert, die Zellkulturschalen auf Eis inkubiert bis sich die Zellen von Boden der
Zellkulturschale ablosten (5 — 10 min), anschlieend die Zellen dekantiert und sedimentiert
(400 x g, 5 min, 4°C). Die Zellen wurden anschlieBend zweimal mit NaPBS gewaschen
(400 x g, 5 min, 4°C) und durch viermaliges einfrieren / auftauen in Trockeneis / Ethanol
lysiert und die Zellbruchstiicke sedimentiert (15000 x g, 15 min, 4 °C). Wenn notwendig
wurde vor der Lyse E-64 (10 — 50 uM) hinzugefiigt. Die Lagerung erfolgte bei -70°C.
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2.14 Gewinnung von Antikorpern

2.14.1 Immunisierung von Hihnern und Mausen

Den Tieren wurde 100 pug rekombinant exprimierte EhCP5 in 150 pl NaPBS mit 150 pl
Freund's Adjuvans (komplett) subcutan injiziert. Im Abstand von zwei Wochen erfolgten
weitere Injektionen, mit je 100 pg rekombinant exprimierter EhCP5 / 150 ul NaPBS in

inkomplettem Freund's Adjuvans.

2.14.2 Gewinnung von Antikérpern aus Hihnereiern

Das Eigelb wurde vom Eiweil getrennt und mit destilliertem Wasser gewaschen.
Anschliefend wurde das Eigelb in 90 ml destilliertes Wasser gegeben und mit 1 M Salzsdure
ein pH-Wert zwischen 5,2 und 5,5 eingestellt. Unter langsamen Rotieren wurde inkubiert
(6 h, 4°C) und anschlieBend zentrifugiert (10000 x g, 25 min, 4°C).

Der Uberstande wurde bei RT durch Zugabe von 20 g Na,SO, pro 100 ml gefillt und fiir
weitere 20 min rotiert. Die gefdllten Proteine wurden sedimentiert (1800 x g, 30 min, RT) und
in einem Volumen von 5 ml NaPBS / Ei aufgenommen. Die Proteine wurden aliquotiert und
bei -20 °C gelagert.

2.14.3 Gewinnung von Antiseren aus Blut

Zur Blutabnahme wurden Mause mit CO, getétet, die Bauchdecke gedffnet und mit einer
Kantile das Blut aus dem Herzen entnommen. Das Blut wurde zum koagulieren stehen
gelassen (30 min, RT), zentrifugiert (10 min, 2000 x g, RT), das Serum aliquotiert und bei

-20°C eingefroren.

2.15 Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Bicinchoninsdure (Smith et al., 1985;
Wiechelman et al., 1988). Proteine reduzieren Cu" -Ionen in alkalischer Losung zu Cu’-Ionen
(Biuret Reaktion), die mit Bicinchoninsidure hochspezifisch ein violettes Reaktionsprodukt
mit starker Absorption bei einer Wellenlinge von 560nm bilden. Die Reagenzldsung setzt
sich aus den Losungen A und B im Verhéltnis 50:1 zusammen (BCA Protein Assay). 10 ul
Probenvolumen wurden mit 200 pl Reagenz inkubiert (30 min, 37°C) und die Extinktion bei
einer ODsgp nm am ELISA Reader gemessen. Die Proteinkonzentration wurde im Bereich von
0 — 2,0 mg/ml mittels einer BSA-Eichgerade (Pierce Nr. 23210) ermittelt.
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2.16 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteine wurden im diskontinuierlichen System nach Laemmli in Gelvorrichtungen mit den
Abmessungen 13 x 8 cm (Phase, Liibeck) als SDS-Protein-Komplexe unter denaturierenden
Bedingungen in Abhédngigkeit von ihrer molekularen Masse elektrophoretisch getrennt
(Laemmli 1970). Je nach molekularer Masse der zu trennenden Proteine wurden 10 oder

12%ige Trenngele verwendet, deren Zusammensetzung in Tab. 5 angegeben ist.

Tab. 5: Zusammensetzung der Gellésungen fir die SDS-PAGE

Acrylamidkonzentration (%) Trenngel Sammelgel
10 12 4
4 x Gelpuffer (ml) 1,88 1,88 1,25
30 % Acrylamid/Bisacrylamidlosung (ml) 2,5 3,0 0,65
Aqua bidest (ml) 3,1 2,6 3,05
APS (25 % [w/v]) (D) 25,0 25,0 25,0
TEMED (ul) 5,0 5,0 5,0

Probe und reduzierender SDS-Probenpuffer wurden, falls nicht anders angegeben, im
Verhéltnis 1:1 versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Der Gellauf erfolgte bei 20 —
25 mA/Gel und <120 V mit SDS-Elektrophoresepuffer. Die verwendeten Gréflenmarker sind
unter 2.1.5 aufgefiihrt.

Trenngelpuffer (4x) Sammelgelpuffer (4x)

Tris-HCI, pH 8,8 1,5M Tris-HCI, pH 6,8 0,5M

SDS 0,4% (w/v) SDS 0,4% (w/v)
SDS-Probenpuffer SDS-Elektrophoresepuffer (10x)
Tris-HCI, pH 6,8 125 mM Tris 0,25M
Glycerin 20% (v/v) Glycin 0,5M

SDS 2% (W/v) SDS 1% (W/v)
DTT 20 mM

Bromphenolblau 0,001% (W/v)
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2.17 Zweidimensionale Gelelektrophorese

In der Zweidimensionalen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese werden Proteingemische in
der ersten Dimension in einem immobilisierten pH-Gradienten anhand ihres isoelektrischen
Punktes (pl), in der zweiten Dimension anhand der molekularen Grof3e getrennt.

Zur weiteren Charakterisierung differentieller Spots kann nach der Trennung eine MALDI-
TOF-Analyse durchgefiihrt werden, um eine Aussage iiber differentiell exprimierte Proteine

zu treffen.

2.17.1 Vorbereitung der Zellextrakte fur die Isoelektrische Fokussierung

Zundchst wurden Zellen wie obig beschrieben geerntet mit PBS gewaschen und das
Zellsediment mit E-64 versetzt (siche 2.3.2.). Das Zellsediment wurde zentrifugiert
(140000 x g, 1 h, 4°C), die Proteinkonzentration gemessen (s. 2.15) und 0,5 — 1,5 mg Protein
des Uberstandes mit Probenpuffer vermischt. Das Gesamtvolumen betrug stets 350 ul, wobei
das Probenvolumen maximal 30% betragen durfte.

Die Proben wurden rotiert (30 min, 4°C), das Gesamtvolumen in das obere Drittel eines
Keramik-Gelhalters pipettiert, ein Gelstreifen (Immobiline Dry-Strip, Amersham Biosciences)
des gewiinschten pH-Bereiches luftblasenfrei aufgelegt und fiir 15 min bei RT rehydriert.
AnschlieBend wurde mit 500 pl "cover fluid" (Amersham Biosciences) iiberschichtet, der
Keramik-Gelhalter mit dem Deckel verschlossen und auf die "IPGphor Isoelectric Focusing

Unit" (Amersham Biosciences) verbracht.

2.17.2 Isoelektrische Fokussierung

In der isoelektrischen Fokussierung (IEF) werden Proteine anhand ihres isoelektrischen
Punktes (pI) getrennt. Proteine wandern dabei im elektrischen Feld aufgrund ihrer
spezifischen Ladung im immobilisierten pH-Gradienten, bis zu dem pH-Bereich, an dem ihre
Netto-Ladung neutral ist (dem isoelektrischen Punkt, pI). Die isoelektrische Fokussierung

erfolgte mit dem folgenden Protokoll:

Programm flr die Isoelektrische Fokussierung

Spannung Zeit
Rehydration 2h
30V 10 h
500 V lh
1000 V lh
2000 V lh
4000 V lh
8000 V 10h

100 V 5h
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Fiir die isoelektrische Fokussierung wurden zwischen 90000 bis 95000 Vhrs erreicht. Die
maximale Stromstdrke betrug 50 pA je Gelstreifen. Die fokussierten Gelstreifen konnten bei

-70°C eingefroren oder direkt fiir die zweite Dimension weiterverwendet werden.

2.17.3 Vorbereitung der Gelstreifen fur die zweite Dimension

Zunichst wurden die Gelstreifen in Aquilibrierungspuffer mit Dithiotreitol (DTT, 10 mg/ml)
rotiert (15 min, RT) wodurch die Proteine reduziert und der Gelstreifen mit SDS gesattigt
wurde. AnschlieBend wurden die Gelstreifen in Aquilibrierungspuffer mit Iodacetamid (IAA,
25 mg/ml) rotiert (15 min, RT), wodurch die reduzierten Sulthydrylgruppen irreversibel
alkyliert wurden.

2.17.4 Tris-Tricin Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der isoelektrisch fokussierten Proteine erfolgte in der
zweiten Dimension in diskontinuierlichen Tris-Tricin-Gelen (12%) der Dimension 0,175 x 18
x 18 cm (Elektrophoresekammer: P10DS, Hersteller: OWLScientific, USA), wobei auf ein
Sammelgel verzichtet werden konnte. Die Glasplatten wurden mit 96% (v/v) Ethanol
gereinigt. Das Trenngel wurde nach dem Giessen mit Isopropanol iiberschichtet, um eine
ebene Geloberfliache zu erhalten. Nach der Polymerisation des Trenngeles wurde Isopropanol
mit Aqua bidest abgespiilt, die Oberfliche mit Whatmannfilterpapier getrocknet und der
Gelstreifen der ersten Dimension mit der Plastikseite zur Glasplatte gewendet aufgelegt.
Agarose-Bett-Losung wurde aufgekocht, abgekiihlt bis ca. 60°C und der Gelstreifen zur
Fixierung iibergossen. Die obere Kammer wurde mit Anodenpuffer, die untere Kammer mit
Kathodenpuffer befiillt. Der Gellauf erfolgte liber Nacht (10 mA/Gel), bis die Lauffront den
unteren Rand des Geles erreicht hat.

Lésungen fur die 2D-Gelelektrophorese

Anodenpuffer Aquilibrierungspuffer
Tris-Pure 0,1 M Tris-HCI, pH 8&,8 50 mM
Tricin 0,1M Urea 6M
SDS 0,1% (w/v) Glycerol, 87% 30%

SDS 2%
Agarose-Bett-L6sung Bromphenolblau: Einige Kriimel
Agarose 0,5% (w/v) Vor Gebrauch zusetzen:
Bromphenolblau: Einige Kriimel DTT 10% (w/v)

In SDS-Elektrophoresepuffer IAA 25% (w/v)
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Kathodenpuffer Trenngel 13%

Tris-Pure 0,2M 2k AA/Bis AA 49:1 43,3% (v/v)

pH-Wert 8,9 mit HCI Tris-HCI, pH 8,8 25,0% (v/v)
Glycerol 87% 6,0% (v/v)

Rehydrationspuffer (1,25 x) Aqua bidest 25,8% (v/v)

CHAPS 2% (w/v) APS (40% [w/V]) 0,1% (v/v)

Urea 8 M Temed 0,1% (v/v)

Bromphenolblau:einige Kriimel

Vor Gebrauch zusetzen:

IPG-Puffer 0,5% (v/v)
DTT, IM 12 pl

2.17.5 Vorbereitung differentieller Spots fir die Massenspektrometrie

In Coomassiegelen detektierte differentielle Spots wurden auf einer mit Ethanol gereinigten
Glasplatte auf einem Leuchttisch mit sterilem Skalpell ausgestochen und bis zum tryptischen

Verdau bei -20 °C eingefroren.

2.17.6 Tryptischer Verdau differentieller Spots

Die Gelstiicke wurden 3 x 5 min mit je 1 ml Aqua bidest gewaschen, das Gelstiick auf einer
mit Ethanol gereinigte Glasplatte {iberfithrt und in 1 x 1 mm groB8e Stiicke zerkleinert. Die
Gelstiicke wurden mit 500 pul Aqua bidest in ein Eppendorf Gefal} iiberfithrt. Nachdem sich
die Gelstiickchen abgesetzt haben, wurde das Wasser abgenommen und 100 pl Acetonitril
(100%)/Ammoniumcarbonat (0,025 M) hinzugefiigt. Nach Absetzen der Gelstiicke wurde die
Losung abgenommen, 100 pl Acetonitril (100%) zu den Gelstiickchen gegeben und 2 min
stehen gelassen. Die Gelstiicke wurden durch das Acetonitril geschrumpft.

Die geschrumpften Gelstiicke wurden zum rehydratisieren in 10 pl der Trypsin-Verdiinnung
gegeben und kurz quellen gelassen. Nach der Zugabe von Ammoniumcarbonat (5 mM, 10 pl)
wurden die Eppendorf-Gefdlle mit Parafilm verschlossen und die Proteine bei 37°C {iber
Nacht — jedoch nicht ldnger als 15 Stunden — tryptisch verdaut. AnschlieBend wurden die
Ansitze kurz anzentrifugiert und der Verdau durch Zugabe von 0,3% TFA / 100% Acetonitril
gestoppt, im Wasserbad beschallt (10 min, hochste Stufe), geschiittelt (10 min, RT) und der
Uberstand in ein neues Eppendorf Gefil iiberfiihrt. Nach der Zugabe von 20 ul MeCN wurde
der Uberstand erneut abgenommen und zum ersten Uberstand gegeben. Das Gesamtvolumen
wurde in der "SpeedVac" bis zu einem Restvolumen von 2 — 3 pl eingeengt (15 - 60 min,
45°C). Die Peptide kleben an der Wand des Eppendorf-Gefidfies als Niederschlag und wurden
in 8 ul 0,1% TFA / 5% MeCN aufgenommen und im Ultraschallbad beschallt (10 min,

hochste Stufe, "Sonorex Super").
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2.17.7 Aquilibrieren der "ZIP-TIPS"

Zur Aquilibrierung der "ZIP-TIPS" (C-18, Millipore) wurden zunichst 3 x 10 pl MeCN,
danach 3 x 10 pl 0,1% TFA in ddH,O sehr langsam aufgezogen und wieder ausgedriickt. Die
dquilibrierten Sdulen wurden bis zur weiteren Verwendung in 1,5 ml Eppendorfgefile, in
denen 40 ul TFA vorgelegt wurde, zwischengelagert. Wahrend der verschiedenen
Aquilibrierungsschritte durften die Séulen niemals Trockenlaufen.

2.17.8 "ZIP-TIPS" mit Proben beladen

Bei der Beladung mit den Peptiden durften die Sédulen wiederum niemals trockenlaufen.

Zur Beladung wurde die Probe 10 x langsam aufgesogen und abgestoen und 3 x mit 0,1%
TFA gewaschen um Salze zu entfernen. Die fertig beladenen ZIP-TIPS wurden in 1,5 ml
Eppendorfgefdfien in 0,1% TFA gelagert.

2.17.9 MALDI-TOF

Die MALDI-TOF Analyse wurde freundlicherweise von Meike Bente am Forschungsinstitut
fiir Molekulare Pharmakologie (FMP), Abteilung fiir Peptidchemie, Dr. E. Krause, Robert-
Rossle-Str. 10, 13125 Berlin Buch, durchgefiihrt.

2.17.10  Peptidfragmente von der Sule eluieren

2,5 ul der Matrix wurden in ein 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal vorgelegt. Die wéssrige
Losung wurde aus den mit der Probe beladenen "ZipTips" herausgedriickt und 2,5 ul Matrix
5 x vorsichtig aufgesogen und wieder herausgedriickt. Die Proben wurden mit dem letzten
Ausdriicken auf das goldbeschichtete "MALDI-Grid" {iberfiihrt. Beim Trocknen der Proben
kristallisierte die Matrix mit den eingebundenen Peptiden aus. Jedes "MALDI-Grid" bot Platz
fiir 100 Proben, je Grid wurden zweimal eine Kalibrierungslosung (1 pl Standard und 1 pl
Matrix) aus einer definierten Peptidmischung, aufgetragen. Die Proben sind im trockenen
Zustand eine Woche haltbar. Gemessen wurde mit der "Voyager-DE™ STR Biospectrometry
Workstation" (Software Ver 5.01).

Die folgenden Parameter wurden eingestellt:

"Laser Energy" 29wl Elutionslosung / Matrix
"Shots/Spectrum" 150 ACHC 5 mg/ml
"Mass Range" 600 — 400 Da Acetonitril 60% (v/v)

"Low Mass Gate" 350 0,3% TFA 40% (v/v)



Material und Methoden 47

2.17.11  Auswertung der MALDI-TOF-Spektren

Die Auswertung der MALDI-TOF-Spektren erfolgte mit dem Programm DataExplorer V.
3.5.00.

2.17.12 Datenbanksuche

Die Datenbanksuche erfolgte im Internet mit den Suchprogrammen Mascot
(http://www.matrixscience.com) und MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu). Grundlage der
Suche waren die Datenbank "NCBInr." des jeweils aktuellen Datums. Weiterhin wurde die
Software "ProteinProspector", in der "MS-Fit" enthalten ist genutzt.

Die Suche erfolgte unter folgenden Parametern (angegeben fiir MS-Fit):

Database NCBInr. Peptide masses are monoisotopic

MW of Protein 1000 — 80000 Mass Tolerance 0,05

Protein pl 3-10 Digest Trypsin

Max reported hits variable Max.# ... cleavages 1

Sample ID Probenbezeichnung  Cys modified by unmodified

Min.#... Match mindestens 6 Possible Modifications Oxidation of M &

Instrument MALDI-TOF Acrylamide Modified
Cys

Nicht erwihnte Punkte wurden, wie in der Software vorab eingestellt, ibernommen.

2.18 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western-Blot)

In SDS-Polyacrylamidgelen getrennte Proteine wurden mittels Western-Blot im "Semi-Dry-
Verfahren" auf Nitrozellulosembranen transferiert und immobilisiert (Blotkammer OWL;
Hybaid, Ashford, GB). Sadmtliche fiir das Blotting bendtigte 3MM Whatman-Filterpapiere
und die Membran wurden mit Transferpuffer (I x CAPS) é&quilibriert und der Blot
folgendermallen aufgebaut: Auf die Kathodenseite der Blotapparatur wurden
3 Whatmanfilterpapiere, das Gel, die Membran und erneut 3 Whatmanfilterpapiere
luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die Proteine wurden nach Auflegen der Anodenplatte
transferiert (1,3 h, 1 mA/cm?).

CAPS-Puffer (10 x) CAPS-Puffer (1 x)
CAPS 0,1 M CAPS-Puffer (10x) 10% (v/v)
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 11.0 Methanol 10% (v/v)

eingestellt
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2.18.1 Immunologischer Nachweis von auf Membranen immobilisierten Proteinen

Auf Membranen transferierte Proteine (siche 2.18) wurden mit spezifischen Antikorpern
detektiert. Dazu wurde die Nitrozellulosemembran dem folgenden Férbeprotokoll unterzogen,
wobei sdmtliche Schritte bei RT unter leichtem Schwenken durchgefiihrt wurden.
1. Zur Blockierung freier Bindungsstellen wurde mindestens 30 min in 5 % Milchpulver
in TBS-T (1 x TBS/ 0,05 % Tween 20) geschwenkt
2. Nitrozellulosemembran mit spezifischem ersten Antikorper (1:100—1:500 verdiinnt in
5 % Milchpulver in TBS-T) inkubieren (1 h (RT) bis 12 h (4°C))
3. 3 x 10 min waschen der Membran in TBS-T
4. 60 min mit sekunddrem Antikorper (Anti-Kaninchen-IgG-AP-Konjugat oder Anti-
Maus-IgG-AP-Konjugat, 1:2000 bzw. 1:3000 verdiinnt in 5 % Milchpulver in TBS-T)
inkubieren
5. 3 x 10 min waschen der Membran in TBS-T
6. Membran in AP-Puffer dquilibrieren
7. Der enzymatische Nachweis erfolgte im Dunkeln durch Inkubation in AP-Entwickler-
16sung, bis Banden sichtbar wurden

8. Stoppen der Reaktion durch Schwenken der Membran in Aqua bidest

Die Membranen wurden getrocknet, dokumentiert, eingeschweit und bei 4°C lichtgeschiitzt
aufbewahrt.

Die gegen Bereiche maximaler Divergenz der Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2
gerichteten Antikorper Anti-PepEhCP1, Anti-PepEhCP2 wurden jeweils 1:100, der aus

HiihnereiweiB isolierte Antikorper wurde 1:500 verdiinnt eingesetzt.

AP-Puffer AP-Entwicklerlésung

Tris-HCI, pH 9,5 100 mM NBT(5 % [w/v] in 70 % DMF) 66 pl
NaCl 100 mM BCIP (5 % [w/v] in DMF) 33 ul
MgCl, 10 mM AP-Puffer ad 10 ml

Die Entwicklerlosung wurde stets frisch
angesetzt.
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2.19 Proteinfarbungen

2.19.1 Coomassie-Farbung nach Weber et al.

Eindimensionale SDS-Polyacrylamidgele wurden mit der unspezifischen Farbemethode nach
Weber und Osborn (1969, mod.) gefarbt (Weber et al., 1969). Die Gele wurden {liber Nacht in
Coomassie-Féarbelosung gefarbt und anschlieend unter mehrmaligen Wechsel der Losung in
Coomassie-Entfarber entfdrbt. Die Gele wurden mit Aqua bidest gespiilt, dokumentiert, in
Plastikfolie eingeschweif3t und bei 4°C gelagert.

Coomassie-Farbeldsung fur Gele Coomassie-Entfarbeldsung fur Gele
Coomassie Methanol 30% (v/v)
Brilliant Blue R-250 0,05% (w/v) Essigsédure 10% (v/v)
Methanol 50% (v/v)

Essigsédure 10% (v/v)

2.19.2 Coomassie-Farbung nach Neuhoff et al.

Fir die Coomassiefarbung von 2D-Gelen wurde die Proteinfirbung mit kolloidalem
Coomassie Brilliant-Blue G-250 verwendet (Neuhoff et al., 1988). Die Sensitivitit der
Féarbung nach Neuhoff ist hoher, als die des obig angegebenen Standardprotokolls
(siche 2.19.1). Die 2D-Gele wurden iiber Nacht auf dem Schiittler gefdrbt. Anschliefend
wurden die Gele mit 25%igem Methanol entfarbt und in 25%iger AMS Losung autbewahrt.

Coomassie-G250 Stammldsung Stammldsung

CBB-G250 5% (w/v) H3PO4, 85% 2% (W/V)
Ammoniumsulfat 10% (w/v)

Farbelosung CBB-G250 St.-Lsg. 3% (v/v)

Stammldsung 80% (v/v)

Methanol 20% (v/v)
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2.20 Bestimmung von Enzymaktivitaten
2.20.1 Proteolytische Aktivitat gegeniiber synthetischen Peptiden

Die proteolytische Aktivitdt von Zellextrakten wurde mit den synthetischen Peptiden Z-Arg-
Arg-pNA (Benzyloxycarbonyl-L-arginyl-L-arginin-p-nitroanilid), und Z-Phe-Arg-pNA in
einem Gesamtvolumen von 1 ml bestimmt. Hierzu wurden x pl (max. 100 pl) einer Probe mit
990-x pl CP-Puffer, dem 1 mM DTT zugesetzt wurde, versetzt. Durch die Zugabe von 10 pul
der Substratlosung wurde die Reaktion gestartet und y min bei RT inkubiert. Die Absorption
der Probe, verursacht durch die Abspaltung des p-Nitroanilins, wurde bei 405 nm im
Photometer gemessen. Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich alle Angaben in dieser
Arbeit auf die proteolytische Aktivitdt gegeniiber Z-Arg-Arg-pNA.

Berechnung: U ml! = AE VMessg. t'l(min) ¢! Vprobe'1

wobei g405nm fur Z-Arg-Arg-pNA = 8,8 cm? p,lmol'1 und 1 U =1 pumol Substratumsatz min’.

CP-Puffer Substratlésung

KH,PO4 100 mM Synthetisches Peptid 10 mM
EDTA 2 mM in 90 % DMSO

Der pH-Wert wurde mit KOH auf 7,0 Aliquots wurden bei —20 °C gelagert.
eingestellt.

2.20.2 Substrat-SDS-PAGE zum Nachweis von Peptidasen

Um die enzymatische Aktivitdit von Peptidasen im Zellextrakt von E. histolytica
nachzuweisen wurde 0,1% Gelatine vom Schwein (Haut) in SDS-Polyacrylamidgelen (s.
2.16) copolymerisiert. Die Zellextrakte wurden 1:2 mit SDS-Probenpuffer zusammengegeben
und 10 min bei 37°C erwidrmt. Die Proteingemische wurden elektrophoretisch getrennt (4°C,
<120 V und £20 mA/Gel), in 2,5% Triton X-100 geschwenkt (1h, RT), in Aktivierungspuffer
inkubiert (3h, 37°C) und mit Coomassie geférbt (s. 2.19.1)

Aktivierungspuffer
Natriumacetat, pH 5,2 100 mM
Triton X-100 1% (v/v)

DTT 20 mM
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2.21 Proteinreinigung durch Metall-Chelat-Affinitatschromatographie
Die Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie beruht auf der Féhigkeit bestimmter

Aminosduren, insbesondere Histidin, als FElektronendonator an Proteinoberflichen zu
fungieren und dadurch an Metallionen, vor allem Nickel und Kupfer, zu binden (Hochuli et
al., 1988). Die Metallionen wiederum sind tber Nitrilotriessigsdure an Agarose als
Trigermaterial gebunden. Die an die Siule gebundenen Proteine konnen bei der Ni*'-NTA-
Affinitdtschromatographie durch einen pH-Gradienten oder Imidazol eluiert werden. Die
Chromatographie kann grundsétzlich unter nativen oder unter denaturierenden Bedingungen
durchgefiihrt werden. Sedimentierte Bakterien einer Expressionskultur (siehe 2.12) wurden in
Zellaufschlusspuffer pH 8,0 resuspendiert (ca. 5 mg/ml Sediment) und auf Eis beschallt (3 x
20 s, Stufe 3 — 4, Sonifier 250, Branson USA) und zentrifugiert (15000 x g, 15 min, 18°C).
Der Uberstand wurde mit niedriger Flussrate auf eine Ni*"-NTA-Superflow-Siule (Quiagen)
aufgetragen. Die Matrix wurde nacheinander mit Puffer A (10 x Sdulenvolumen), Puffer B,
Puffer C, Puffer C mit 20 mM Imidazol und Puffer C mit 100 mM Imidazol gewaschen. Die
Waschschritte mit Puffer B und den verschiedenen Puffern C wurden bis zum erreichen einer
OD280 nm von < 0,01 durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proteine mit Puffer C mit
500 mM Imidazol von der Saule eluiert, fraktioniert und mit der SDS-PAGE (s. 2.16)
analysiert. Nach der Elution wurde das Sdulenmaterial mit Aqua bidest gespiilt und bei 4°C
im Dunkeln gelagert. Die Notwendigkeit das Sdulenmaterial zu regenerieren war an einem
Farbumschlag von griin-blaulich nach braunlich-grau zu erkennen. Das Nickel wurde durch
5 Vol. 100 mM EDTA, pH 8,0 eluiert, die Sidule mit Aqua bidest gewaschen und mit 2 Vol.
100 mM NiCl, oder NiSO4 regeneriert.

Puffer A Puffer B
Guanidinhydrochlorid 6M Harnstoff &M
NaH,PO4 100 mM NaH,PO4 100 mM
Tris 10 mM Tris 10 mM
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0
eingestellt. eingestellt.
Puffer C
Harnstoff &M
NaH,PO4 100 mM
Tris 10 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 6,3

eingestellt.
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2.22 Dialyse von Proteinldsungen

Proteinlosungen wurden zum Pufferwechsel gegen das 100-fache Puffervolumen bei 4°C in
Dialyseschliuchen (Spectra/Por “Membrane, MWCO:6-8000 / Spectrum Laboratories, USA)
dialysiert.

2.23 Erstellen einer Wachstumskurve

2 x 10° Amdben wurden zu Versuchsbeginn in die Vertiefungen einer "24-well-plate"
(NUNC) gegeben und bei 37°C unter anaeroben Bedingungen (Anaerocult A, Merck) in 2 ml
TY-Medium kultiviert. Die Zellzahl wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mit der
NEUBAUER-Zihlkammer bestimmt.

2.24 Bestimmung der ECs

1 x 10° Amoben wurden zu Versuchsbeginn in die Vertiefungen einer "96-well-plate"
(NUNC) gegeben und bei 37°C unter anaeroben Bedingungen (Anaerocult A, Merck) in
197 ul TY-Medium und 3 pl Volumen des jeweiligen Inhibitors kultiviert. Den
Kontrollansédtzen wurden 3 pl Losungsmittel des jeweiligen Inhibitors zugefiigt. Die Messung
erfolgte stets in Dreifachansidtzen. Nach 72 Stunden wurde das Medium dekantiert und
dreimal mit 37°C warmen NaPBS gespiilt. Um zu verhindern, dass sich die Amdben vom
Untergrund ablosen, wurde auf einer 37°C warmen Heizplatte gearbeitet. Anschlieend
wurden 10 pl ddH,O in die Vertiefungen gegeben und die "96-well-plate" fiir mindestens 3
Stunden bei -20 °C eingefroren. Fiir die Messung wurde 200 pl BCA-Reagenz in die
Vertiefung gegeben und die Zellkulturschale wie unter 2.15 beschrieben am "ELISA-Reader"

gemessen.

2.25 Bestimmung der cytopathischen Aktivitat von Amoben

Das Ausmal} der Zerstorung eines CHO-Zellrasens durch Amdben bzw. deren Zellextrakte
dient der Ermittlung der cytopathischen Aktivitdit und wurde nach einer modifizierten
Methode von Bracha und Mirelman (Bracha et al., 1984) durchgefiihrt. 1 x 10° CHO-Zellen
wurden in Zellkultur-Testplatten (24 "well-plate”, NUNC) ausgesit und fiir 48 h kultiviert (s.
2.3.3).

Der CHO-Zellrasen wurde mit 1 ml 37°C warmen RPMI-H-Medium gewaschen, 500 pl
warmes RPMI-H zugesetzt und die CHO-Zellen wihrend der Priparation der Amodben weiter
bei 37 °C und 5% CO,—Atmosphire inkubiert.

Trophozoiten von E. histolytica wurde wie unter 2.3.2 beschrieben kultiviert und geerntet. Die
Zellen wurden zweimal mit je 50 ml frischem inkompletten TYI-S-33-Medium gewaschen,
sedimentiert und in ca. 5 ml inkomplettem TYI-S-33-Medium aufgenommen. Die Zellzahl
wurde mit der Neubauer Zihlkammer bestimmt und eine Zellzahl von 1 x 10° Trophozoiten in

300 pl inkomplettem TY-Medium eingestellt.
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Fiir Versuche mit Trophozoiten wurde nach dem folgenden Protokoll verfahren:

. 300 pl der eingestellt Zellsuspension zu den CHO-Zellrasen in 500 ul RPMI-H geben.

2. Inkubation der Zellen bei 37°C, 5%CO;-Atmosphére. Der Verlauf der Reaktion wurde
mikroskopisch verfolgt.

3. Ablosen der Amoben durch 20 miniitige Inkubation auf Eis

4. Vorsichtiges waschen der CHO-Zellrasen mit kaltem RPMI-H

5. Fixieren der verbliebenen CHO-Zellen mit 1 ml 4% (v/v) Formaldehyd in NaPBS
(Losung stets frisch ansetzen (10 min))

6. Waschen mit 1 ml NaPBS

7. Férben der CHO-Zellen mit 0,5 ml 0,1% (w/v) Methylenblau in Gebrauchslosung.

8. Spiilen mit 1:10 verdiinnter Gebrauchslosung

9. Lysieren der Zellen mit 1 ml 0,1 M HCI fiir 30 min bei 37 °C

10. Messung des freigesetzten Methylenblaus durch Absorption bei 660 nm

Fiir Versuche mit Zellextrakten wurde die Proteinkonzentration mit dem BCA-Test (s. 2.15)
bestimmt und definierte Proteinkonzentrationen in konstanten Volumina NaPBS zu den CHO-
Zellrasen in 500 ul RPMI-H gegeben. Die Inkubation erfolgte — wie obig beschrieben — bei
37°C, 5%CO;-Atmosphire und der Verlauf der Reaktion wurde mikroskopisch verfolgt. Bis
auf Punkt 3 wurden nach dem obigem Protokoll weiter verfahren.

Die Methylenblaufirbung ist proportional zum Anteil der adhidrenten CHO-Zellen. CHO-

Zellen, die ohne Trophozoiten bzw. Zellextrakte inkubiert wurden, dienten der Kontrolle.

Stammldsung Gebrauchslosung, pH 8,8
Borséure 02M Stammlosung 73,6 % (V/v)
NaOH 0,1 M HCI1 (0,1 M) 26,4 % (v/v)

2.26 Bestimmung der Erythrophagozytose von E. histolytica

Die Phagozytoseaktivitit von E. histolytica wurde quantitativ mit Erythrozyten bestimmt
(Trissl et al., 1978; Mora-Galindo et al., 1997). Erythrozyten wurden dreimal (3000 x g,
5min, RT), Trophozoiten nur zweimal (400 x g, 5min, 4°C) mit inkompletten
TYI-S-33-Medium gewaschen. Die Zellen wurden resuspendiert und gezéhlt. Amoben und
Erythrozyten wurden im Verhéltnis 1:100 zusammengegeben und fiir 10, 20 und 30 Minuten
bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Durch die Zugabe von Aqua bidest lysierten die nicht
phagozytierten Erythrozyten. Die Amdben wurden zweimal mit NaPBS gewaschen und in
I ml 90% (v/v) Ameisensdure resuspendiert, wodurch das intrazellulire H&moglobin
freigesetzt wurde. Die Absorption der Proben wurde gegen einen entsprechenden
Reagenzienleerwert bei 397 nm ermittelt. Als Kontrollen dienten Amdben, die ohne

Erythrozyten inkubiert wurden.
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2.27 Bestimmung der hdmolytischen Aktivitat von E. histolytica

Die hdmolytische Aktivitdt wurde wie von Ankri beschrieben durchgefiihrt (Ankri et al.,
1998). Sowohl Erythrozyten als auch Trophozoiten wurden wie unter 2.26 aufgefiihrt
vorbehandelt, allerdings wurde NaPBS anstelle von TYI-S-33-Medium verwendet. Die Zellen
wurden im Verhéltnis 1:2000 zusammengegeben und im Wasserbad inkubiert (1 h, 37°C),
sedimentiert (5 min, 400 x g, RT) und die ODs79p, des Uberstandes am Photometer gemessen.

Ansitze, die nur Erythrozyten bzw. Trophozoiten enthielten, dienten der Kontrolle.

2.28 Bildung von Leberabszessen in Wistenrennmausen

Die Féhigkeit von Trophozoiten, Leberabszesse zu verursachen, wurde anhand eines
Tiermodells ermittelt. Die Injektion der Amodben in die Leber von weiblichen
Wiistenrennméusen (Meriones unguiculatus) erfolgte wie von Lotter et al. (1997) beschrieben
und wurde freundlicherweise von Dr. Hannelore Lotter (Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg)
durchgefiihrt. In der spdten logarithmischen Wachstumsphase geerntete Trophozoiten wurden
zweimal mit TYI-S-33-Medium gewaschen, im genannten Medium resuspendiert und gezahlt.
10°—10° Zellen wurden in einem Volumen von 100 pl in den rechten Leberlappen der Tiere
injiziert. Restliche Zellen wurden zweimal mit NaPBS gewaschen und fiir spétere
Untersuchungen bei —70 °C gelagert. Nach 3—7 Tagen wurden die Tiere getdtet und die

Anzahl und das Gewicht der Abszesse bestimmt.

2.29 Transmissionselektronenmikroskopie

Trophozoiten von E. histolytica wurden im Hochdruckverfahren cryofixiert und
cryosolubilisiert (Hohenberg et al., 1994). Die Cryofixierung und Cryosolubilisierung wurden
freundlicherweise von Stephan Pfeiffer an der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel,
Bereich Mikroskopie, durchgefiihrt. 1-Hexadekan wurde den gefrorenen Kapillarrohrchen
unter fliissigem Stickstoff entzogen. Die Proben wurde anschlieBend in vorgekiihlte R6hrchen
mit Aceton und 0,5% Uranylsdure iiberfiihrt. Die Dehydrierung wurde in einer
konventionellen Gefriereinheit (-90°C, 8h) gefolgt von zwei Substitutionsschritten (-70°C, 8 h
und -50°C, 8h) (AFS, Leica Bensheim, Deutschland) durchgefiihrt. Die Proben wurden in
Aceton (30 min, -50°C), 70% Aceton / 30% Epon (v/v) (2 h, 4°C) und 30% Aceton / 70%
Epon (v/v) (2 h, 4°C) gewaschen. Anschliefend wurden die Proben in reinem Epon inkubiert
(2 h, 4°C). Die Polymerisation erfolgte bei 60°C fiir 24h. Die Ultradiinnschnitte wurden mit
Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert und im Elektronenmikroskop untersucht (Zeiss EM
910 TEM). Die Einbettung und Anfertigung der Schnitte wurde freundlicherweise von
Christel Schmetz, Abteilung fiir Parasitologie des BNI, Bereich Elektronenmikroskopie,
durchgefiihrt.
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2.30 Klonierung der Cysteinpeptidase EnCP5
Im Folgenden ist die Herstellung des Vektors "pNeoEhCP5-TOPO" dargestellt. Der Vektor

wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. E. Tannich hergestellt und freundlicherweise fiir
diese Arbeit zur Verfiigung gestellt. Aus diesem Grunde erhilt die Herstellung des Vektors
einen separaten Abschnitt in dieser Arbeit.

Erginzend zur ehcp5S-codierenden Sequenz wurden 1,5 kBp der 3'-flankierenden Sequenz und
2,5 kBp der 5'-flankierenden Sequenz, aus genomischer DNA von E. histolytica HM-1:IMSS
"30459" mittels PCR amplifiziert, da 5°- und 3’-flankierende Sequenzen fiir die Expression
von Amobengenen eine wichtige Rolle spielen (Nickel et al., 1994; Purdy et al., 1994; Buss et
al., 1995; Purdy et al., 1996). Die hierfiir verwendeten Oligonukleotide 864 und 885
(siehe 2.30.1) enthielten Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme Xbal und HindIII.

Die verwendeten Vektoren sind in der Abb. 4 dargestellt.

pNeoBox (ca. 5kb):
EcoRlI Xbal  Hindlll

—l \
4|—|5‘-ac| neo |3‘—ac|—;

pNeo-EhCP5-TOPO (ca. 10,7 kb):
Hindlll  Xbal Hindlll Xbal

/ - _—
AS‘-ad neo |5‘-ac 5‘-ehcp5 3‘-ehcp5 |J—

pNeoCass (ca. 6 kb):
EcoRlI Kpnl BamHI
A

—

5‘—ac| neo | 3‘-ac | 5‘-Iec| 3‘-ac |7

pNeoEhCP2 (ca. 7kb):
EcoRlI

— _— I—l
4|_| 5‘-ac| neo I 3¢-ac | 5‘-lec ehcp2 500 bp

Abb. 4: Schematische Darstellung der Expressionsvektoren fir E. histolytica und E.
dispar.

Die obig schematisch dargestellten Expressionsvektoren leiten sich von dem Vektor PBS(+) (siehe Tab. 3) ab.
Die dargestellten Gene codieren fiir die Neomycin-Phosphotransferase (neo), 5’- und 3’-flankierende Bereiche
eines Aktin- bzw. Lektingens von E. histolytica (5’-lec, 3’-ac) und fiir die Strukturgene der Cysteinpeptidase
EhCP5 von E. histolytica (ehcp5) flankiert von 5’-ehcp5 (5°-ehcp5) und 3’°-ehcp5 (3°-ehcp5) flankierenden
Sequenzen. Die Kontrollzellen wurden mit dem Vektor "pNeoBox & HindIIl Linker" bzw. "pNeoCass"
transfiziert. Der Vektor pNeoEhCP2 diente weiteren Kontrollen und wurde freundlicherweise von PD. Dr. Iris
Bruchhaus zur Verfligung gestellt.
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2.30.1 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Die Konzentration
der Oligonukleotide wurde auf 10 uM eingestellt (siche 2.30.2).

Uberexpression in E. histolytica HM-1:1MSS ,,30459* und E. dispar SAW:760 PCR
864: gehcps Xbal/AS 28 GGT CTA GAT TAA CTC TCATTG AAATAGG
885: gehcps HindIIl / S26  GAA GCT TTA GTC AGT CAT AGT CTT AG

Sequenzierprimer:

101: CP5 — AS 23/2 GTT GAT GAA CAT TCT TTA CTA TT
102: CP5-S23/2 TTG TTG GTT GCT GGA TCA AAG AA
900: CP5 — PST S23 GGC TGC TGC AGA AGG ACC AGT TG
901:CP5 — PST AS23 GGC TGC AGC AGC ACG CAT AAG TG
Linker

909: 5'-AATTAAGCTT-3'

2.30.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der von Saiki et al. 1985 erstmalig angewandten PCR-Methode werden DNA-Fragmente
spezifisch in vitro amplifiziert (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988).

Fiir die in vitro Amplifikation der ehcp5 wurde die "Taq Expand Long Polymerase" (Roche,
Mannheim) verwendet. Diese Polymerase besitzt eine Fehlerkorrekturfunktion und eignet sich
besonders fiir die in vitro Amplifikation langer Fragmente. Weiterhin ermoglicht sie eine TA-
Klonierung (sieche 2.30.7). Im 100 pl-Reaktionsansatz wurden 10 ng Template-DNA, 1 x
"Expand Long PCR-Puffer 2" (Roche, Mannheim), 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl), je 1 uM
Oligonukleotid, je 200uM dNTPs und 3,5U "Taq Expand Long Polymerase"
zusammengegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit 100 pl Mineraldl {iberschichtet.

Nach der Denaturierung der DNA (2 min, 94°C) in einem Thermocycler (DNA Thermal
Cycler 480; Perkin Elmer, Norwalk, USA) folgte die Amplifikation der DNA iiber 35 der

folgenden Zyklen:

1. Denaturierung der DNA: 10 sec, 94°C
2. Hybridisierung der Oligonukleotide: 30 sec, 42°C
3. Synthese des Komplementérstranges: 6 min, 62°C

AbschlieBend wurde fiir 10 min bei 62°C inkubiert, um einzelne Adeninnukleotide, die fiir
das "TOPO TA cloning" bendtigt werden, anzufiigen.

Die Hybridisierungstemperatur x entspricht der Schmelztemperatur (T,,) der Oligonukleotide
und wird nach der Formel: T;,, = 69,3 + 0,41 (% GC-Gehalt) — 650/L berechnet.

(% GC-Gehalt = prozentualer GC-Gehalt, L = Lénge der Oligonukleotide) (Chester et al.,
1993).
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2.30.3 Klonierung der PCR-Produkte

Die GroBle der Amplifikate wurde im Agarosegel (0,7%) iiberpriift. AnschlieBend wurden die
5 kBp groflen Amplifikate in den "TOPO"-Vektor ligiert ("TOPO TA cloning kit", Invitrogen,
Karlsruhe) (sieche 2.30.7) und die erhaltenen Vektoren in "One Shot Top 10™ Zellen"
(Invitrogen, Karlsruhe) transformiert. Die Zellen wurden iiber Nacht auf Selektionsagarplatten
kultiviert und die GroBe der Inserts einzelner Klone nach Isolierung der Plasmid DNA (siehe
2.4.1) mittels ECORI Verdau und anschlieBender Agarosegelektrophorese (0,7%) kontrolliert.
Klone mit Inserts richtiger Grée (1,3 kBp und 3,7 kBp [ehcp5]; 3,9 kBp ["TOPO" Vektor])
wurden unter Verwendung der Oligonukleotide 101, 102, 900 und 901 sequenziert (siche
2.30.4). Ein Klon mit ehcp5 im offenen Leserahmen wurde fiir die spitere Verwendung

eingefroren.

2.30.4 DNA-Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgte mittels einer Variante der klassischen Didesoxy-
Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Sanger et al., 1980). Der Kettenabbruch basierte auf
dem Einbau fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide. Die Reaktionen wurde mit dem
"ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" (Perkin Elmer,
Foster City, USA) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung wurden
die spezifischen Oligonukleotide 101, 102, 900 wund 901 verwendet. Die
Sequenzierungsreaktion verlief iiber 25 Zyklen, die jeweils aus folgenden Schritten
bestanden: 10 s 96°C, 5 s 50°C, 4 min 60°C.

Anschlieend wurde der Reaktionsansatz mit 80 ul Aqua bidest versetzt und einer
Ethanolfillung mit 3 M Natriumacetat, pH 4,6 unterzogen (s.2.5.1). Die DNA wurde in
einem denaturierenden Polyacrylamidgel getrennt. Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe
eines ABI PRISM™ 377-DNA-Sequencers (Perkin Elmer, Foster City, USA) durch Susan

Ofori (Servicestation des BNI) ausgewertet.

2.30.5 Vorbereitung des Vektors pNeoBox

Da das zu klonierende DNA Fragment mit ca. 5 kBp sehr groB ist, sollte nur die ca. 1,8 kBp
Sequenz 5'-aktin-neo-3'-aktin des Vektors pNeoBox verwendet werden. Zu diesem Zweck
wurde der Vektor mit ECORI linearisiert und nach einer Kontrolle im Agarosegel (0,7%) mit
dem "HighPure Purification Kit" (Roche, Mannheim) gereinigt.

Mittels "Linker-DNA" wurde eine HindIII Schnittstelle vor die 5'-aktin Sequenz ligiert (siche
2.30.7). Hierzu wurde das "Oligonukleotid 909" verwendet, das mit sich selbst hybridisieren
kann. 20 pl "Oligonukleotid 909" (0,05 pg/ul) wurden mit 10 pl 5x Ligationspuffer fiir
15 min bei 70°C im Heizblock (Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Der Heizblock wurde

ausgeschaltet und bei RT langsam heruntergekiihlt. Dabei entstanden eine interne HindIII
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Schnittstelle und am 5'- und 3'-Ende Komplementédrsequenzen fiir ECORI restriktionsverdaute
DNA (siehe Abb. 5).

Oligonukleotid 909: AATTAAGCTT Ecorl  AATTAAGCTT HindIll

komplementar TTCGqATTAA

Abb. 5: Oligonukleotid 909.

Das Oligonukleotid 909 kann mit sich selbst hybridisieren. Dadurch werden interne HindIII Schnittstellen (rot
dargestellt) und am Ende der doppelstringigen DNA Komplementirsequenzen zur ECORI Schnittstelle (blau
dargestellt) gebildet.

Die so entstandene "Linker-DNA" wurde an die ECORI linearisierte "neobox"- Sequenz ligiert
(siehe 2.30.6) und chemisch kompetente DHS5aw Zellen mit diesem Konstrukt transformiert
(siehe 2.8).

Die Zellen wurden tiber Nacht auf Selektionsagarplatten kultiviert und die Plasmid-DNA
wurde isoliert (sieche 2.4.1). Nach einem Restriktionsverdau mit HindIIl wurde das 1,8 kBp
grofe "5'-actin-neo-3'-actin & HindIII-Fragment" aus einem Agarosegel (0,7%) eluiert (siche
2.30.10) und konnte fiir die weitere Klonierung verwendet werden.

2.30.6 Ligation der Vektoren

Im folgenden wird die Sequenz "ehcp5-TOPO" als Vektor und die Sequenz "5'-actin-neo-3'-
actin & HindIIl-Fragment" als Insert bezeichnet, da die Sequenz "5'-actin-neo-3'-actin &
HindIII-Fragment" in die Sequenz "ehcp5-TOPO" ligiert wurde.

Fiir die Préparation des Vektors wurden 34 pl der Plasmid DNA (ehcp5 im "TOPO" Vektor,
siche 2.30.3) mit dem Restriktionsenzym HindIII linearisiert (siche 2.6.1). Die GroBe des
Vektors wurde im Agarosegel (0,7%) tberpriift (8,9 kBp). Die Enden des Vektors wurden
dephosphoryliert (siehe 2.30.8), anschlieBend folgte eine Phenol-Chloroform Extraktion und
eine EtOH-Féllung (siehe 2.30.9 und 2.5.1). Der Niederschlag wurde in 25 pul Wasser
aufgenommen.

Fiir die Préaparation des Inserts wurden 34 ul "neobox & HindIII Linker" (siehe 2.30.5) mit
dem Restriktionsenzym HindIIl linearisiert. Zur Kontrolle wurde das Insert auf ein
Agarosegel (0,7%) aufgetragen.

Die DNA-Fragmente wurden iiber Nacht ligiert (sieche 2.30.7), in chemisch kompetente
DH5a-Zellen transformiert (siehe 2.8.2) und die Zellen iiber Nacht auf Selektionsagarplatten
kultiviert. Die Grofle der Inserts einzelner Klone wurde nach Isolierung der Plasmid DNA
(siehe 2.4.1) mittels HindIIl Verdau und anschlieBender Agarosegelektrophorese (0,7%)
kontrolliert.

Positive Klone, die Inserts richtiger Grofe (1,8 kBp und 8,9 kBp) enthielten wurden mit dem
Restriktionsenzym Xbal verdaut, um die Orientierung der Inserts zu iiberpriifen. Bei gleicher
Orientierung waren die GroBen 5,7 kB und 5 kB bei entgegengesetzter Orientierung waren die
GroBen 3,9 kBp und 6,8 kBp. Die Kontrolle im Agarosegel (0,7%) ergab, dass sechs Klone
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mit gleicher Orientierung der Sequenzen (3'-actin-neo-5'-actin-ehcp5) und acht Klone mit
entgegengesetzter Orientierung (5'-actin-neo-3'-actin-ehcp5) vorlagen. Klone mit Konstrukten
gleicher- und entgegengesetzter Orientierung wurden als Stammbkulturen eingefroren.

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mittels Plasmid-Mega-Priparation aus 500 ml
Kulturen (siehe 2.4.2).

2.30.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Vektor-DNA wurde mit den zu klonierenden DNA-Fragmenten im 10 pl-Ansatz im molaren
Verhiltnis von 1:3 ligiert. 100 ng Vektor-DNA wurden mit der entsprechenden Menge DNA-
Fragment, 1 x Ligationspuffer (Promega, Madison, USA), 1 ul ATP (10 mM, pH 7,0) und 3 U
T4-DNA-Ligase (Promega, Madison, USA) iiber Nacht bei 14 °C ligiert (Bolivar et al., 1992).
Der Ligationsansatz wurde bis zur Transformation, mindestens jedoch fiir eine Stunde bei
-20°C gelagert.

Ligationsansatz
pNeoEhCP5-TOPO (1:3 verdiinnt) 1 pl

AcNeoAc 4 ul
ATP (10 mM) 1 ul
Ligationspuffer 1 pul
Ligase 1l
Aqua bidest 2 ul

PCR-Produkte mit Adenosiniiberhingen konnten direkt in den Vektor pCR®2.1 - nach
Angaben des Herstellers - ligiert werden (TA Cloning® Kit; Invitrogen, Carlsbad, USA).

2.30.8 Dephosphorylierung von Vektor DNA

Vektor DNA, die mit nur einem Restriktionsenzym geschnitten wurde, kann religieren. Um
dies zu verhindern, wurden die Phosphatreste am 5'-Ende von Klonierungsvektoren mittels
alkalischer Phosphatase aus dem Kilberdarm ("calf intestine alkaline phosphatase", "CIP")
entfernt.

Hierzu wurde der restriktionsverdauten Vektor-DNA 10 ul CIP-Puffer und 2 pl CIP (NEB,
Frankfurt a.M.) zugegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert.

Im Anschluss wurde die alkalische Phosphatase mittels Phenol-Chloroform Extraktion aus
dem Ansatz entfernt (siche 2.30.9) und die DNA gefillt (sieche 2.5.1).
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2.30.9 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Proteine aus DNA-Ldsungen zu entfernen, wurden diese mit einem Volumen Chloropan
versetzt und intensiv gemischt. Chloropan ist eine Losung aus einem Volumen Tris-
gesittigtem Phenol und einem Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1). Um die Phasen
zu trennen, wurde 5 min mit 15.000 x g zentrifugiert und anschlieend die obere (wissrige)
Phase mit einem Ausgangsvolumen an Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) extrahiert und
5 min mit 15.000 x g zentrifugiert. Anschlieend erfolgte ein Féllung der DNA aus dem

Uberstand wie unter 2.5.1 beschrieben.

2.30.10  Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mit dem " Gene Clean Kit""

DNA-Fragmente wurden mit dem "GeneClean Spin Kit" (Qbiogene, Heidelberg) nach

Angaben des Herstellers aus Agarosegelen eluiert.

2.30.11 Transfektion der Amdben

Die Amdben wurden mit den obig abgebildeten Vektoren "entgegengesetzter Orientierung"
transfiziert und mit 50 pg/ml G418 selektioniert (siche 2.9). Der Vektor "pNeoBox & HindIIl
Linker" wurde stets als Kontrollvektor verwendet (siche Abb. 4).

Transfizierte E. histolytica wurden axenisch, transfizierte E. dispar wurden mit Crithidien
xenisch kultiviert (siehe 2.3.2).
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3 EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

3.1 Rekombinante Expression der Cysteinpeptidase EhCP5 zur
Gewinnung von Antiseren

Zur Gewinnung spezifischer Antiseren gegen die Cysteinpeptidase EhCP5 wurde ein T7-
RNA-Polymerase abhingiges bakterielles Expressionssystem verwendet. Hierzu wurde das
Plasmid pJC-EhCP5 (siehe Tab. 3), wie bereits von Hellberg beschrieben, eingesetzt
(Hellberg et al., 2002).

Die Cysteinpeptidase EhCP5 wurde zunéchst in E. coli rekombinant exprimiert (siche 2.12),
tiber Ni-NTA-Séulen (sieche 2.21) gereinigt (siche Abb. 6) und mit den gereinigten Fraktionen
anschlieend Mause und Hithner immunisiert (siche 2.14).

Hierbei zeigten die in Maiausen generierten AntikOrper eine geringe Spezifitidt (nicht
abgebildet). Die im Huhn generierten Antikorper waren hingegen hoch spezifisch, wiesen
keine Kreuzreaktivitit gegeniiber rekombinant exprimierter EhCP1 auf (nicht abgebildet) und
konnten in weiteren Versuchen eingesetzt werden (siche Abb. 9 und Abb. 16). Rekombinant

exprimierte EhCP1 wurde freundlicherweise von PD Dr. Iris Bruchhaus zur Verfligung

gestellt.
kDa
113 —
93,0 —
503 —
355 __ [r———
288 —
1 2 3 4

Abb. 6: Reinigung rekombinant exprimierter EnCP5 und anschliel}ende Uberprufung
auf eine moglich Kreuzreaktion im Western Blot.

1: Vor Induktion mit IPTG; 2: Mit Puffer C eluierte Fraktion; 3: mit Puffer C mit 20 mM Imidazol eluierte
Fraktion; 4: Mit Puffer C mit 500 mM Imidazol eluierte Fraktionen. Mit den Proteinen der Fraktion 4 wurde ein
Huhn immunisiert. Die im Huhn generierten Antikérper wurden im Western Blot mit rekombinant exprimierter
EhCP1 getestet und wiesen keine Kreuzreaktion auf (nicht abgebildet).
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3.2 Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 in E. histolytica und
E. dispar

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Cysteinpeptidase EhCP5 durch stabile Transfektion in
E. histolytica und E. dispar tiberexprimiert, um Informationen iiber ihre Bedeutung fiir die
Pathogenitit der Amdben in vivo und in vitro zu erhalten. Der fiir die Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 verwendete Expressionsvektor beruht auf dem Vektor pAS'A3'NEO
(Hamann et al., 1995), der ein Derivat von pBluescribe ist (pBS(+) siche Tab. 3). Der Vektor
enthélt einen offenen Leserahmen fiir die Neomycin-Phosphotransferase, flankiert von 480 Bp
des S'-untranslatierten Bereiches und 530 Bp des 3'-untranslatierten Bereiches eines
Aktingens von E. histolytica. Im Folgenden wird dieser Vektor als pNeoBox bezeichnet
(siche Abb. 4).

Das fiir die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 verwendete Plasmid pNeoEhCP5-
TOPO wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. E. Tannich hergestellt. Die Herstellung
dieses Vektors ist im Abschnitt Material und Methoden erldutert (siehe 2.30).

3.2.1 Northern-Blot Analysen und Enzymtests NeoEhCP5 transfizierter E.
histolytica und E. dispar

Die transfizierten Zellen wurden zunéchst durch Northern-Blot-Analyse (siehe 2.10) und die
Bestimmung der Enzymaktivitdten (siche 2.20.1) untersucht.

Im Northern-Blot konnte die Uberexpression der ehcp5 sowohl fiir E. histolytica als auch fiir
E. dispar erstmalig nachgewiesen werden (sieche Abb. 7). Die Uberexpression der EhCP5
hatte keinen Einfluss auf das Transkriptionsniveau der Cysteinpeptidasen EhnCP1 und EhCP2
(siche Abb. 7). Das Signal fiir die Cysteinpeptidase EnCP1 in E. dispar ldsst sich vermutlich
auf eine Kreuzreaktion mit EhCP2 zuriickfiihren, da diese beiden Cysteinpeptidasen zu 87%
Sequenzhomolog sind (Bruchhaus et al., 1996). Mit dem Northern-Blot wurde gezeigt, dass
der Promotor von E. histolytica in E. dispar aktiv ist, obwohl die Cysteinpeptidase EhCP5 im
Laufe der Evolution in E. dispar verloren gegangen ist (Willhoeft et al., 1999b) (siche Abb.
7).

Die Uberexpression wurde fiir E. histolytica im Enzymtest mit Z-Arg-Arg-pNA als
spezifisches Substrat nachgewiesen. Wihrend die mit dem Kontrollplasmid pNeoBox
transfizierten E. histolytica eine Aktivitdt von 39 mU/mg (£ 24,9; n = 24) Protein aufwiesen,
war die Aktivitit der Amoben durch Transfektion mit dem Vektor pNeoEhCP5-TOPO
signifikant (p<0,01) auf 289 mU/mg (+ 104,9; n = 24) Protein erhoht.

Insbesondere die Uberexpression der ehcp5 im nicht pathogenen Kommensalen E. dispar
stellt ein duBerst attraktives System dar, um Informationen iiber die Funktion dieser wichtigen
Cysteinpeptidase in vivo und in vitro zu erhalten. In E. dispar war im Enzymtest mit Z-Arg-
Arg-pNA als Substrat allerdings keine proteolytische Aktivitdit nachweisbar, da die
Gesamtaktivitdt des Isolates E. dispar SAW:760 in den Kontrollzellen zu niedrig war. Fiir
pNeoEhCP5-TOPO transfizierte E. dispar war die Aktivitit nicht erhdht.
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Wihrend der Kulturfiihrung wurde beobachtet, dass pNeoEhCP5-TOPO transfizierte E.
histolytica langsamer wuchsen, als die Kontrollzellen. Es wurden mindestens drei

unabhéngige Experimente in dreifachen Ansétzen durchgefiihrt.

E. histolytica E. dispar

Vel e)
&~ &~
m MW m [
8 8 8 8
Z Z Z Z
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ehcp2

” q aktin

Abb. 7: Northern-Blot-Analysen pNeoEhCP5 transfizierter Trophozoiten von E.

histolytica und E. dispar.

Die mit dem Expressionsvektor pNeoEhCP5-TOPO transfizierten Trophozoiten des E. histolytica-Isolates HM-
1:IMSS "30459" und des E. dispar-Isolates SAW:760 wurden mit 50 pg/ml G418 selektioniert und die RNA wie
in 2.4.3 beschrieben isoliert. Je Spur wurden 10 pg RNA aufgetragen. Amoben, die mit dem Expressionsvektor
ohne Strukturgen transfiziert wurden dienten der Kontrolle. Die Hybridisierung erfolgte mit den fiir EhCP1,
EhCP2 und EhCP5 kodierenden Genen. Die Hybridisierung mit einem 650 Bp grolen DNA-Fragment eines
Aktingens von E. histolytica diente der Kontrolle der Probenapplikation.
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3.2.2 Substrat-SDS-PAGE

Um genauere Informationen {ber die proteolytische Aktivitit pNeoEhCP5-TOPO
transfizierter E. histolytica zu erhalten, wurden Substrat-SDS-PAGE Untersuchungen
durchgefiihrt. Die Substrat-SDS-PAGE erlaubt die Beurteilung, ob die erhdhte proteolytische
Aktivitdt pNeoEhCP5-TOPO transfizierter Trophozoiten (siehe 3.2.1) nur auf die verdnderte
Aktivitat der Cysteinpeptidase EhCP5 oder auf weitere Cysteinpeptidasen zuriickzufiihren ist.
Die im Rahmen dieser Arbeit mit Extrakten aus pNeoBox transfizierten Trophozoiten von E.
histolytica angefertigten Aktivitatsgele wiesen Aktivitdten in den Groflenbereichen 25, 28, 35
und 51 kDa auf (siche Abb. 8).

Von Hellberg et al. wurde bereits gezeigt, dass Zellextrakte aus pNeoEhCP2 transfizierten
Trophozoiten ausschlieBlich im Bereich von ca. 35 kDa vermehrt Gelatine verdauen als die
Kontrollextrakte (Hellberg et al., 2001). Um die Intensitdten der verschiedenen Banden besser
beurteilen zu kénnen und eine genauere Vergleichsmoglichkeit zu haben wurden im Rahmen
dieser Arbeit zusdtzlich Zellextrakte aus pNeoEhCP2 transfizierten Trophozoiten (siche 2.2.2)
von E. histolytica untersucht. In Abb. 8 ist zu erkennen, dass sich die Erhohung der
proteolytischen Aktivitdit pNeoEhCP2 transfizierter Trophozoiten ausschlieBlich auf den
GroBenbereich von ca. 35 kDa beschrinkt.

Demgegeniiber ist fiir Zellextrakte aus pNeoEhCP5-TOPO transfizierten E. histolytica in den
GroBenbereichen 25, 28, 35 und 51 kDa eine — im Vergleich zur Kontrolle — gleichméBige
Zunahme der Aktivitdt zu beobachten (siche Abb. 8). Fiir die Extrakte aus E. dispar bestitigt
das Zymogramm die Enzymtests: Die Aktivitét steigt nicht an (nicht dargestellt).

kDa pNeoBox pNeoCP2 pNeoCP5

Protein (ug) 0,25 0,08 025 0,08 0,25 0,08

Abb. 8: Uberexpression von EnCP5 in E. dispar und E. histolytica: Substrat-SDS-PAGE.
Dargestellt sind Coomassie gefdrbte 12%ige SDS-Polyacrylamidgele in denen 0,1% Gelatine (w/v)
copolymerisiert wurde. Je Spur wurden 0,25 und 0,08 pg Protein transfizierter Trophozoiten von E. histolytica
aufgetragen. Die Trophozoiten wurden mit den Vektoren pNeoBox, pNeoEhCP2 und pNeoEhCP5-TOPO stabil
transfiziert und mit 50 ng Neomycin/ml selektioniert.
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3.2.3 Western-Blot Analysen

Im Northern-Blot wurde fiir pNeoEhCP5-TOPO transfizierte Zellen nachgewiesen, dass die
Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 durch episomale Transfektion von E. histolytica
keinen Einfluss auf die Expression der beiden Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 hat
(siehe Abb. 7). Demgegeniiber wurde fiir obige Zellen in der Substrat-SDS-Gelelektrophorese
eine Zunahme mehrerer Aktivititen beobachtet (siche Abb. 9), deren molekulare Gréflen in
etwa denen von EhCP1 und EhCP2 entsprechen (Hellberg et al., 2000). Da Cysteinpeptidasen
nach der Translation vielfach modifiziert werden, wobei auch intermolekulare
Wechselwirkungen eine Rolle spielen (Eakin et al., 1992; Taylor et al., 1992; Sanderson et al.,
2000), liegt der Schluss nahe, dass die Cysteinpeptidase EhCP5 an der posttranslationalen
Modifikation der Cysteinpetidasen EhnCP1 und EhCP2 beteiligt sein konnte.

Um hieriliber eine Aussage treffen zu konnen, wurde — wie unter 2.18 beschrieben — ein
Western-Blot mit hochspezifischen Peptidantikdrpern angefertigt. Die Antikorper gegen die
Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 waren bereits im Labor vorhanden (Anti-PepEhCP1
und Anti-PepEhCP2). Diese Antikorper sind gegen spezifische Peptidbereiche der jeweiligen
Proteine gerichtet, die sich iiber Bereiche maximaler Divergenz der beiden Cysteinpeptidasen
erstrecken und wiesen keine Kreuzreaktion auf (Hellberg et al., 2000). Das Antiserum gegen
EhCP5 wurde im Huhn generiert und wie unter 2.14.2 aufgefiihrt aus Hithnereiweif3 isoliert
und zeigte in Kontrollversuchen keine Kreuzreaktion gegeniiber der rekombinant
exprimierten Cysteinpeptidasen EhCP1 (siehe 3.1).

Im Western-Blot wurde fiir Zellextrakte aus pNeoEhCP5-TOPO transfizierten Trophozoiten
stirkere Signale mit Antiseren gegen die Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2 und EhCPS5
erhalten, als fiir die Kontrollen (siche Abb. 9). Somit war die Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 auf Proteinebene erstmalig nachgewiesen. Weiterhin hat sich die auf
der Substrat-SDS-Gelelektrophorese beruhende Vermutung, dass die Cysteinpeptidase EhCP5
an der Aktivierung weiterer Cysteinpeptidasen beteiligt sein konnte, bestitigt. Im Western-
Blot mit Extrakten transfizierter E. dispar wurde kein Signal erhalten (nicht abgebildet).
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Abb. 9: Western-Blot Analyse pNeoEhCP5-TOPO transfizierter E. histolytica.

Die mit dem Expressionsvektor pNeoEhCP5-TOPO transfizierten Trophozoiten des E. histolytica-Isolates HM-
1:IMSS wurden mit 50 pg/ml G418 selektioniert und die Extrakte wie in 2.13.2 beschrieben hergestellt. 20 pg
des jeweiligen Trophozoitenextraktes wurden im 12%igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und wie unter 2.18
und 2.18.1 beschrieben fortgefahren. Nicht transfizierte Amében und Amdben, die mit dem Expressionsvektor
ohne Strukturgen transfiziert wurden, dienten der Kontrolle.

3.24 Untersuchungen zur Pathogenitdt pNeoEhCP5-TOPO transfizierter
Trophozoiten

Von besonderem Interesse war, ob mit der Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 eine
Verdnderung der pathogenen Eigenschaften einhergeht. Hierzu wurden die Trophozoiten
verschiedenen Untersuchungen unterzogen.

Als in vitro MaB fiir die Pathogenitét von Trophozoiten dient die Fahigkeit CHO-Zellrasen zu
zerstoren. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass auch die Erythrophagozytose und die
hdmolytische Aktivitit Pathogenitdtskriterien darstellen.

Um den Einfluss der Cysteinpeptidase EhCPS5 auf die Pathogenitét in vivo zu Untersuchen,
wurden pNeoEhCP5-TOPO transfizierte Trophozoiten in die Leber von Wiistenrennméausen
(Meriones unguiculatus) injiziert. Fiir die Auswertung wird die Abszessgrofe bezogen auf das
Lebergewicht herangezogen. Als Bezugsgrofle dient die Anzahl direkt in die Leber injizierter

pNeoBox transfizierter Kontrollzellen.

3.24.1 Zellrasenzerstérung durch pNeoEhCP5-TOPO transfizierte E. histolytica
und E. dispar (cytopathischer Effekt)

Trophozoiten bzw. deren Extrakte konnen adhédrent wachsende Zellrasen und deren Zellen
voneinander ablosen. Verantwortlich dafiir sind Enzyme, die Bindegewebsproteine abbauen
- dhnlich der Behandlung der Zellen mit Trypsin. Die Féhigkeit einen CHO-Zellrasen zu
zerstoren stellt ein Mal} fiir die pathogenen Eigenschaften der Amdben in vitro dar. Die
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Versuche wurden sowohl mit Zellextrakten, als auch mit intakten Trophozoiten durchgefiihrt
(sieche 2.25.). Nach Inkubation der jeweiligen Versuchsansitze bei 37°C und 5% CO»-
Atmosphdre wurden die verbliebenen CHO-Zellen quantifiziert. In den Versuchen zerstorten
pNeoEhCP5-TOPO transfizierte Amdben signifikant mehr CHO-Zellrasen als die NeoBox
transfizierten Kontrollamoben. CHO-Zellrasen, die fiir eine Stunde mit 100 ug Protein aus
Zellextrakten pNeoEhCP5-TOPO transfizierter Amoben inkubiert wurden, waren vollstindig
zerstort. Demgegeniiber waren CHO-Zellrasen, die mit Extrakten aus NeoBox transfizierten
Kontrollamoben behandelt wurden vollkommen intakt. Erst der Einsatz von 200 ug
Zellextrakt aus NeoBox transfizierten Kontrollamdben fiihrte zu einer ca. 50%igen Zerstorung
der CHO-Zellrasen (siche Abb. 10). Aus diesem Grunde errechnet sich ein mindestens
vierfacher cytopathischer Effekt pNeoEhCP5-TOPO transfizierter Zellen im Vergleich zur
Kontrolle.

In CHO-Tests mit lebenden Trophozoiten zerstérten die pNeoEhCP5-TOPO transfizierten
Zellen den CHO-Zellrasen nach einstiindiger Inkubation zu ca. 50%, wahrend Neobox
transfizierte Kontrollamében den CHO-Zellrasen nur zu ca. 25% zerstorten. Nach
zweistiindiger Inkubation waren die Zellrasen zu 75% und 50% zerstort (sieche Abb. 10). Der
cytopathische Effekt war demnach fiir lebende Trophozoiten durch Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 ca. um den Faktor 1,5 bis 2 gesteigert.
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Abb. 10: Uberexpression von EhCP5: Zerstorung eines CHO-Zellrasens durch
NeoEhCP5-transfizierte E. histolytica.

Dargestellt ist die Zerstérung eines CHO-Zellrasens durch pNeoEhCP5-TOPO transfizierte E. histolytica im
Vergleich zur Kontrolle. Die Bezugsgroe ist der intakte CHO-Zellrasen. Transfizierte Trophozoiten von E.
histolytica wurden mit 50 pg/ml G418 selektioniert.

In Abb. A wurden 100 pg und 200 pg Protein frischer Extrakte aus Trophozoiten von E. histolytica auf den
CHO-Zellrasen gegeben und fiir eine Stunde bei 37°C in 5%iger CO,-Atmosphire inkubiert.

In Abb. B wurden 2 x 10° lebende Trophozoiten auf den Zellrasen gegeben und fiir 1 Stunde und 2 Stunden bei
37°C in 5%iger CO, Atmosphire inkubiert. Der Fehler betrdgt maximal 10%.

O pNeoBox, 0 pNeoEhCPS5.
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3.24.2 Erythrophagozytose und hamolytische Aktivitat

Die Erythrophagozytose und die hdmolytische Aktivitdt stellen weitere Kriterien fiir die
Pathogenitit von E. histolytica dar. Um herauszufinden wie sich die Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 in E. histolytica HMI:IMSS auf die Erythrophagozytose und die
héamolytische Aktivitit auswirken, wurden pNeoEhCP5-TOPO transfizierte E. histolytica wie
unter 2.26 und 2.27 beschrieben untersucht. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen war die
Erythrophagozytose in den pNeoEhCP5-TOPO transfizierten Zellen um 35% erniedrigt. Die
Héamolyse war nicht beeinflusst.

3.243 Bildung von Amdobenleberabszessen im Tiermodell

Um den Einfluss der Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 auf die Pathogenitit der
Amoben in vivo zu messen, wurde die Bildung von Amdobenleberabszessen im Tiermodell
untersucht. Der Versuch wurde freundlicherweise von Dr. Hannelore Lotter durchgefiihrt.

1 x 10° pNeoBox und pNeoEhCP5-TOPO transfizierte Trophozoiten wurden wie unter 2.28
beschrieben direkt in die Leber von je 7 Wiistenrennmiusen injiziert. Sieben Tage nach
Applikation der Trophozoiten wurden die Lebern der Tiere entnommen und die GroBe der
Abszesse in Bezug zur LebergroBe gesetzt. In jeder Wiistenrennmaus hat die Applikation der
Amoben zur Bildung von Amdbenleberabszessen gefiihrt. Die Abszessgrosse in mit
pNeoEhCP5-TOPO transfizierten Amoben behandelten Wiistenrennméiusen war jedoch
signifikant gréBer, als die der Kontrollgruppe.

Im Tiermodell konnte somit erstmalig nachgewiesen werden, dass die Cysteinpeptidase
EhCPS5 signifikant an der Bildung von Amdobenleberabszessen beteiligt ist und somit einen
wichtigen Pathogenitétsfaktor der Amdben darstellt.
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Abb. 11: Bildung von Amdbenleberabszessen durch NeoEhCP5 transfizierte E.
histolytica "30459".

1 x 10° Trophozoiten wurden in den rechten Leberlappen von Wiistenrennmausen (Meriones unguiculatus)
injiziert. Die Lebern wurden nach einer Woche entnommen und die Abszessgewichte relativ zum
Gesamtlebergewicht gemessen. Dargestellt ist die relative AbszessgroBe. pNeoEhCPS5-TOPO transfizierte

Trophozoiten fiihrten zu signifikant groBeren Abszessen als pNeoBox transfizierte Trophozoiten.
O pNeoBox, [0 pNeoEhCPS5.
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3.3 Resistenz von E. histolytica gegentber E-64
3.3.1 Wachstum von E. histolytica mit E-64

In der Abb. 12 ist das Wachstum resistenter und nicht resistenter E. histolytica mit E-64
(50 uM) dargestellt. Die Wachstumskurve wurde wie unter 2.23 beschrieben angefertigt.
Nicht resistente Amdben starben in Gegenwart von E-64 (50 uM) bereits nach vier Tagen
nahezu vollstindig ab. In der Zellkultur waren Zelltrimmer und wenige intakte Zellen zu
erkennen. Nach zehn Tagen wuchsen vereinzelte Zellen auf, die weiter in Gegenwart von
E-64 kultiviert werden konnten. Bereits nach einmaliger Passage in TY-Medium mit E-64
konnten auf diese Weise resistente Zellen generiert werden.

In Abwesenheit des Inhibitors wuchsen die resistenten Trophozoiten etwas schneller auf als
nicht resistente Trophozoiten. Die Wachstumsrate der E-64 resistenten Zellen war in
Gegenwart von E-64 (50 uM) fast genau so grof3, wie ohne E-64. Der Eintritt in die log-Phase
verzogerte sich aber um drei Tage. Die Resistenz blieb iiber einen Zeitraum von vier Monaten

bei einer Kultivierung in TY-Medium ohne E-64 bestehen.

Amdében (x10%)

12
Zeit (d)

Abb. 12: Wachstum resistenter und nichtresistenter Zellen in Gegenwart von E-64.

Zum Zeitpunkt t = 0 min wurden 2 x 10* Zellen je Vertiefung in eine 24 "well-plate" (NUNC) gegeben (siche
2.23). Die Durchfiihrung erfolgte stets in Dreifachansitzen. Die Zellzahl wurde an den obig dargestellten
Zeitpunkten mit der Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Die Kultivierung erfolgte mit 50 uM E-64 (+E-64) oder
ohne E-64 (OE-64).

O E-64s (JE-64), @ E-64s (+E-64), O E-64r (OE-64), M E-64r (+E-64).
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3.3.2 Kreuzresistenz:  Bestimmen der ECsy; gegenuber  verschiedenen
Cysteinpeptidaseinhibitoren

Um festzustellen, ob die Resistenz der Amodben gegeniiber E-64 mit einer Kreuzresistenz
gegeniiber weiteren Cysteinpeptidaseinhibitoren einhergeht, wurde die ECsy von E. histolytica
wie unter 2.24 beschrieben fiir E-64, E-64d, Z-Phe-Phe-DMK, Z-Phe-Ala-DMK und
Hydroxymercuribenzoat in Mikrotiterplatten getestet.

Die ECs lag fiir resistente Amoben bei ca. 300 uM E-64 (sieche Abb. 13E). Die Zellen waren
bis zu einer Konzentration von 500 uM E-64 teilungsfiahig. Nichtresistente Zellen hingegen
stagnierten bereits bei Konzentrationen von 50 uM E-64 und in der Zellkultur waren viele
Zelltrimmer und wenige intakte Zellen zu erkennen. (siche Abb. 13E). Wenige Zellen
iberlebten diese Phase, und begannen zu wachsen (siehe 3.3.1).

In Gegenwart von E-64d starben beide Zellpopulationen bereits nach drei Tagen in
Gegenwart von nur 10 uM ab (siche Abb. 13C). Die Zellen lysierten und unter dem
Mikroskop waren nur noch Zelltriimmer zu erkennen. In Gegenwart von Z-Phe-Phe-DMK
waren die Zellen bis zu einer Konzentration von 100 uM vital (siche Abb. 13A) und es waren
keine Unterschiede zur Kontrolle zu erkennen. Mit Z-Phe-Ala-DMK hingegen zeigten die
Zellen eine Absterbekinetik, die der von E-64d é&hnelte und 15 pM des
Cysteinpeptidaseinhibitors waren letal (sieche Abb. 13B). Im Mikroskop waren wiederum nur
noch Zelltriimmer zu erkennen. Mit HMB starben die Zellen bei Konzentrationen von 10 uM
ab (siche Abb. 13D). Somit konnte fiir keinen der ausgewéhlten Cysteinpeptidaseinhibitoren

eine Kreuzresistenz nachgewiesen werden.
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Abb. 13: ECs gegenliber verschiedene Cysteinpeptidaseinhibitoren.

1 x 10> Amdben wurden wie unter 2.24 beschrieben fiir 72 Stunden in "96-well-plates” (NUNC) gegeben und
mit den entsprechenden Inhibitoren versetzt. Das Wachstum wurde nach 72 Stunden wie unter 2.15 beschrieben
mittels BCA-Test am ELISA-Reader gemessen. Die Experimente wurden zweimal in Dreifachansétzen
durchgefiihrt. Der Fehler betrdgt maximal 10%. @ E-64 s, B E-64r.
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3.3.3 Affinitat gegentber verschiedenen Diazomethylketonen

Unter 3.3.2 wurden erhebliche Unterschiede der Amoben in der ECsy gegeniiber den
Diazomethylketonen Z-Phe-Phe-DMK und Z-Phe-Ala-DMK festgestellt (siche Abb. 13A und
Abb. 13B). Die Affinitit der Diazomethylketone zu threm Substrat — den Cysteinpeptidasen —
wird von der Dipeptidylgruppe determiniert. Die Spezifitit der Cysteinpeptidasen von E.
histolytica entspricht der von Cathepsin B obwohl die Struktur der von Cathepsin L entspricht
(Bruchhaus et al., 2003).

Um die Affinitdt der Inhibitoren gegeniiber Trophozoitenextrakten abschétzen zu konnen
wurden Trophozoitenextrakte fiir 30 min mit 10 uM des jeweiligen Inhibitors inkubiert und in
der Substrat-SDS-Gelektrophorese getrennt (siche Abb. 14). Im Zymogramm ist deutlich zu
erkennen, dass Z-Phe-Ala-DMK die gesamte proteolytische Aktivitdt von E. histolytica
hemmt, wéhrend mit Z-Phe-Phe-DMK behandelte Zellextrakte noch eine — im Vergleich zur
Kontrolle geringe — Restaktivitdt besitzen. Literaturwerte fiir die Inhibierung von Cathepsin B

und Cathepsin L durch Diazomethylketone sind der Tab. 6 zu entnehmen.
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Abb. 14: Affinitat verschiedener Diazomethylketone gegenuber Extrakten von E.

histolytica.

Dargestellt sind Coomassie gefdrbte 10%ige SDS-Polyacrylamidgele in denen 0,1% Gelatine (w/v)
copolymerisiert wurde. Je Spur wurden 2 pg Protein aufgetragen. Die Extrakte wurden fiir 30 Minuten mit dem
jeweiligen Cysteinpeptidaseinhibitor bei 37°C Inkubiert.

Tab. 6: Affinititen von Cathepsin B und Cathepsin L gegeniber verschiedene

Diazomethylketone.
Angegeben ist die Halbwertszeit fiir die Inhibierung in Gegenwart von 10 pM des jeweiligen Inhibitors
(Kirschke et al., 1981; Kirschke et al., 1988; Crawford et al., 1988)

Cysteinpeptidaseinhibitor Cathepsin B Cathepsin L

Z-Phe-Phe-DMK 374 0,4
Z-Phe-Ala-DMK 57 1,0
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3.34 Proteolytische Aktivitat

Zellextrakte resistenter Trophozoiten wiesen nach 24-stiindiger Kultivierung mit 50 uM E-64
keine proteolytische Aktivitdt mehr auf (sieche Abb. 15). In der mikroskopischen Kontrolle
erschienen die Zellen dennoch vital.

Um herauszufinden, wann die Amoben ihre proteolytische Aktivitdt zuriickerlangen, wurden
resistente Zellen fiir eine Woche in Gegenwart von 50 uM E-64 in 24-"well-plates" (NUNC)
kultiviert. AnschlieBend wurde der Inhibitor durch mehrmaliges Waschen aus dem
Kulturmedium entfernt und die Zellen nach 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 144 und 192 Stunden
geerntet. Der Nachweis der proteolytischen Aktivitdt der Zellen erfolgte durch Substrat-SDS-
Gelelektrophorese (siehe 2.20.2) und Aktivitétstests mit Z-Arg-Arg-pNA als spezifisches
Substrat (siche 2.20.1).

Im Cysteinpeptidase-Assay mit Z-Arg-Arg-pNA als synthetisches Substrat zeigte sich, dass
sowohl die resistenten, als auch die nicht resistenten Zellen in etwa die gleiche proteolytische
Aktivitit von ca. 200 mU/mg Gesamtextrakt aufwiesen (siche Abb. 15). Nachdem E-64 aus
dem Kulturmedium entfernt wurde dauerte es ca. 72 Stunden um die "normale" proteolytische
Aktivitdit wieder zu erlangen. Mittels Substrat-Gelelektrophorese wurden die Enzymtests
bestitigt (siche Abb. 15).

A B
E-64 E-64
(50 puM) Stunden ohne E-64 (50 uM)

-+ 1 2 4 8 12 24 48 72 144 192 + -

CP- Aktivitdt (mU/mg)

0 T T T T T T __|

Abb. 15: Enzymatische Aktivitat von E-64r Amoben und WT-Amoében in Gegenwart

oder Abwesenheit von E-64.

Resistente Zellen wurden fiir eine Woche mit 50 uM E-64 kultiviert. AnschlieBend wurde E-64 aus dem
Medium entfernt und die proteolytische Aktivitit der jeweiligen Extrakte zu den obig angegebenen Zeitpunkten
mittels Substrat-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Enzymtest mit Z-Arg-Arg-pNA als spezifisches
Substrat ermittelt. E-64 s Zellen, die fiir 24 Stunden mit 50 uM E-64 kultiviert wurden dienten der Kontrolle.
A:E-64r, B:E-64s.
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3.35 Western-Blot Analysen von E. histolytica, die in Gegenwart von E-64
kultiviert wurden

Von Engel et al. wurde gezeigt, dass T. cruzi in Gegenwart von Cysteinpeptidaseinhibitoren
Cysteinpeptidasen nicht mehr prozessieren kann (Engel et al., 2000). Um Hinweise darauf zu
erhalten, ob die Prozessierung der Cysteinpeptidasen von E. histolytica durch Anwesenheit
von E-64 im Kulturmedium verhindert wird, wurden Western-Blot Analysen durchgefiihrt.
Hierzu wurden Zellextrakte resistenter und nicht resistenter E. histolytica, die in Gegenwart
oder Abwesenheit von E-64 kultiviert wurden im 12%igen SDS-Polyacrylamidgel unter
reduzierenden Bedingungen getrennt (siche 2.16) und auf Nylonmembranen iibertragen
(siche 2.18). Es wurden die gleichen Antikorper, wie bereits unter 3.2.3 beschrieben,
verwendet. Die molekularen Massen der drei reduzierten und denaturierten Cysteinpeptidasen
EhCP1, EhCP2 und EhCP5 betragen ca. 29 kDa (siche Abb. 16). Resistente Zellen wuchsen
eine Woche lang in Gegenwart des Inhibitors und nicht resistente Zellen wurden fiir 24
Stunden in Gegenwart des Inhibitors kultiviert.

Die Kultivierung der Amoben mit 50 uM E-64 fiihrte in beiden Zellpopulationen zu einer
grofBeren molekularen Masse der jeweiligen Cysteinpeptidase von ca. 34 kDa (siche Abb. 16).
Vermutlich handelt es sich hierbei um die Proform der jeweiligen Cysteinpeptidase.

Die Proformen der Cysteinpeptidasen werden durch die verwendeten Antikorper schlechter
als die mature Form erkannt (Bruchhaus, personliche Mitteilung). Die Signale fiir die
putativen Proformen in Amdbenextrakten aus Trophozoiten, die mit E-64 kultiviert wurden
sind aus diesem Grunde nur sehr schwach. Da unter diesen veridnderten Kulturbedingungen
keine 29 kDa Banden zu erkennen sind (siche Abb. 16) kann vermutet werden, dass die Zellen

in Gegenwart von E-64 keine Cysteinpeptidasen mehr prozessieren konnen.
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Abb. 16: Western-Blot-Analyse mit Zelleextrakten von Amdében, die in Gegenwart von

E-64 wuchsen.

Die Zellextrakte wurden mittels 12%iger SDS-PAGE getrennt und nach dem Transfer auf
Nitrocellulosemembranen mit spezifischen Antikdrpern gegen EhCP1, EhCP2 und EhCP5 entwickelt. Je Spur
wurden 20 pg Extrakt aufgetragen. Die Blots wurden wie unter 2.18 beschrieben erstellt.

r': E-64 r, Kulturfiihrung ohne Inhibitor; r': E-64 r, fir 7 Tage mit 50 uM E-64 kultiviert;

s': 64 s fiir 24 Stunden mit 50 uM E-64 kultiviert; s : E-64 s, Kulturfiilhrung ohne Inhibitor.
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3.3.6 2D-SDS-PAGE Untersuchungen von Zellextrakten resistenter und nicht
resistenter E. histolytica

Die 2D-SDS-PAGE Analyse ermdglicht Unterschiede im Proteom von Zellpopulationen
sichtbar zu machen. Mittels anschlieBender MALDI-TOF Analyse konnen differentiell
exprimierte Proteine identifiziert werden. Mit diesen Methoden sollte versucht werden
Hinweise auf die Ursachen fiir die Resistenz von E. histolytica zu erhalten. In Western-Blot
Analysen wurden bereits Hinweise darauf erhalten, dass Cysteinpeptidasen von Amdben, die
in Gegenwart von E-64 wuchsen, vermutlich nicht mehr prozessiert werden (sieche 3.3.5).

In der 2D-SDS-PAGE Analyse wurden Zellextrakte resistenter E. histolytica die ohne E-64
und eine Woche mit E-64 wuchsen denen nichtresistenter E. histolytica, die ohne E-64 und
iiber Nacht mit E-64 inkubiert wurden gegeniibergestellt.

Dazu wurden die Zellextrakte zundchst im pH-Bereich von 4 — 7 isoelektrisch fokussiert
(siche 2.17.2) und anschlieend im 13%igen Tris-Tricin-Gel nach der GroB3e getrennt (siche
2.17.4). Die Gele wurden mit Coomassie geférbt (siche 2.19.2) und die Proteine differentieller
Spots wurden wie unter 2.17.5 beschrieben ausgestochen, tryptisch verdaut (siehe 2.17.6) und
einer MALDI-TOF-Analyse zugefiihrt (siche 2.17.9). Die Ergebnisse der MALDI-TOF
Analyse wurden schlieBlich mit der Internet Datenbank NCBCI abgeglichen.

Es traten differentielle Spots in Gelen auf, die mit Zellextrakten von E-64 kultivierten
Trophozoiten angefertigt wurden. Sieben Spots wurden einer MALDI-TOF Analyse
zugefiihrt. Im Folgenden wird auf die Spots 1 — 5 ndher eingegangen.

Nur die Spots Nr. 1 und 2 traten bei Kultivierung der Zellen in Abwesenheit von E-64 auf
(siche Abb. 17). Fiir Spot Nr. 1 wurden Peptidfragmente der katalytischen Doméne der
Cysteinpeptidase EhCP1 identifiziert (siche Abb. 18). Fiir Spot Nr. 2 wurden Peptidfragmente
der katalytischen Doméne der Cysteinpeptidase EhCP2 gefunden (siche Abb. 18).

Zusitzlich zu Spot Nr. 1 und Spot Nr. 2 traten die Spots Nr. 3, 4 und 5 ausschlieBlich bei
Kultivierung der Zellen mit E-64 auf. Fiir Spot Nr. 4 stimmten Peptidfragmente der Proform
der Cysteinpeptidase EhCP1 iiberein und fiir Spot Nr. 5 Peptidfragmente der Proform der
Cysteinpeptidase EhCP2 (sieche Abb. 18). Demgegeniiber konnten fiir Spot Nr. 3 nur
Peptidfragmente der katalytischen Doméine der Cysteinpeptidase EhCP1 identifiziert werden
(siche Abb. 18).

Zu beachten ist, dass die molekularen Massen der Spots 3, 4 und 5 nur geringfiigig grof3er
sind als die der Spots 1 und 2. Weiterhin féllt auf, dass die Intensitéten der Spots Nr. 1 und 2
— bei Kultivierung der Amdben mit E-64 — fiir die beiden Zellpopulationen unterschiedlich
groB} sind. In Gelen, die mit Extrakten aus sensitiven Zellen angefertigt wurden, sind diese
Spots sehr viel deutlicher zu erkennen sind als in Gelen, die mit Extrakten aus resistenten

Zellen angefertigt wurden.



Experimente und Ergebnisse

76

E-64 s E-64 r
kDa i
e - &
36,2150« T ﬂ o -
[
?4 ' 5 .
| \ ' |
29,91 ,. ;ﬁ;
L] L
1 é ' » Kultivierung
213 e . % ohne E-64
’ .
»
L . .
[ ]
“ [+] . :
st . —— T B
36,2 5 :
: i 34" e 34 .
’ ultivierung
n ] @ . * | mitE-64
21,3
L ]
L . ® .

Abb. 17: 2D-SDS-PAGE-Analyse resistenter Amoben, die in Gegenwart von 50 uM E-64

wuchsen.

Dargestellt sind Ausschnitte aus 13%ige Tris-Tricin-Gelen. Die Zellextrakte wurden durch drei Einfrier-Auftau-
Zyklen und anschlieBender Ultrazentrifugation hergestellt. Je Gel wurden 500 pg Protein aufgetragen und im
pH-Bereich 4-7 isoelektrisch fokussiert. Obig ist der pH-Bereich 5 — 6 abgebildet. AnschlieBend erfolgte die
Trennung nach der Grofle bei 11 mA und 4°C. Die Gele wurden Coomassie gefarbt (siche 2.19.2). die
beschrifteten differentiellen Spots wurden einer MALDI-TOF-Analyse unterzogen.

s : E-64 s Kultivierung ohne E-64, s E-64s Kultivierung mit 50 uM E-64,

r: E-64 r Kultivierung ohne E-64, r': E-64r Kultivierung mit 50 uM E-64.
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Spot 1: Kultivierung ohne E-64, Ubereinstimmung der Peptidfragmente mit EhCP1

MFTFILMFYIGYG
IDFNTWVANNNKHFTAVESLRRRAIFNMNARIVAENNRKETFKLSVDGPFAAMTNEEYNSLLKLKRSG
EEKGEVRYLNIQ

APK AVDWR KKGKVTPIRDQGNCGSCYTFGSIAALEGR LLIEKGGDSETLDLSEEHMVOCTR
EDGNNGCNGGLGSNVYNYIMENGIAK ESDYPYTGSDSTCRSDVK AFAKIKSYNRVARNNEVELK
AAISOGLVDVSIDASSVOFOLYK SGAYTDTQCKNNYFALNHEVCAVGYGVVDGK ECWIVRNSW
GTGWGEK GYINMVIEGNTCGVATDPLYPTGVEYL

Spot 2: Kultivierung ohne E-64, Ubereinstimmung der Peptidfragmente mit EnCP2

MFAFICLLAIASA
IDFNTWASKNNKHFTAIEKLRRRAIFNMNAKFVDSFNKIGSFKLSVDGFAAMTNEEYRTLLKSKRTTEE
NGQVKYLNIQ

APESVDWRKEGKVTPIRDQAQCGSCYTFGSLAALEGR ~ LLIEK GGDANTLDLSEEHMVQCTRDNG
NNGCNGGLGSNVYDYIIEHGVAKESDYPYTGSDSTCK ~TNVKSFAK ITGYTKVPR _NNEAELKA
ALSQGLVDVSIDASSAK FQLYKSGAYTDTKCKNNYFALNHEVCAVGYGVVDGK ECWIVR NSWG
TGWGDKGYINMVIEGNTCGVATDPLYPTGVQYL

Spot 3: Kultivierung mit E-64, Ubereinstimmung der Peptidfragmente mit EhCP1

MFTFILMFYIGYG
IDFNTWVANNNKHFTAVESLRRRAIFNMNARIVAENNRKETFKLSVDGPFAAMTNEEYNSLLKLKRSG
EEKGEVRYLNIQ

APK AVDWR K KGKVTPIRDQGNCGSCYTFGSIAALEGR LLIEK GGDSETLDLSEEHMVQCTR
EDGNNGCNGGLGSNVYNYIMENGIAK ESDYPYTGSDSTCR SDVK AFAK IKSYNR VARNNEV
ELK AAISQGLVDVSIDASSVOFOLYK SGAYTDTQCKNNYFALNHEVCAVGYGVVDGK ECWIVR
NSWGTGWGEK GYINMVIEGNTCGVATDPLYPTGVEYL

Spot 4: Kultivierung mit E-64, Ubereinstimmung der Peptidfragmente mit EhCP1

MFTFILMFYIGYG

IDFNTWVANNNKHFTAVESLRRRAIFNMNAR IVAENNR KETFKLSVDGPFAAMTNEEYNSLLKLK
RSGEEKGEVRYLNIQ
APKAVDWRKKGKVTPIRDQGNCGSCYTFGSIAALEGRLLIEKGGDSETLDLSEEHMVQCTREDGNNGC
NGGLGSNVYNYIMENGIAK ESDYPYTGSDSTCR SDVKAFAKIKSYNRVARNNEVELK AAISQG
LVDVSIDASSVOFOLYK SGAYTDTQCK NNYFALNHEVCAVGYGVVDGK ECWIVR NSWGT
GWGEK GYINMVIEGNTCGVATDPLYPTGVEYL

Spot 5: Kultivierung mit E-64, Ubereinstimmung der Peptidfragmente mit EhnCP2

MFAFICLLAIASA
IDENTWASKNNKHFTAIEKLRRRAIFNMNAKFVDSENKIGSFKLSVDGFAAMTNEEYRTLLKSKRTTEE
NGQVK YLNIQ

APESVDWRK EGKVTPIRDQAQCGSCYTFGSLAALEGRLLIEK GGDANTLDLSEEHMVQCTR DN
GNNGCNGGLGSNVYDYIIEHGVAK ESDYPYTGSDSTCKTNVK SFAK ITGYTKVPR NNEAELK
AALSQGLVDVSIDASSAKFQLYKSGAY TDTKCKNNYFALNHEVCAVGYGVVDGKECWIVRNSWGTW
GDKGYINMVIEGNTCGVATDPLYPTGVQYL

Abb. 18: Ubereinstimmende Peptide nach tryptischem Verdau differentieller Protein-
spots.

Dargestellt sind die Aminoséuresequenzen der jeweiligen identifzierten Cysteinpeptidase im Einbuchstabencode.
Blau: Peptidsequenz der Priform. Griin: Peptidsequenz der Proform. Rot: Peptidsequenz der maturen Form.
Schwarz: Identifizierte Peptidsequenzen, die wie unter 2.17.12 beschrieben identifiziert wurden.
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3.3.7 Expression von Cysteinpepidase-RNA

Um herauszufinden, ob die Resistenz gegeniiber E-64 mit einer verdnderten Expression von
Cysteinpeptidase-Genen einhergeht, wurden Northern-Blot Analysen durchgefiihrt. Im
Northern-Blot wurde die RNA resistenter E. histolytica, die ohne E-64 und eine Woche mit
E-64 wuchsen mit der RNA nichtresistenter E. histolytica, die ohne E-64 und tiber Nacht mit
E-64 inkubiert wurden verglichen. Die RNA wurde wie unter 2.4.3 beschrieben isoliert, im
Agarosegel getrennt und wie unter 2.10 beschrieben auf eine Nitrocellulosemembran
iibertragen. AnschlieBen wurde die Membran sequentiell mit radioaktiv markierten Proben
hybridisiert (siehe 2.11).

Auf RNA-Ebene konnten keine Unterschiede zwischen resistenten und nicht resistenten
Trophozoiten gefunden werden. Wenn die Zellen in Gegenwart von E-64 wuchsen, war die

Genexpression beider Zellpopulationen deutlich erhoht (siehe Abb. 19).
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Abb. 19 Northern-Blot-Analyse resistenter Amdében, die in Gegenwart von 50 uM E-64

kultiviert wurden.

Je Spur wurden 20 pg RNA aufgetragen. Die Hybridisierung erfolgte mit den fiir EhCP1, EhCP2 und EhCP5
kodierenden Genen. Die Hybridisierung mit einem 650 Bp groBen DNA-Fragment eines Aktingens von E.
histolytica diente der Kontrolle der Probenapplikation.

s: B-64 s, Kulturfiihrung ohne Inhibitor; s*: E-64 s, fiir 24 Stunden mit 100 uM E-64 kultiviert;

r': E-64 r Kulturfiihrung ohne Inhibitor; r*: E-64 r, fiir 7 Tage mit 100 uM E-64 kultiviert;

3.3.8 Ultrastruktur E-64 resistenter Zellen

Mit Hilfe transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmen sollte gekldrt werden, ob die
Resistenz der Amoben gegeniiber E-64 mit ultrastrukturellen Verdanderungen einhergeht.
Hierzu wurden die Kontrollzellen iiber Nacht mit 50 uM E-64 kultiviert. Die Kultivierung der

resistenten Zellen hingegen erfolgte fiir eine Woche in Gegenwart von E-64.
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Um die Ultrastruktur der Amdben darzustellen, wurden Ultradiinnschnitte cryofixierter und
cryosolubilisierter Trophozoiten wie unter 2.29 beschrieben angefertigt. In Ultradiinnschnitten
ist deutlich zu erkennen, dass in Zellen, die in Gegenwart von E-64 kultiviert wurden,
filamentose Strukturen abundant auftreten. Diese Strukturen reagierten nicht mit spezifischen
Antikorpern gegen Aktin. Die Funktion dieser Strukturen konnte nicht aufgeklart werden.
AuBerdem konnte in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen keine Unterschiede
zwischen resistenten und nicht resistenten Amoben nachgewiesen werden. Die fibrilldren
Strukturen kamen in nicht resistenten Kontrollzellen genauso abundant vor, wie in resistenten
Zellen.

Kultivierung
ohne E-64

Abb. 20: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von E. histolytica.
Dargestellt sind typische Bereiche von Ultradiinschnitten cryofixierter und cryosolubilisierter Zellen. Der
GroBenbalken entspricht 1 uM.

s’: E-64 s Kultivierung ohne E-64, s E-64s Kultivierung mit 50 uM E-64,
r’: E-64 r Kultivierung ohne E-64, r':E-64r Kultivierung mit 50 uM E-64.



Experimente und Ergebnisse 80

3.3.9 Untersuchungen zur Pathogenitét der resistenten Zellen.

Um herauszufinden, ob die Resistenz der Amdben mit einer Verdnderung der pathogenen
Eigenschaften einhergeht, wurden die Trophozoiten verschiedenen Untersuchungen
unterzogen. Als in vitro Mal} fiir die Pathogenitit von Trophozoiten dient die Féhigkeit
verschiedene Zellrasen zu zerstoren, z.B. aus CHO-Zellen oder BHK-Zellen ("Baby-Hamster-
Kidney"). Als in vivo Mall fiir die Pathogenitit von Trophozoiten dient die
Leberabszessbildung in Nagetieren, z.B. Wiistenrennméausen (Meriones unguiculatus). Fiir die
Auswertung wird hierbei die Abszessgrofle bezogen auf das Lebergewicht herangezogen. Als

BezugsgroBe dient die Anzahl direkt in die Leber injizierter Trophozoiten.

3.3.9.1 Zerstorung von Zellrasen durch resistente bzw. nichtresistente Trophozoiten

und deren Zellextrakt (cytopathische Aktivitat)

Um die pathogenen Eigenschaften resistenter Zellen in vitro zu messen wurden CHO-Tests
durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Tests erfolgte wie unter 2.25 beschrieben. Die
Ergebnisse zeigten, dass sowohl die nicht resistenten Amdben als auch die resistenten
Amoben nahezu in dem gleichen Malle in der Lage sind CHO-Zellrasen zu zerstoren (siche
Abb. 21). Die Zerstorung der CHO-Zellrasen korreliert dabei mit der CP-Aktivitdt der
jeweiligen Zellpopulation. Die Inkubation der Zellen mit 50 pM E-64 fiihrt zu einer
vollstindigen Hemmung der CP-Aktivitit (siche Abb. 15). Zur Durchfiihrung des Tests
wurden die nicht resistenten Amoben tiber Nacht mit dem Inhibitor kultiviert, wihrend die
resistenten Zellen fiir eine Woche mit dem Inhibitor kultiviert wurden. In den Tests zur
cytopathischen Aktivitdt konnten wiederum keine Unterschiede zwischen WT-Zellen und
resistenten Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 21: CHO-Tests mit Zellextrakten und lebenden Amoében zur Untersuchung der

zytopathischen Eigenschaften.

A: Die CHO-Zellrasen wurden in 5%-iger CO,-Atmosphére mit 100 pg Protein aus Zellextrakten der jeweiligen
Zellpopulationen inkubiert.

B: Die CHO-Zellrasen wurden in 5%-iger CO,-Atmosphire mit 2 x 10° Trophozoiten der jeweiligen
Zellpopulationen inkubiert.

s: E. histolytica HM-1:IMSS, Kultivierung ohne E-64; s*: : E. histolytica HM-1:IMSS, Kultivierung mit 50 uM
E-64.

r': E-64 resistente Amoben, Kultivierung ohne E-64; r*: E-64 resistente Amdben, Kultivierung mit 50 uM E-64.
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3.3.9.2 Induktion von Leberabszessen in Meriones unguiculatus

Um den Einfluss der Resistenz auf die Pathogenitit der Amoben in vivo zu Messen, wurden
resistente Amoben und resistente Amoben, die seit sieben Tagen mit 50 uM E-64 gewachsen
sind wie unter 2.28 beschrieben direkt in die Leber von je 8 Wiistenrenméusen injiziert. Zur
Kontrolle dienten nicht resistente Amoben und nicht resistente Amdben, die {iber Nacht mit
50 uM E-64 kultiviert wurden.

Nicht resistente Amoben verursachten in allen acht Tieren der Testgruppe die Bildung von
Abszessen mit einem mittleren relativen Abszessgewicht von 7,53%. Demgegeniiber
verursachten nicht resistente Amoben, die kurzfristig mit E-64 kultiviert wurden, nur in sechs
von acht Tieren der Testgruppe die Bildung von Leberabszessen. Hervorzuheben ist dabei,
dass die mittlere relative AbszessgroBie von 1,82% signifikant geringer ist.

Im Gegensatz zu nicht resistenten Zellen verursachten resistente Zellen in nur fiinf von acht
Tieren Abszesse. Die Abszessgrole war mit einem mittleren relativen Abszessgewicht von
2,96% signifikant geringer als die der Kontrollamdben. Wenn die resistenten Zellen in
Gegenwart von 50 uM E-64 wuchsen, waren sie nicht mehr virulent. Nur noch eines von acht
Tieren hatte einen kleinen Abszess mit einem relativen Abszessgewicht von 1,38%.
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Abb. 22: Induktion von Leberabszessen in Wistenrennmausen (Meriones unguiculatus).
A: Tiere mit Amdbenleberabszess (%), die durch die jeweilige Zellpopulation ausgeldst wurden (s. unten)

B: Mittleres relatives Abszessgewicht (%), die durch die jeweilige Zellpopulation ausgeldst wurden (s. unten)

s: E. histolytica HM-1:IMSS, Kultivierung ohne E-64; s*: E. histolytica HM-1:IMSS, Kultivierung mit 50 uM
E-64

r': E-64 resistente Amdben, Kultivierung ohne E-64; r*: E-64 resistente Amdben, Kultivierung mit 50 uM E-64
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3.3.10 Sezernierung von Cysteinpeptidasen

Fir Cysteinpeptidaseinhibitor resistente T. cruzi wurde in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen gezeigt, dass resistente Zellen in Gegenwart des Inhibitors nicht prozessierte
Peptidasen im Bereich der Flagellartasche sezernieren (Engel et al., 2000). Da sich
Trypanosomen morphologisch erheblich von Entamoeba unterscheiden und da keine fiir die
Elektronenmikroskopie = geeigneten = Antikdrper  generiert  wurden, konnte in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen keine Aussage iliber verdndertes Prozessieren
von Cysteinpeptidasen und in der Folge einen verdnderten Protein-Transport getroffen werden
(siche 3.3.8). Um festzustellen, ob der Resistenzmechanismus von E. histolytica - dhnlich wie
fiir T. cruzi - auf der Sezernierung nicht prozessierter Peptidasen beruht, wurden Western-Blot
Analysen mit Kulturiiberstinden adhdrent wachsender Zellen angefertigt (siche 3.2.3).

Hierfir wurden Trophozoiten fiir 24 Stunden in einer 24 "well-plate" kultiviert. Zu
Versuchsbeginn wurde dass Kulturmedium durch NaPBS ersetzt und fiir weitere drei Stunden
kultiviert.

Im Western-Blot mit einem Antiserum gegen EhCPS5 zeigte sich fiir resistente Amoben, die
seit einer Woche in Gegenwart von 50 uM E-64 gewachsen sind, eine Bande mit hoherer
molekularer Masse im Kulturiiberstand. Diese Bande trat nicht im Kulturiiberstand
nichtresistenter Amdben auf, die unter den gleichen Bedingungen kultiviert wurden. Daraus
folgt, dass die resistenten Amdben — im Gegensatz zu nicht resistenten Amoben in der Lage

sind die unprozessierten Proformen der Cysteinpeptidasen zu sezernieren.
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Abb. 23: Western-Blot Analyse von Kulturiberstanden und adhé&renten E. histolytica.

A: Western-Blot Analyse adhirent wachsender Trophozoiten der jeweilige Zellpopulation (s. unten)

B: Western-Blot Analyse des Kulturiiberstandes adhirent wachsender Trophozoiten der jeweilige Zellpopulation
(s. unten)

s’: E. histolytica HM-1:IMSS, Kultivierung ohne E-64

s’: E. histolytica HM-1:IMSS, Kultivierung mit 50 uM E-64

r': E-64 resistente Amdben, Kultivierung ohne E-64

r*: E-64 resistente Amdben, Kultivierung mit 50 uM E-64
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4 DISKUSSION

4.1 Versuche zur Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 in E.
histolytica und E. dispar

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Informationen iiber die Funktion von Cysteinpeptidasen in
E. histolytica erarbeitet werden.

Mit der Sequenzierung des Amdbengenoms wurden kiirzlich zwanzig Gene, die fiir
Cysteinpeptidasen kodieren, im Genom von E. histolytica identifiziert. Unter Kultur-
bedingungen werden nur die Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2 und EhCP5 hauptsédchlich
exprimiert. Demgegeniiber wird in E. dispar die Cysteinpeptidase EACP3 hauptséchlich
exprimiert, gefolgt von EACP2 (Bruchhaus et al., 1996; Bruchhaus et al., 2003).

Es gibt mehrere Moglichkeiten um Informationen iiber die Funktion eines Gens bzw. dessen
korrespondierenden Proteins zu erhalten. Mittels Deletions- Insertions- oder "Knock-out"
Mutanten des betreffenden Gens kann iiber phinotypische Auswirkungen, dessen Funktion
beurteilt werden. Aufgrund des vermutlich mindestens tetraploiden Chromosomensatzes von
E. histolytica (Willhoeft et al., 1999c¢) ist die Erzeugung der obig genannten Mutanten in E.
histolytica erschwert. Des Weiteren sind fiir die Erzeugung von "Knock-out" Mutanten
Rekombinationsereignisse notwendig. In E. histolytica ist bislang nicht gelungen, derartige
genetische Ereignisse experimentell zu erzeugen.

Weiterhin konnen Gene auch partiell mittels der "Antisense" Technologie ausgeschaltet, bzw.
kann die Translation mit spezifischer "Antisene-RNA" reduziert werden (Nellen et al., 1996;
Baker et al., 1999). Diese Technik kam bislang auch in E. histolytica zur Anwendung (Petri et
al., 1999) Eine andere Moglichkeit, die Funktion eines Proteins zu Untersuchen stellt die
Uberexpression des korrespondierenden Gens dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 mittels episomaler Transfektion von E.
histolytica HM-1:IMSS "30459" in dem Vektor "NeoBox" untersucht.

Versuche zur Uberexpression verschiedener Gene von E. histolytica wurden bereits
erfolgreich mit vom Vektor "NeoCass" abgeleiteten Vektoren durchgefiihrt (Hamann et al.,
1995), in denen das jeweilige Strukturgen unter Kontrolle des Lektinpromotors stand (Ghosh
et al., 1996; Arhets et al., 1998; Wassmann et al., 1999; Mai et al., 1999; Voigt et al., 1999;
Hellberg et al., 2001). Die transfizierte DNA integriert nicht in das Amdbengenom, sondern
verbleibt episomal, repliziert sich autonom und die Kopienanzahl ist dem Selektionsdruck
proportional (Hamann et al., 1995). Wihrend die Uberexpression der Cysteinpeptidase EnCP2
im obigen Vektor unter Kontrolle des Lektinpromotors moglich war, konnten die
Cysteinpeptidasen EhnCP1 und EhCP5 sowie Amoebapore im gleichen Vektor unter Kontrolle
des Lektinpromotors aus bislang unbekannten Griinden nicht {iberexprimiert werden
(Hellberg et al., 2001).
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4.1.1 Fur die Genexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 sind stromaufwarts oder
stromabwarts liegende **cis-acting™ Elemente notwendig

Mit der Sequenzierung des Amobengenoms im TIGR und Sanger-Genomprojekt war es
moglich, einen Vektor zu konstruieren, in dem die Cysteinpeptidase EhCP5 unter Kontrolle
des geneigenen Promotors stand. Fiir dieses Konstrukt wurden 1,5 kBp der 3’-flankierenden
Sequenz und 2,5 kBp der 5’-flankierenden Sequenz der ehcp5 amplifiziert (siehe 2.30), da 5°-
und 3’-flankierende Sequenzen fiir die Expression von Amdbengenen eine wichtige Rolle
spielen (Nickel et al., 1994; Purdy et al., 1994; Buss et al., 1995; Schaenman et al., 1998;
Singh et al., 2002) und die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 unter Kontrolle des
Lektinpromotors nicht moglich war (Hellberg et al., 2001).

Die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 konnte im Northern-Blot sowohl in E.
histolytica als auch in E. dispar nachgewiesen werden und hatte keinen Einfluss auf das
Expressionsniveau der Cysteinpeptidasen ehcpl und ehcp2 (sieche Abb. 7). Die transfizierte
DNA verbleibt episomal und repliziert sich entsprechend dem durch die
Neomycinkonzentration ausgelibten Selektionsdruck autonom. Somit liegen viele Kopien des
Plasmides in der Zelle vor (Hamann et al., 1995). Da die Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 — im Gegensatz zur EhCP2 — ohne geneigene 5'- und 3'-
flankierende Sequenzen unter Kontrolle des Lektinpromotors nicht mdglich war (Hellberg et
al., 2001), sind somit vermutlich genspezifische 5°— und 3'-flankierende regulatorische "cis-
acting" Sequenzen der EhCP5 fiir die Genexpression notwendig. Uber die Genregulation der
Cysteinpeptidasen von E. histolytica ist zur Zeit bekannt, dass die unter Kulturbedingungen
exprimierten Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2, EhCP3, EhCP5, EhCP8 und EhCP9 ein
erweitertes TATA-Box Motiv TATTAAACT ca. 35 bp stromaufwirts von der Translations
Initiation ATG besitzen. Dieses Motiv ist in den nicht exprimierten Cysteinpeptidasen und in
denen, die im Northern-Blot erst nach mehrtigiger Exposition ein Signal geben, nicht
vorhanden (Bruchhaus et al., 2003). Weiterhin enthalten Promotoren von E. histolytica ein fiir
Eukaryoten untypisches "GAAC"-Element, das fiir die Zusammensetzung des DNA-Protein-
Komplexes notwendig ist und die RNA-Polymerase TATA-Box unabhingig an die inr-
Region leitet (Singh et al., 1998). Fiir einen weiteren Pathogenititsfaktor von E. histolytica,
wurden bereits cis-acting regulatorische "GAAC"-Elemente nachgewiesen: Das hgl5-Gen
kodiert fiir die groBe Untereinheit des [-D-Galaktose/N-Acetylgalaktosamin spezifischen
Adhérenzlektins und ist fiir die kontaktabhingige Lysis der Zielzelle notwendig. Der
Promoter enthélt fiinf stromaufwérts liegende regulatorische "cis-acting" GAAC-Elemente
(Gilchrist et al., 1997; Gilchrist et al., 1998; Gilchrist et al., 2001). Die genauen Griinde,
warum die Cysteinpeptidasen EhCP5 und EhCP1 sowie Amoebapore unter Kontrolle des
Lektinpromotors nicht exprimiert werden konnten (Hellberg et al., 2001) bleiben allerdings
weiterhin im Dunkeln. Es konnte durchaus mdglich sein, dass die Cysteinpeptidase EhCP1
und Amoebapore - ebenso wie die Cysteinpeptidase EhCPS5 - unter Kontrolle von 3'- und 5'-

flankierenden Sequenzen liberexprimiert werden konnen.
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41.2 Die Cysteinpeptidase EhCPS5 ist vermutlich an der Prozessierung weiterer
Peptidasen von E. histolytica beteiligt

Im Aktivititstest mit Z-Arg-Arg-pNA als spezifisches Substrat konnte die Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 in E. histolytica um ca. Faktor fiinf nachgewiesen werden (siche
3.1). Um genauere Informationen zu erhalten wurden Substrat-SDS-PAGE Untersuchungen
(siche 3.2.2) und Western-Blot Analysen (siche 3.2.3) durchgefiihrt.

In der Literatur gibt es viele Hinweise auf Cysteinpeptidasen von E. histolytica, die auf
Substrat-SDS-PAGE Untersuchungen beruhen (Lushbaugh et al., 1985; Scholze et al., 1988;
Reed et al., 1989; Ostoa-Saloma et al., 1989; Avila et al., 1993; Spice et al., 1993; Navarro-
Garcia et al., 1995; Serrano et al., 1996; Temesvari et al., 1999). Die Peptidasemuster der
Substratgele der meisten Studien stimmen relativ gut iiberein, wobei das Muster liber 50 kDa
variiert (Ostoa-Saloma et al., 1989; Spice et al., 1993; Navarro-Garcia et al., 1995; Serrano et
al., 1996; Leon et al.,, 1997). Der Verdau der im 12%igen SDS-Gel copolymerisierten
Gelatine im Bereich um 48 kDa konnte der Aktivitéit der Cysteinpeptidase EnCP1, der Verdau
bei ca. 35 kDa konnte der Aktivitét der Cysteinpeptidase EnCP2 zugeordnet werden (Hellberg
et al., 2000). Rekombinant exprimierte EhCP5 ist im Bereich von 28,4 kDa aktiv (Hellberg et
al., 2002).

Fir Zellextrakte aus pNeoEhCP5-TOPO transfizierten E. histolytica war in den
GroBenbereichen 25, 28, 35, und 51 kDa eine — im Vergleich zu Kontrollextrakten aus
pNeoBox transfizierten Trophozoiten — gleichméfBige Zunahme der proteolytischen Aktivitat
zu beobachten (siche Abb. 8). Demgegeniiber beschrinkte sich die Erhohung der
proteolytischen Aktivitdt zusdtzlich angefertigter Kontrollextrakte aus pNeoEhCP2
transfizierten Trophozoiten auf den Groflenbereich um 35 kDa (siehe Abb. 8).

Da die Grofen der verstarkt aufgetretenen Banden im Zymogramm denen von EhCP1 und
EhCP2 entsprachen (Hellberg et al., 2000) wurden Western Blot Analysen mit spezifischen
Antikorpern gegen EhCP1 und EhCP2 durchgefiihrt (siehe 3.2.3). Im Western Blot mit
Zellextrakten pNeoEhCP5-TOPO transfizierter E. histolytica wurden groBere Mengen der
Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 mit spezifischen Antikorpern detektiert (siche Abb. 9).
Der GroBenbereich um 35kDa entspricht somit offensichtlich der Aktivitdt der
Cysteinpeptidase EhCP2, der um 51 kDa wahrscheinlich der Aktivitit der Cysteinpeptidase
EhCP1 (Hellberg et al., 2000). Die Differenz fiir die Cysteinpeptidase EhCP1 im Bereich von
51 kDa zu den Versuchen von Hellberg et al. ergeben sich vermutlich aus der
Zusammensetzung der Substrat-SDS-Gele (Ostoa-Saloma et al., 1989; Spice et al., 1993;
Hellberg et al., 2000).

Die Aktivititen, in den GroBenbereichen 25 kDa und 28 kDa sind vermutlich der
Cysteinpeptidase EhCP5 zuzuordnen (Hellberg et al., 2002). Ob sich eine weitere durch die
Cysteinpeptidase EhCPS5 aktivierte Cysteinpeptidase hinter diesen Aktivitdten verbirgt ist

unbekannt.
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Um eine Schddigung der Zelle durch Cysteinpeptidasen auszuschlieBen, wird die
proteolytische Aktivitét in vivo strikt reguliert. Dies wird durch Verdnderung der Syntheserate
sowie — auf posttranslationalem Wege — durch endogene Inhibitoren, Aktivierung von
Zymodemen und Verdnderung der Abbaurate erreicht (Hooper 2002). Cysteinpeptidasen
werden als inaktive Vorlduferproteine, die aus einem Signalpeptid (Prapeptid) und einem
Propeptid bestehen, gebildet (Rawlings et al., 1994). Fiir Papain und Cathepsin B konnte
gezeigt werden, dass die Propeptide als starke, reversible Inhibitoren der maturen Enzyme
fungieren (Fox et al., 1992; Taylor et al., 1995), indem sie die Substratbindungstasche in
entgegen gesetzter Orientierung zum Substrat binden (Turk et al., 1996; Cygler et al., 1996).
Das Propeptid gewéhrleistet die korrekte Faltung des Enzyms und das Verbleiben im
inaktiven Zustand. Zur Erlangung enzymatischer Aktivitdt muss das Propeptid abgespalten
werden. Die Aktivierung der Cysteinpeptidasen kann durch intermolekulare Wechselwirkung
oder Autokatalyse zustande kommen (Eakin et al., 1992; Taylor et al., 1992; Sanderson et al.,
2000). Fiir die rekombinant exprimierte Cysteinpeptidase EhCP5 wurde bereits die
autokatalytische posttranslationale Prozessierung zum aktiven Enzym in vitro nachgewiesen
(Hellberg et al., 2002).

Im Northern-Blot mit RNA aus pNeoEhCP5-TOPO transfizierten Amoben wurden die
Transkripte fiir die Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 nicht vermehrt nachgewiesen (siehe
Abb. 7). Somit haben vermutlich posttranslationale Modifikationen durch die
Cysteinpeptidase EhCP5 zu dem verdnderten Aktivitdtsniveau der Cysteinpeptidasen EhCP1
und EhCP2 (siehe 3.2.1 und Abb. 8) gefiihrt. Weiterhin konnten durch die posttranslationale
Modifikation der Cysteinpeptidasen EhnCP1 und EhCP2 Epitope fiir die jeweiligen Antikorper
zuganglich gemacht worden sein, was zum vermehrten Nachweise im Western-Blot fiihrte
(siche Abb. 9).

Anhand der obig dargestellten Ergebnisse wurde gezeigt, dass die Cysteinpeptidasen EhCP1
und EhCP2 vermutlich durch die Cysteinpeptidase EhCP5 prozessiert werden und die
Regulation auf posttranslationaler Ebene durch intermolekulare Wechselwirkungen erfolgt.
Die Eingangs erwihnte Erhohung der proteolytischen Aktivitdit um ca. Faktor fiinf (siehe
3.2.1) lésst sich somit nicht nur der Aktivitdt der liberexpremierten EnCP5 zuordnen, sondern
beruht auch auf der Aktivitét der Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2.

Ankri et al. beobachteten, dass die Hemmung der Cysteinpeptidase EhCPS durch "Antisense"-
Konstrukte die gesamte proteolytische Aktivitdt der Amoben um ca. 90% verringerte und das
in Gelatine SDS-Gelen die Aktivititen weiterer Cysteinpeptidasen gehemmt wurden (Ankri et
al., 1998; Ankri et al., 1999b). Da die Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2 und EhCPS5 fiir ca.
90% der proteolytischen Aktivitdt von E. histolytica verantwortlich sind (Bruchhaus et al.,
1996) und die Cysteinpeptidase EhCP5 die Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2
anscheinend posttranslational aktiviert (siche Abb. 7, Abb. 8 und Abb. 9), werden die in
dieser Arbeit erlangten Ergebnisse durch die obig aufgefiihrten Arbeiten von Ankri et al. und
Bruchhaus et al. erhértet.
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Die Interpretation von Ankri et al. war, dass die proteolytische Aktivitit durch eine
verminderte Translation weiterer Cysteinpeptidasen durch die ehcp5-"Antisense"-Konstrukte
zustande kam (Ankri et al., 1998; Ankri et al., 1999b).

Diese Interpretation muss mit den erlangten Ergebnissen in Frage gestellt werden. Dem
Mechanismus, auf dem die vermeintliche "Antisense"-Hemmung weiterer Cysteinpeptidasen
beruht, liegt wahrscheinlich nicht eine verminderte Translation von Cysteinpeptidasen,
sondern die fehlende posttranslationale Aktivierung der Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2
durch die Cysteinpeptidase EhCP5 zugrunde.

Weiterhin spricht gegen die Interpretation von Ankri et al., dass die Nukleotidsequenzen der
Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 zur Cysteinpeptidase EhCP5 nur zu ca. 50%
sequenzhomolog sind (Bruchhaus et al., 1996), so dass eine Antisense Hemmung — wie

bereits von Hellberg et al. beschrieben - unwahrscheinlich erscheint (Hellberg et al., 2001).

Im Northern-Blot wurde gezeigt, dass der Promotor der Cysteinpeptidase EnCP5 in E. dispar
funktionell aktiv ist (sieche Abb. 7). Demgegeniiber konnte in Zellextrakten NeoEhCP5
transfizierter E. dispar die Cysteinpeptidase EhCP5 im Western-Blot nicht nachgewiesen
werden (sieche 3.2.3) und die Zellen waren dementsprechend nicht in der Lage, eine aktive
Cysteinpeptidase EhCP5 zu exprimieren (siehe 3.2.1 und 3.2.2). Im Gegensatz zur
Cysteinpeptidase EhCP5 war es moglich die Cysteinpeptidase EhCP2 unter Kontrolle des
Lektinpromotors funktionell in E. dispar {iiberzuexprimieren (Hellberg et al., 2001).
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass ein intaktes Gen fiir die Cysteinpeptidase
EhCP5 nicht mehr in E. dispar vorkommt (Willhoeft et al., 1999b), wihrend ein Gen fiir die
EhCP2 mit 96% Sequenzhomologie vorhanden ist (Bruchhaus et al., 1996).

Die genauen Griinde fiir die Unterschiede in der Genexpression der beiden Cysteinpeptidasen
in E. dispar und E. histolytica bleiben allerdings unklar.

4.1.3 Einfluss der Uberexpression der Cysteinpeptidase EnCP5 auf die Pathogenitat
der Amgben

Um den Einfluss der Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 auf die Pathogenitiit der

Amoben in vitro und in vivo zu untersuchen wurden verschiedene Modelle gewihlt.

4.1.3.1 Versuche zur in vitro Pathogenitat NeoEhCPS5 transfizierter E. histolytica
(Cytopathische Eigenschaften / Erythrophagozytose / Hamolyse)

Die Zerstorung eines Zellrasens dient der Beurteilung der cytopathischen Eigenschaften der
Amoben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die cytopathischen Eigenschaften im CHO-Test mit
Zellextrakten und viablen Amoben untersucht. Hierbei zeigte sich, dass sowohl
Trophozoitenextrakte aus pNeoEhCP5-TOPO transfizierten E. histolytica als auch viable
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pNeoEhCP5-TOPO transfizierte Trophozoiten einen signifikant erhdhten cytopathischen
Effekt aufwiesen (siche Abb. 10).

Es gibt bereits einige Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Pathogenitétsfaktoren von
E. histolytica auf die Zerstorung von Zellrasen. Die Hemmung der proteolytischen Aktivitat
durch Cysteinpeptidaseinhibitoren oder "Antisense"-Versuche fiihrte bei Verwendung von
Trophozoitenextrakten zur vollstindigen Hemmung und bei Verwendung von intakten
Trophozoiten nur zum teilweisen Verlust der cytopathischen Eigenschaften (Ankri et al.,
1998; Hellberg et al., 2001). Um den Einfluss weiterer Faktoren auf den cytopathischen
Effekt zu untersuchen, wurde die Expression von Amobapore und des Adhérenzlektins durch
"Antisense" RNA inhibiert. In diesen Versuchen wurde eine Reduktion des cytopathischen
Effektes beobachtet (Bracha et al., 1999; Ankri et al,, 1999a). Aus den obig erwéhnten
Arbeiten kann geschlossen werden, dass es sich beim cytopathischen Effekt um einen
multifaktoriellen Prozess handelt, fiir den sowohl Cysteinpeptidasen als auch Amdbapore und
das Adhirenzlektin verantwortlich sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand der Zerstorung von CHO Zellrasen gezeigt, dass die
Cysteinpeptidase EhCP5 mal3geblich am cytopathischen Effekt beteiligt ist (siche Abb. 10).
In Versuchen mit 100 pg Zellextrakt wurde fiir pNeoEhCP5-TOPO transfizierte E. histolytica
eine 100%ige Zellrasenzerstorung, fiir die Kontrollzellen erst ab 200 pg Zellextrakt eine ca.
50%ige Zerstorung des CHO-Zellrasens gemessen (siche Abb. 10). Hieraus resultiert ein
mindestens vierfacher cytopathischer Effekt durch die Uberexpression der Cysteinpeptidase
EhCP5. Somit besteht tendenziell ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 um Faktor 5 und dem Cytopathischen Effekt von mindestens Faktor
4. Da durch die Cysteinpeptidase EhCP5 vermutlich weitere Cysteinpeptidasen
posttranslational aktiviert wurden (siche Abb. 7, Abb. 8 und Abb. 9), kann dieser Effekt
allerdings nicht alleinig der Cysteinpeptidase EhCP5 zugeschrieben werden.

Im Gegensatz zu Versuchen mit Zellextrakten war der cytopathische Effekt in Versuchen mit
intakten Trophozoiten weniger ausgeprigt und betrug ca. Faktor 1,5 — 2 (sieche Abb. 10).
Vermutlich beruht der cytopathische Effekt bei Verwendung intakter Trophozoiten -
zusétzlich zur proteolytischen Aktivitit — auf der zellkontaktabhingigen Lyse der Zielzellen,
die liber das B-D-Galaktose/N-Acetylgalaktosamin-spezifische Adhirenzlektin (Petri, Jr. et
al., 1987; Mann et al., 1991; Tannich et al., 1991b; Tannich et al., 1992) und porenbildende
Peptide (Young et al., 1982; Leippe et al., 1991; Leippe et al., 1994; Leippe 1997) vermittelt
werden.

Die cytopathische Aktivitdt der Amoben spielt wahrscheinlich bei der Besiedlung des Darms
und der Wanderung der Trophozoiten von E. histolytica durch das Bindegewebe eine Rolle.
Sowohl E. histolytica als auch E. dispar sind auf eine Interaktion mit dem Darmepithel
angewiesen, um eine Ausscheidung der Trophozoiten zu verhindern. Die Unterschiede in der
proteolytischen Aktivitét — hier insbesondere die Unterschiede im Vorhandensein von EhCP1

und EhCP5 — sind vermutlich fiir die Gewebsinvasion von E. histolytica entscheidend.
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Fiir Trophozoiten von E. histolytica wurde bereits gezeigt, dass eine drastische Reduktion der
Gesamtcysteinpeptidaseaktivitit eine erheblich verringerte Entziindungsreaktion bzw.
Schiadigung der Mukosa hervorruft (Zhang et al., 2000).

Ein Zusammenhang zwischen der proteolytischen Aktivitdt und der Zerstérung von Zellrasen
wurde auch fiir weitere Organismen wie z.B. Trichomonas vaginalis (Alvarez-Sanchez et al.,
2000) und Streptococcus pyogenes (Kapur et al., 1993) beschrieben. In Zellextrakten von
Aspergillus fumigatus sind Serinpeptidasen in vitro ebenfalls zum Ablésen von Zellen
befdhigt (Tomee et al., 1997). Vermutlich stellt dies eine wichtige Eigenschaft pathogener
Pilze zum Uberwinden der physikalischen Barriere des Epitheliums dar.

Neben der Zerstorung von Zellverbidnden ist die Phagozytose von Zielzellen ein weiteres
wichtiges Kriterium fiir die Pathogenitdt von E. histolytica und wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. In der Literatur werden - wie fiir die cytopathischen Eigenschaften - auch
fiir die Erythrophagozytose nicht kongruente Ergebnisse gefunden.

Tsutsumi konnte in in Vvivo Untersuchungen keine Korrelation zwischen der
Erythrophagozytose und der Pathogenitit der Amdben nachweisen (Tsutsumi et al., 1992). In
anderen  Arbeiten = wurde  gezeigt, dass obwohl die Verwendung von
Cysteinpeptidaseinhibitoren keinen Einfluss auf die Phagozytose von Bakterien und
Erythrozyten hatte (Montfort et al, 1993; Ghosh et al., 1997), die Inhibition der
Cysteinpeptidasen mittels Expression von Antisense-RNA zu einer verringerten Erythro-
phagozytose von Trophozoiten von E. histolytica fiihrte (Ankri et al., 1998). Verwunderlich
erscheint hierbei, dass die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP2 demgegeniiber zu
einer verminderten Erythrophagozytose fiihrt (Hellberg et al., 2001).

Die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 fiihrte zu einer um 35% verminderten
Erythrophagozytose (siehe 3.2.4.2) und geht somit mit der Arbeit von Hellberg et al. konform.
Waihrend EhCP2 transfizierte Zellen eine deutlich erniedrigte Himolyse zeigten (Hellberg et
al., 2001), hatte die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 keinerlei Einfluss auf die
hamolytischen Eigenschaften von E. histolytica.

4.1.3.2 Bildung von Amdbenleberabszessen in Wistenrennmausen (Meriones

unguiculatus)

Versuche zur in vivo Pathogenitit der Amoben sind von grofler Bedeutung, um den Einfluss
der einzelnen Cysteinpeptidasen auf die Pathogenitit der Trophozoiten zu messen.

Es gibt bislang viele Hinweise fiir den Einfluss der Cysteinpeptidasen auf die Pathogenitit der
Amoben. Ein wichtiges Indiz ist, dass der nicht pathogene Kommensale E. dispar
proteolytisch weniger aktiv als E. histolytica ist und das weniger Gene, die fiir
Cysteinpeptidasen codieren, in E. dispar nachgewiesen wurden (Tannich et al., 1991c;
Bruchhaus et al.,, 1996; Bruchhaus et al., 2003). Weiterhin ist bekannt, dass die
Cysteinpeptidasen von E. histolytica an der Zerstorung der extrazelluldren Matrix beteiligt
sind (Luaces et al., 1988; Schulte et al., 1989). Die Virulenz der Amdben korreliert direkt mit
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der proteolytischen Aktivitdt der jeweiligen Zellextrakte (Gadasi et al., 1983a; Lushbaugh et
al., 1985; Keene et al, 1990) und die Amobenleberabszessbildung wird durch
Cysteinpeptidaseinhibitoren (Stanley, Jr. et al., 1995), Laminin (Li et al., 1995) und die
Inhibition der Cysteinpeptidase EhCP5 durch "Antisense" RNA (Ankri et al,, 1999b)
unterbunden. Weiterhin wurde bereits berichtet, dass die Cysteinpeptidase EhCP5 an der
Entziindungsreaktion von "SCID-Xenograft-cells" beteiligt ist (Zhang et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig die Uberexpression der EhCP5 im Tiermodell
untersucht werden. Hierzu wurden transfizierte Trophozoiten in die Leber von
Wiistenrennméusen injiziert. Der Versuch wurde — wie unter 2.28 beschriecben -
freundlicherweise von Dr. Hannelore Lotter durchgefiihrt.

In mit pNeoEhCP5-TOPO transfizierten E. histolytica infizierten Meriones unguiculatus
wurde signifikant mehr Abszessgewebe in der Leber gebildet, als in Tieren der
Kontrollgruppe (siehe 3.2.4.3).

Demgegeniiber wurde fiir die Cysteinpeptidase EhCP2 festgestellt, dass sie eine
untergeordnete Rolle fiir die Amdbenleberabszessbildung spielt (Olivos-Garcia et al., 2003)
und die Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP2 um ca. Faktor 7 zu keiner vermehrten
Amobenleberabszessbildung fiihrt (Hellberg et al., 2001). Ein weiteres Indiz dafiir, dass die
Cysteinpeptidase EhCP2 eine untergeordnete Rolle fiir die Pathogenitdt von E. histolytica
spielt ist die Tatsache, dass eine zu 96,4% homologe Cysteinpeptidase EACP2 auch im nicht
pathogenen Kommensalen E. dispar exprimiert wird (Bruchhaus et al., 1996; Bruchhaus et
al., 2003).

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass die Cysteinpeptidase EhCPS5
vermutlich die Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 posttranslational aktiviert. Es kann
somit nicht ausgeschlossen werden, dass vielleicht weitere Cysteinpeptidasen durch die
EhCP5 aktiviert werden und an der Amdbenleberabszessbildung beteiligt sind. Weiterhin ist
nicht bekannt, ob fiir die Invasion in vivo weitere Cysteinpeptidasen benétigt werden. Die
Unterschiede in der proteolytischen Aktivitdt und der Féhigkeit von E. histolytica und E.
dispar Gewebe zu zerstoren, scheinen somit primér auf die Aktivitidt der Cysteinpeptidasen
EhCP5 und EhCP1 zuriickzufiihren zu sein. Die Cysteinpeptidase EhCP1 ist allerdings
vermutlich durch Genduplikation aus der Cysteinpeptidase EhCP2 hervorgegangen
(Bruchhaus et al., 1996). Da die Cysteinpeptidase EhCP1 zu 87% homolog zur
Cysteinpeptidase EhCP2 ist, kann - aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuchen zur Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 - vermutet werden, dass die
Cysteinpeptidase EnCP5 einen Hauptpathogenititsfaktor von E. histolytica darstellt.

Fraglich bleibt, aus welchem Grund die Amdben in das Gewebe invadieren, da den Amdben

mit der Gewebsinvasion die Moglichkeit zur Verbreitung genommen ist.
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4.2 Resistenz von E. histolytica gegentiber E-64

In parasitischen Protozoen werden zunehmend Resistenzen gegeniiber den zur Zeit
gebrauchlichen Medikamenten beobachtet. Cysteinpeptidasen werden als mdgliche "drug-
targets" in Erwédgung gezogen (Selzer et al., 1999; Lecaille et al., 2002).

Es gibt viele Hinweise darauf, dass Cysteinpeptidasen Hauptpathogenititsfaktoren von E.
histolytica darstellen. Von diversen Arbeitsgruppen wurde bereits gezeigt, dass die Hemmung
der proteolytischen Aktivitdit zur Verminderung der Pathogenitdt in vivo fiihrte. In
Tiermodellen mit Nagern reduzierte die Behandlung mit E-64 die Bildung von
Amobenleberabszessen (Stanley, Jr. et al., 1995). Laminin blockiert die Substrat-
bindungstasche von Cysteinpeptidasen von E. histolytica und verringerte signifikant die
Bildung von Amdbenleberabszessen (Li et al., 1995). Amdben konnten gentechnisch so
verdndert werden, dass sie nur noch iiber 10% der proteolytische Aktivitdt verfiigen. Diese
Zellen konnten im Tiermodell mit Hamstern keine Abszesse mehr bilden (Ankri et al.,
1999b). Somit erscheinen Cysteinpeptidasen von E. histolytica als mogliche "drug-targets"
geeignet. Um hierliber weitere Aussagen treffen zu konnen, wurden Trophozoiten von E.
histolytica in Gegenwart verschiedener Cysteinpeptidaseinhibitoren kultiviert.

Die Ergebnisse zeigten, dass membranpermeable Cysteinpeptidaseinhibitoren mit einem
breiten Substratspektrum fiir die Amdben unter axenischen Kulturbedingungen immer letal
sind (sieche Abb. 13). Weiterhin war es nicht moglich eine Resistenz gegeniiber Z-Phe-Ala-
DMK, E-64d und HMB zu generieren (siche 3.3.2), was auf die Wichtigkeit der
Cysteinpeptidasen fiir das Wachstum der Amdben und die Moglichkeiten von
Cysteinpeptidaseinhibitoren fiir die Bekdmpfung der Amoebiasis hinweist. Im Gegensatz zu
den sehr potenten membrangédngigen Inhibitoren ist E-64 weniger toxisch und fiihrte erst in
sehr viel hoheren Dosierungen zur Stagnation des Wachstums. Nach ca. vier Tagen starben
die Trophozoiten ab und in der Zellkultur waren viele Zelltrimmer und wenige intakte Zellen
zu erkennen. Erst nach ca. zehn Tagen vermehrten sich vereinzelte Zellen, die kultiviert
werden konnten. Diese Zellen waren dazu in der Lage, in Gegenwart von sehr hohen E-64
Dosierungen zu iiberleben (siche Abb. 12).

Somit bestand — abhéngig von den Eigenschaften des Inhibitors — die Moglichkeit flir die
Amoben eine Resistenz auszubilden. Zwei Eigenschaften des Inhibitors miissen hierbei
unterschieden werden: Zum einen die Affinitit des Inhibitors zu den Cysteinpeptidasen des
Parasiten, zum anderen die Membranpermeabilitdt des Inhibitors.

Die Membranpermeabilitit von Peptidepoxiden kann durch Ersetzen von Agmatin durch eine
Alkylgruppe und der Carboxylgruppe durch Ester oder Amid erh6ht werden (siehe 1.5.1 und
Abb. 1). Die Affinitdt zum Substrat wird durch die Seitenkette determiniert. Die Affinititen
von E-64 und E-64d zum Substrat sind nahezu identisch. Beide E-64 Derivate unterscheiden
sich jedoch in ihrer Membranpermeabilitét.

Vermutlich gelangte E-64 — als nicht membranpermeabler Cysteinpeptidaseinhibitor — nicht

in sdmtliche Zellkompartimente, sondern wurde durch Pinocytose von den Zellen
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aufgenommen. Demzufolge wirkte E-64 wahrscheinlich primidr auf membranstindige
Cysteinpeptidasen und Cysteinpeptidasen die in den Phagolysosomen lokalisiert sind.
Demgegeniiber gelangten die membrangidngigen Inhibitoren passiv durch Diffusion in
sdmtliche Zellkompartimente, wodurch die gesamte proteolytische Aktivitit der Zellen
innerhalb kiirzester Zeit verloren geht. Davon waren vermutlich auch Cysteinpeptidasen
sekretorischer Vesikel, die am Prozessieren von Proteinen beteiligt sind, betroffen. Die
letztgenannte Funktion der Cysteinpeptidasen konnte fiir das Wachstum der Amdben von
entscheidender Bedeutung sein und die Toxizitdt der membrangéngigen Inhibitoren erklaren.
Die Resistenz der Amdben war eine stabile Eigenschaft und blieb {iber einen Zeitraum von
mindestens vier Monaten erhalten. Aus diesem Grunde unterscheidet sich die E-64 Resistenz
von der in vitro induzierten Resistenz gegeniiber Metronidazol die nach kurzer Zeit verloren
ging (Wassmann et al., 1999).

Anders als alle anderen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren hatte Z-Phe-Phe-
DMK nahezu keinen Effekt auf das Wachstum der Amdben (siehe Abb. 13). Z-Phe-Ala-DMK
und Z-Phe-Phe-DMK gehoren zur Gruppe der Diazomethylketone. Die Affinitét zum Substrat
wird iiber die Dipeptidylgruppe determiniert. Die Substrataffinitit von Z-Phe-Ala-DMK ist
gegeniiber Cysteinpeptidasen mit einer Cathepsin B dhnlichen Spezifitit hoher als die von Z-
Phe-Phe-DMK (Kirschke et al., 1981; Kirschke et al., 1988; Crawford et al., 1988).

Die Substratspezifitdt von Cathepsin B und Cathepsin L wird durch die Aminosdure 205
(Papainsequenz), die die S2-Bindungsstelle determiniert, festgelegt. Cathepsin B dhnliche
Cysteinpeptidasen besitzen in dieser Position gewdhnlich saure Gruppen (Asp o. Glu)
(Scholze et al., 1988; Scholze et al., 1994; Jacobs et al., 1998), wihrend in Cathepsin L
dhnlichen Cysteinpeptidasen Alanin diese Position einnimmt (Barrett et al., 1998). Die
Gesamtstruktur der Cysteinpeptidasen von E. histolytica entspricht der von Cathepsin L, die
proteolytische Aktivitdt allerdings der von Cathepsin B. Die Cysteinpeptidasen von E.
histolytica degradieren das fiir Cathepsin B typische Substrat Z-Arg-Arg-pNA (Hellberg et
al., 2001).

Keine der Cysteinpeptidasen von E. histolytica besitzen Alanin in Position 205, aber sieben
Cysteinpeptidasen besitzen Aspartat in Position 205. Aus diesem Grunde hat Z-Phe-Phe-
DMK eine sehr viel niedrigere Affinitdt zu den Cysteinpeptidasen von E. histolytica als Z-
Phe-Ala-DMK (siehe 3.3.3) und folglich keine Auswirkung auf die ECsy der Amoben.
Weiterhin ist in der Substrat SDS-PAGE zu erkennen, dass sémtliche Cysteinpeptidasen von
E. histolytica in gleichem Mafe durch Z-Phe-Ala-DMK vollstindig und durch Z-Phe-Phe—
DMK nur teilweise gechemmt wurden (siche Abb. 14).

Fiir die Cysteinpeptidase EhCP5 wurde beschrieben, dass sie — anders als EhnCP1 und EhCP2
— nicht durch Interaktion an Bacitracin Sdulenchromatographisch gereinigt werden konnte
(Hellberg et al., 2000). Dies ist ein Hinweis darauf, dass sich die aktiven Zentren dieser
Cysteinpeptidasen unterscheiden. Aus dem Vergleich der modellierten dreidimensionalen
Strukturen von EhCP1 und EhCP5 (Jacobs et al., 1998) ist ersichtlich, dass die
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Substratbindungsstelle der Cysteinpeptidase EhCPS5 hydrophober ist, als die der
Cysteinpeptidase EhCP1 (Hellberg et al., 2000).

Mittels Kationenaustauschchromatographie konnen Cathepsin B und Cathepsin L
voneinander getrennt werden. Nur Cathepsin L bindet an eine entsprechende Matrix. Einen
weiteren Hinweis darauf, dass sich die Cysteinpeptidasen EhCP5 und EhCP1 / EhCP2 in
ihrem aktiven Zentrum unterscheiden bringt die Beobachtung, dass sich die Cysteinpeptidase
EhCP5 an einer Kationenaustauschsdule von den Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2
getrennt werden konnte (Bruchhaus et al, 1996). Die Substratbindungstaschen der
Cysteinpeptidasen EhCP1  und EhCP2 sind untereinander  konserviert.  Die
Substratbindungstasche der Cysteinpeptidase EhCP5 ist durch andere Aminosduren
ausgekleidet, von denen einige mit denen von Cathepsin L {iibereinstimmen. Diese
Besonderheiten der Cysteinpeptidase EhCP5 machten sich im Zymogramm allerdings nicht
bemerkbar (siche Abb. 14). Die Aktivititen sdmtlicher Banden war in dhnlicher Weise durch
die Diazomethylketone Z-Phe-Ala-DMK und Z-Phe-Phe-DMK beeinflusst und es war nicht
moglich die Cysteinpeptidase EnCP5 im Zymogramm zu identifizieren.

Demgegeniiber wurde fiir Cysteinpeptidasen von Trichomonas vaginalis und Tritrichomonas
foetus unterschiedliche Affinititen gegeniiber verschiedenen Substraten und Inhibitoren
nachgewiesen. Die Cysteinpeptidasen von T. vaginalis lieBen sich anhand ihrer
Substratspezifitét in drei Gruppen einordnen. Die unterschiedliche Substratspezifitit spiegelte
sich in einer unterschiedlichen Sensitivitit der Cysteinpeptidasen gegeniiber verschiedenen
Inhibitoren wieder. Andererseits konnten sdamtliche Cysteinpeptidasen von T. foetus Z-Arg-
Arg-NHMec degradieren und variierten in der Spezifitit gegeniiber weiteren Substraten und
Inhibitoren. Z-Phe-Ala-DMK und Z-Phe-Phe-DMK waren relativ schlechte Inhibitoren.
Somit sind die Cysteinpeptidasen von T. vaginalis und T. foetus — im Gegensatz zu den
Cysteinpeptidasen von E. histolytica — beziiglich ihrer Spezifitit sehr heterogen (North 1994).

Da sich die hauptsédchlich exprimierten Cysteinpeptidasen in ihrem Substratspektrum nicht
Unterscheiden, kann mit einem hochspezifischen Inhibitor gegeniiber Cysteinpeptidasen von
E. histolytica nahezu die gesamte proteolytische Aktivitdat des Parasiten gehemmt werden. In
den Versuchen von Ankri et al. wurde gezeigt, dass fiir das Wachstum von E. histolytica in
vitro eine proteolytische Aktivitit von nur 10% ausreicht (Ankri et al., 1998). Diese Zellen
waren aber nicht mehr in der Lage Amdbenleberabszesse zu bilden (Ankri et al., 1999b). In
den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde gezeigt, dass die Amdben,
wenn die proteolytische Aktivitdt vollstindig gehemmt wurde, nicht mehr in der Lage waren
zu wachsen (siche Abb. 12 und Abb. 13). Somit ist die proteolytische Aktivitit fiir das
Uberleben der Trophozoiten in vitro notwendig. Nur resistente Zellen kdnnen sich trotz
vollstindiger Hemmung der proteolytischen Aktivitdt mit gleicher Teilungsrate wie ohne
Inhibitor vermehren.

Von besonderem Interesse ist, dass die rekombinant exprimierte Cysteinpeptidase EhCP5

durch die irreversiblen Cysteinpeptidaseinhibitoren K11002 und K11777 gehemmt wird
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(Hellberg et al., 2002). Fiir diese Inhibitoren wurde bereits nachgewiesen, dass sie Leishmania
major in vitro abtoten, ohne Wirtszellen zu schiadigen (Selzer et al., 1999).

Eine Vielzahl von Resistenzmechanismen gegeniiber verschiedenen Medikamenten konnte in
den letzten Jahren in Parasiten beobachtet werden. Eine Resistenz kann zur verminderten
Aufnahme oder zur vermehrten Sezernierung der Chemotherapeutika fiihren. Weitere
Resistenzmechanismen sind die Verdnderung des durch Chemotherapeutika betroffenen
Enzyms, woraus eine verminderte Bindung fiihrt, sowie die verminderte Aktivierung der
durch die Chemotherapeutika betroffener Proteine (Borst et al., 1995; Cowman 1995; Barrett
et al., 1999; Perez-Victoria et al., 2002).

Die Amoben scheinen erstaunlicherweise genau das Gegenteil zu machen. In Northern-Blot
Analysen wurde nachgewiesen, dass sowohl resistente als auch nicht resistente Amdben in
Gegenwart von E-64 vermehrt Transkripte fiir die Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2 und
EhCP5 bilden (siche Abb. 19). Vermutlich versuchen die Amdben, die proteolytische
Aktivitdt durch vermehrte Expression von Cysteinpeptidasegenen wieder herzustellen.
Weiterhin beruhte der Resistenzmechanismus nicht auf einer Verdnderung der betroffenen
Enzyme, da die proteolytische Aktivitdt sowohl in resistenten als auch in nicht resistenten

Zellen durch Cysteinpeptidaseinhibitoren vollstidndig inhibiert war (siche Abb. 15).

In diesem Zusammenhang sei der kiirzlich im Detail aufgeklédrte Resistenzmechanismus von
Trypanosoma cruzi gegeniiber Cysteinpeptidaseinhibitoren erwidhnt. Die Hemmung der
proteolytischen Aktivitét ist fiir T. cruzi todlich, da die Prozessierung der Cysteinpeptidasen
des Parasiten unterbunden wird. Dies fiihrt zur Anreicherung nicht prozessierter Proteine im
Golgi-Apparat worauthin der Proteintransport unterbrochen wird (Engel et al., 1998b). In
Cysteinpeptidaseinhibitor resistenten T. cruzi war der sekretorische Stoffwechselweg
demgegeniiber hochreguliert. In transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen
wurde beobachtet, dass unprozessierte Proformen von Cruzain in Vesikeln zu den
Flagellartaschen transportiert und im Bereich der Flagellartaschen sezerniert wurden (Engel et
al., 2000).

In ganz dhnlicher Weise waren Amoben in Gegenwart von E-64 nicht mehr in der Lage
Cysteinpeptidasen zu prozessieren. In Western-Blot Untersuchungen wurde fiir die
Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2 und EhCPS5 ein "Shift" zu einer hdheren molekularen
Masse beobachtet, wenn die Amoben in Gegenwart von E-64 kultiviert wurden (siehe Abb.
16). Weiterhin konnte in der 2D-SDS-PAGE mit Zellextrakten aus Trophozoiten, die in
Gegenwart von E-64 kultiviert wurden, Spots beobachtet werden, deren zugehorige
Peptidmassen mit den theoretischen Peptidmassen der Prodoméne der EhCP1 und EhCP2
iibereinstimmten (siche Abb. 17). Fiir Spots, die in Abwesenheit des Inhibitors auftraten,
wurden ausschlielich Peptidbereiche der maturen Form gefunden. An dieser Stelle sei daran
erinnert, dass die autokatalytische Aktivierung der Cysteinpeptidase EhCP5 bereits in vitro
nachgewiesen wurde (Hellberg et al., 2002) und dass die Cysteinpeptidase EhCPS5 fiir
Prozessierung der Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 vermutlich notwendig ist ((siehe
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Abb. 7, Abb. 8 und Abb. 9) in Verbindung mit (Ankri et al., 1998)). Die autokatalytische
Aktivierung der EnCP5 und die vermutete intermolekulare Aktivierung der Cysteinpeptidase
EhCP1 und EhCP2 durch die Cysteinpeptidase EhCP5 waren somit in Gegenwart von E-64
nicht mehr moglich. Resistente Amoben waren aber dazu in der Lage, nicht prozessierte
Proformen der Cysteinpeptidasen zu sezernieren (siche Abb. 23). In diesem Zusammenhang
sei auf eine Beobachtung in der 2D-SDS-PAGE verwiesen. Die Intensitdten der Spots Nr. 1
und 2 sind — bei Kultivierung der Amoben mit E-64 — fiir die beiden Zellpopulationen
unterschiedlich groB. In Gelen, die mit Extrakten aus sensitiven Zellen angefertigt wurden,
sind diese Spots sehr viel deutlicher zu erkennen sind als in Gelen, die mit Extrakten aus
resistenten Zellen angefertigt wurden (siche Abb. 17). Die 2D-SDS-PAGE mit anschlieBender
Coomassiefdarbung ldsst keine exakte Quantifizierung zu. Dennoch untermauert diese
Beobachtung die Vermutung, die auf dem Western-Blot (siche Abb. 16) und dem
Sezernierungsversuch (sieche Abb. 23) beruht: Vermutlich sezernieren resistente Zellen
Cysteinpeptidasen, so dass wihrend der Kulturfiihrung ohne E-64 (vor Dosierung) gebildete,
prozessierte Cysteinpeptidasen in diesen Zellen nicht mehr vorhanden sind. Weiterhin diinnen
sich die gebildeten, prozessierten Cysteinpeptidasen wéhrend der lidngerfristigen
Kulturfiihrung mit E-64 vermutlich durch die Vermehrung der Zellen aus. Demgegeniiber
treten in sensitiven Zellen diese prozessierten Cysteinpeptidasen abundant auf, sind aber
funktionell nicht mehr aktiv (siche Abb. 15), da sie durch E-64 irreversibel gechemmt werden.

Im Gegensatz zu T. cruzi (Engel et al., 2000) konnte in resistenten E. histolytica in
transmissionselektronenmikroskopischen  Untersuchungen kein vermehrtes Auftreten
sekretorischer Vesikel beobachtet werden. Hier wiren weitere Studien notwendig, um
herauszufinden, ob die Anzahl sekretorischer Vesikel in resistenten Amoben zunimmt.
Aufgrund der Zellstruktur von E. histolytica ist es allerdings schwieriger als in T. cruzi
hieriiber Aussagen zu treffen. Die einzige offensichtliche ultrastrukturelle Verdnderung, war
die Bildung von abundant auftretenden fibrilldren Strukturen in Zellen, die in Gegenwart von
E-64 wuchsen (siche Abb. 20). Mit Antikorpern gegen Aktin wurde gezeigt, dass diese
Strukturen nicht Aktin zuzurechnen sind. In den ultrastrukturellen Aufnahmen waren
wiederum keine Unterschiede zwischen resistenten und nicht resistenten Zellen zu
beobachten.

Auf der anderen Seite unterscheidet sich die Resistenz der Amoben von der Resistenz der
Trypanosomen insofern, als die Amdben sehr schnell in TY-Medium isoliert werden konnten,
aber nicht gegeniiber anderen Inhibitoren kreuzresistent waren (siehe 3.3.1 und Abb. 13). Im
Gegensatz dazu hat es ein Jahr gedauert um Cysteinpeptidaseinhibitor resistente T. cruzi zu
generieren. Hierzu musste die Konzentration des Cysteinpeptidaseinhibitors schrittweise
erhoht werden. Des Weiteren waren die Trypanosomen gegeniiber vier weiteren
Cysteinpeptidaseinhibitoren kreuzresistent (Engel et al., 2000).

Von besonderem Interesse war die Frage nach der Pathogenitdt E-64 resistenter Amoben. Um
hieriiber eine Aussage treffen zu konnen, wurden Tests zur in vitro und in vivo Pathogenitét

durchgefiihrt. Die in vitro Pathogenitét resistenter Amoben wurde im Cytopathogenitatstest
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mit Trophozoitenextrakten und viablen Trophozoiten untersucht. In diesen Versuchen
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen resistenten und nicht resistenten Amdben
festgestellt werden (siehe 3.3.9.1).

Der grofite Unterschied zwischen resistenten und nicht resistenten Amoében war in der
Bildung von Amobenleberabszessen im Tiermodell zu beobachten (sieche 3.3.9.2). In
Ubereinstimmung mit fritheren Studien fiihrte die Priinkubation von Trophozoiten mit E-64
zu einer verminderten Amobenleberabszessbildung, inhibierte die Bildung von
Amobenleberabszessen jedoch nicht vollstindig (Stanley, Jr. et al., 1995). Im Gegensatz dazu
war die Bildung von Amdbenleberabszessen durch E-64 resistente Zellen die in Abwesenheit
von E-64 wuchsen, in sieben von acht Tieren signifikant reduziert (siche Abb. 22).

Somit scheinen Cysteinpeptidaseinhibitoren fiir die Behandlung der Amoebiasis geeignet.
Insbesondere die obig erwédhnten Inhibitoren K11002 und K11777 fiir die bereits
nachgewiesen wurde, dass sie Leishmania major in vitro abtdten, ohne Wirtszellen zu
schiadigen (Selzer et al., 1999), lassen vermuten, dass Cysteinpeptidaseinhibitoren neue

Behandlungswege erdffnen.
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3) ZUSAMMENFASSUNG

Die Cysteinpeptidasen EhCP1, EhCP2 und EhCPS5 sind fiir ca. 90% der proteolytischen
Aktivitdit der Amdben verantwortlich. Aufgrund der Membranassoziation der EhCP5, dem
Fehlen von EhCP1 und EhCP5 in E. dispar und der hohen Sequenziibereinstimmung der
Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 ist zu vermuten, dass die Cysteinpeptidase EhCP5
einen Hauptpathogenitdtsfaktor der Amoben darstellt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion der Cysteinpeptidase EhCP5 im Hinblick auf
die proteolytische Aktivitdt und Pathogenitit von E. histolytica ndher untersucht. Dabei
gelang erstmalig eine Uberexpression der Cysteinpeptidase EhCP5 in E. histolytica.

In Aktivitdtstests mit spezifischen Substraten fiir die Cysteinpeptidasen von E. histolytica war
die proteolytische Aktivitdit EhCPS5 iiberexprimierender E. histolytica um ca. Faktor finf
gesteigert. Die Zunahme der Aktivitdt konnte sowohl der Cysteinpeptidase EhCP5 als auch
den Cysteinpeptidasen EhCP1 und EhCP2 zugeordnet werden. Aus den Ergebnissen ist zu
schlieBen, dass die Cysteinpeptidase EhCP5 vermutlich die Cysteinpeptidasen EhCP1 und
EhCP2 prozessiert.

Weiterhin wurde die Pathogenitidt der EhCP5 iiberexprimierenden Zellen in vitro untersucht.
Dabei war die Cytopathogenitit der Trophozoiten um den Faktor 1,5 bis 2 erhoht, die der
Zellextrakte demgegeniiber um den Faktor 4 gesteigert. Die Erythrophagozytose war dagegen
um 35% vermindert. Die himolytischen Eigenschaften waren nicht beeinflusst.

Eine signifikante Erhdhung der Amé&benleberabszessbildung durch die Uberexpression der
Cysteinpeptidase EhCP5 konnte ebenfalls gezeigt werden. Dies zeigt somit die wichtige
Bedeutung der Cysteinpeptidase EhCP5 als Pathogenititsfaktor von E. histolytica.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Resistenzentwicklung durch den Cysteinpeptidase-
inhibitor E-64 studiert. Dabei wurden E-64 resistente E. histolytica generiert, die in
Gegenwart von E-64 keine proteolytische Aktivitdit mehr aufweisen, sich aber mit gleicher
Wachstumsrate vermehren wie in Abwesenheit von E-64. Die Zellen wiesen keine
Kreuzresistenz gegeniiber membrangéngigen Cysteinpeptidaseinhibitoren auf.

Von besonderem Interesse war die Frage nach der Pathogenitit der Zellen in vivo und in vitro.
Die cytopathischen Eigenschaften der Zellen unterschieden sich nicht von Wild-Typ Zellen.
Demgegeniiber war die Bildung von Amdbenleberabszessen durch resistente Zellen auch in
Abwesenheit des Inhibitors signifikant verringert. Weiterhin gab es Hinweise darauf, dass
resistente Zellen nicht prozessierte Cysteinpeptidasen sezernieren konnen. Vermutlich
reichern sich nicht prozessierte Cysteinpeptidasen in nicht resistenten Zellen an, was das
Absterben der Trophozoiten auslosen konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Cysteinpeptidasen entscheidend fiir die Pathogenitit
von E. histolytica sind. Resistente Zellen sind aber durchaus dazu in der Lage, in vitro unter
Kulturbedingungen ohne proteolytische Aktivitdt zu iiberleben.

Die Pathogenitit von E. histolytica ist vermutlich ein multifaktorieller Prozess, an dem die

Cysteinpeptidasen — insbesondere EhCP5 — einen bedeutenden Anteil haben.
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