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Zusammenfassung

Das intestinale Protozoon Entamoeba histolytica zahlt als Ausloser der Amaobiasis vor allem in
tropischen Regionen mit schlechten hygienischen Standards, zu einem wichtigen humanen
Parasiten. Die Trophozoiten kdnnen Monate bis Jahre im Darm ihres Wirtes leben ohne dabei
Symptome auszuldsen. Jedoch kommt es in rund 10% der Infektionen zu einer invasiven
Verlaufsform, wobei die Trophozoiten die Darmwand des Wirtes penetrieren und in den
Blutstrom gelangen kénnen. Haufig endet diese Verlaufsform in der Leber mit der Bildung von,
flir den Wirt todlichen, Leberabszessen. Die genauen Umstdande und Faktoren einer solchen
Verlaufsform sind weitestgehend ungeklart. Bisher konnten vor allem Cysteinproteasen,
Gal/GalNAc Lektine und amoebapores als wichtige Pathogenitatsfaktoren von E. histolytica
beschrieben werden. Fiir die Identifizierung neuer Pathogenitatsfaktoren wurden bisher oft
vergleichende Studien von nicht-pathogenen und pathogenen Isolaten durchgefiihrt. In einer
vergleichenden Transkriptomstudie der Klone A1™ und B2P, die sich in ihrer Pathogenitat
unterscheiden, jedoch beide von dem Isolat HM-1:IMSS abstammen, wurden eine Reihe von
unterschiedlich exprimierten Genen identifiziert. Pathogenitadt beschreibt dabei die Fahigkeit
Amobenleberabszesse nach intrahepatischer Injektion im Tiermodell auszul6sen. Dabei
konnte fiir das Gen ehi_200230, welches fir die Metalloprotease EhMP8-2 codiert, eine ca.
150-fach hohere Expression in dem nicht-pathogenen Klon A1" im Vergleich zu dem
pathogenen Klon B2P nachgewiesen werden. Die Uberexpression der ehmp8-2 in dem
pathogenen Klon B2P fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Pathogenitat, wahrend das
silencing in einem nicht-pathogenen Klon zu einer signifikanten Steigerung der Pathogenitat
flihrte. In dem Genom von E. histolytica befindet sich noch ein weiteres Gen, was fir die
Metalloprotease EnMP8-1 codiert. Diese ist in den beiden Klonen gleichermalien exprimiert.
In der vorliegenden Dissertation sollte zundchst der Prozess der Gewebeinvasion von E.
histolytica anhand eines humanen, intestinalen 2D-Organoidmodells untersucht werden.
Dabei wurden Trophozoiten der beiden Klone A1"° und B2P sowie Transfektanten der beiden
Klone in denen die Expression der Metalloproteasen mittels RNAi-basiertem silencing
gehemmt wurde mit den Organoidkulturen co-inkubiert. Die Messung des transepithelialen
elektrischen Widerstands (TEER), ebenso wie eine mikroskopische Analyse, konnte dabei
keinen Unterschied in der Zerstorung des Zellrasens zwischen den beiden Klonen zeigen.
Allerdings flhrte das silencing der Metalloproteasen zu einer Reduktion der
Zellrasenzerstorung. Die Transkriptome der Organoidzellen nach Kontakt mit Trophozoiten
der Klone A1"° und B2P, wiesen deutliche Unterschiede im Expressionsprofil auf. Trophozoiten
des nicht-pathogenen Klons A1"P scheinen die Immunantwort der Zellen starker zu stimulieren
als die des pathogenen Klons B2P. Dabei scheinen vor allem die Ausschittung von Interleukin-
10 und die Stimulation des Toll-like 4 Rezeptors eine tragende Rolle zu spielen. Weiter
scheinen die Trophozoiten beider Klone die Homdostase der Organoidzellen zu beeinflussen,
indem sie den Energiestoffwechsel, die Proteinbiosynthese und Prozesse der Zellentwicklung
storen. In der Genexpression der Trophozoiten der Klone A1™ und B2P zeigen sich ebenfalls
deutliche Unterschiede nach Co-Inkubation mit den Organoidzellen. Der pathogene Klon B2P
scheint dabei besser auf den oxidativen Stress zu reagieren, was einen Vorteil in der
Immunabwehr mit sich bringt. Fir beide Klone konnte ein Anstieg von Stoffwechselwegen des
Energiehaushaltes gezeigt werden.

Im Weiteren sollten im Rahman dieser Dissertation, neben dem oben beschriebenen Einfluss
auf die Zellrasenzerstorung, die Bedeutung der Metalloproteasen EnMP8-1 und EhMP8-2 fiir
die Pathogenitat entschlisselt werden. Dafilir wurden Transfektanten, in denen die
Genexpression entweder gesteigert oder gehemmt war, phanotypisch charakterisiert. Dabei
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war der zytopathische Effekt der silencer auf HepG2 Zellen signifikant geringer im Vergleich zu
den entsprechenden Kontrollen. Auch fiihrte das silencing zu einer signifikant geringeren
Cysteinproteaseaktivitdt in den Transfektanten im Vergleich zum Wildtyp. Eine genauere
Analyse zeigte, dass bei den silencern des nicht-pathogenen Klons Alnp die Cysteinproteasen
EhCP-A1 und EhCP-A2 betroffen sind, wahrend bei dem silencer des pathogenen Klons B2P die
beiden Cysteinproteasen EhCP-A5 und EhCP-A7 eine geringere Aktivitdat aufwiesen. Eine
vergleichende Transkriptomanalyse der Transfektanten fihrte zur Identifizierung einer
Vielzahl an differentiell exprimierten Genen. Dabei waren vor allem bei den silencern des
nicht-pathogenen Klons A1"° viele Gene aus der Familie der AIG1 Proteine ebenfalls signifikant
runterreguliert. Die Funktion dieser Proteine ist in E. histolytica noch weitestgehend
ungeklart. Weiter konnten eine Reihe von Genen, die fiir die beiden Untereinheiten des
Gal/GalNAc Lektin codieren, als ebenfalls signifikant runterreguliert identifiziert werden.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Co-Inkubationsexperimente von E. histolytica
mit humanen, intestinalen Organoiden darauf hin, dass pathogene und nicht-pathogene
Amoben zu einer unterschiedlichen Stimulation der intestinalen Zellen fiihren. Weiherhin
wurde gezeigt, dass die Metalloproteasen EnMP8-1 und EhMP8-2 die Pathogenitdt von E.
histolytica beeinflussen.

Abstract

The intestinal protozoan Entamoeba histolytica is an important human parasite causing
amebiasis, especially in tropical regions with poor sanitary standards. Trophozoites can live in
the intestine of their host for months to years without causing symptoms. However, in about
10% of infections, an invasive course occurs in which the trophozoites can penetrate the host's
intestine and enter the bloodstream. This form of infection often ends in the liver with the
formation of liver abscesses that are fatal to the host. The exact circumstances and factors of
such a form of progression are largely unclear. So far, mainly cysteine proteases, Gal/GalNAc
lectins, and amoebapores have been described as important pathogenicity factors of E.
histolytica. Comparative studies of nonpathogenic and pathogenic isolates have often been
performed to identify new pathogenicity factors. In a comparative transcriptome study of the
clones A1" and B2P, which differ in pathogenicity but are both derived from isolate HM-
1:IMSS, a number of differentially expressed genes were identified. Pathogenicity describes
the ability to cause amoebic liver abscesses after intrahepatic injection in mice. For the gene
ehmp8-2, which encodes the metalloprotease EhMP8-2, expression was found to be
approximately 150-fold higher in the nonpathogenic clone A1"P than in the pathogenic clone
B2P. Overexpression of ehmp8-2 in the pathogenic clone B2P resulted in a significant decrease
in pathogenicity, whereas silencing in a nonpathogenic clone resulted in a significant increase
in pathogenicity. In the genome of E. histolytica, there is another gene encoding the
metalloprotease EhRMP8-1. This is expressed equally in both clones.

In the present thesis, the process of tissue invasion by E. histolytica was first studied in a
human 2D intestinal organoid model. Trophozoites of both clones A1™ and B2P, as well as
transfectants of both clones in which the expression of the metalloproteases was inhibited by
RNAi-based silencing, were co-incubated with organoid cultures. Transepithelial electrical
resistance (TEER) measurement and microscopic analysis revealed no difference in the
destruction of the cell monolayer between the two clones. However, silencing of the
metalloproteases resulted in a decrease in cell monolayer destruction. Analysis of the
transcriptome of organoid cells after contact with trophozoites of clones A1™ and B2P
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revealed significant differences in the expression profile. Trophozoites of the nonpathogenic
clone A1" seem to stimulate the immune response of the cells more strongly than those of
the pathogenic clone B2P. In particular, the release of interleukin-10 and the stimulation of
the Toll-like-4 receptor seem to play an important role. In addition, trophozoites of both
clones appear to disrupt organoid cell homeostasis by interfering with energy metabolism,
protein biosynthesis, and cell developmental processes. Gene expression of trophozoites of
clones A1"° and B2P also shows marked differences after co-incubation with organoid cells.
The pathogenic clone B2P appears to respond better to oxidative stress resulting in an
advantage in immune defense. An increase in metabolic pathways in energy balance was
demonstrated for both clones.

Furthermore, in addition to the influence on cell monolayer destruction described above, the
importance of the metalloproteases EhMP8-1 and EhMP8-2 for pathogenicity has been
deciphered in this work. The cytopathic effect of silencers on HepG2 cells was significantly
lower compared to the corresponding controls. In addition, silencing resulted in significantly
lower cysteine protease activity in transfectants compared with wild type. More detailed
analysis showed that in the silencers of the nonpathogenic clone A1"°, the cysteine proteases
EhCP-A1 and EhCP-A2 were affected, whereas in the silencers of the pathogenic clone B2P,
both cysteine proteases EhCP-A5 and EhCP-A7 had lower activity. Comparative transcriptome
analysis of the transfectants led to the identification of a large number of differentially
expressed genes. In particular, many genes encoding for members of the AlIG1 protein family
were significantly downregulated upon silencing of the non-pathogenic clone A1". The
function of these proteins in E. histolytica is still unclear. In addition, a number of genes
encoding the two subunits of Gal/GalNAc lectin were also identified as significantly
downregulated.

In summary, the results of co-incubation experiments of E. histolytica with human intestinal
organoids indicate that pathogenic and nonpathogenic amoebae lead to different stimulation
of intestinal cells. Furthermore, metalloproteases EnMP8-1 and EhMP8-2 were shown to
influence the pathogenicity of E. histolytica.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entamoeba histolytica

1.1.1 Entdeckung und Einordnung

Das humanpathogene Protozoon Entamoeba histolytica wird taxonomisch in die
polyphyletische Gruppe der Amoebozoa eingeordnet, zu der heute rund 2400 Arten gezahlt
werden (Pawlowski et al., 2012). Die Arten dieser Gruppe weisen keine feste Gestalt auf und
bilden fir die Aufnahme von Nahrung, sowie die Fortbewegung sog. Pseudopodien aus
(Singleton et al., 2006). Sie kommen ubiquitar vor, wobei sie sowohl terrestrische, als auch
aquatische Lebensraume besiedeln (Adl et al. 2005; Lucius & Loos-Frank, 2008).

Die erste wissenschaftliche Beschreibung von E. histolytica erfolgte 1875 durch den russischen
Physiologen Fedor Losch. Er isolierte den Erreger aus dem Stuhl eines Bauern, welcher an
Dysenterie litt und nannte ihn Amoeba coli (Losch, 1875). Ende des 19. Jahrhunderts
identifizierten Quincke und Roos E. histolytica als Ausléser der Amodbenruhr und
differenzierten ihn von der nicht-pathogenen Art Entamoeba coli (Quincke & Roos, 1893). Die
erste vollstindige Artbeschreibung folgte im Jahr 1903 durch Fritz Schaudinn, der den
Organismus aufgrund seiner Fahigkeit Gewebe zu zerstoren Entamoeba histolytica nannte
(Schaudinn, 1903). Als Folge eines Selbstversuches starb Schaudinn im Alter von 35 Jahren an
einer schweren Verlaufsform der Amaobiasis (Despommier & Gwadz, 1995).

1.1.2 Biologie und Vorkommen

Der Parasit E. histolytica besitzt zwei Stadien in seinem Lebenszyklus. Die ausschlielich im
Wirtsdarm vorkommenden, aktiv beweglichen Trophozoiten und die Zysten, welche die
Uberdauerungsform darstellen. Wihrend die Trophozoiten einen Durchmesser von 10 — 50
UM haben, erreichen die Zysten eine durchschnittliche GroRe von 15 uM (Stanley, 2003). Die
Trophozoiten besitzen keine feste Gestalt und sind mit ihrem obligat anaeroben Stoffwechsel
optimal an das Leben im menschlichen Darm angepasst. Zur Nahrungsaufnahme und
Fortbewegung bildet der Organismus in dieser Form Pseudopodien aus, indem er einen
schnellen Plasmastrom im Zellinneren erzeugt (Hausmann et al., 2003). Die Trophozoiten sind
von einer einfachen Zellmembran, bestehend aus Phospholipiden und Cholesterin,
umschlossen (Andra et al., 2004). Im Zellinneren finden sich Organellen, die in Aufbau und
Funktion denen von hdéheren eukaryotischen Zellen dhneln. Rund 40% des Zellvolumens
machen dabei Vakuolen und lysosomartige Vesikel aus, welche an Verdauungsprozessen
beteiligt sind und im stiandigen Austausch mit dem extrazellularen Raum stehen (Scholze &
Tannich, 1994). Es fehlen sowohl klassische Mitochondrien, als auch ein definierter Golgi-
Apparat. Jedoch konnten das mitochondriale Chaperonim 60 an kleinen
doppelmembrangebundenen Strukturen, den Mitosomen, entdeckt werden (Clark et al.,
2007; Hjort et al., 2010). Weiter wurden Golgi-ahnliche Vesikel, sowie ein Endoplasmatisches
Retikulum und Peroxisomen in E. histolytica nachgewiesen (Tovar et al., 1999; Bredeston et
al., 2005; Verner et al., 2021).

Constantin Koénig 1



1 Einleitung

Im Jahr 2005 wurde das Genom von E. histolytica vollstandig sequenziert (Loftus et al., 2005).
Dabei zeigte sich eine GenomgroRRe von 23,7 Mbp. Es konnten ca. 8500 Gene identifiziert
werden, von denen nur 25% Introns aufwiesen. Die durchschnittliche GroRe eines Gens liegt
bei 1167 bp, wahrend diese zu rund 76% aus Adenin und Thymin bestehen (Clark et al., 2007;
Weedall & Hall, 2011).

E. histolytica kommt weltweit verbreitet vor. Jedoch stellen tropische und subtropische
Regionen der Erde das groRRte Verbreitungsgebiet dar, da die dort herrschenden schlechteren
medizinischen und hygienischen Bedingungen die Ausbreitung des Erregers begiinstigen
(Wertheim, et al., 2012). So tritt das Krankheitsbild der Amdbiasis vor allem in
Entwicklungslandern in Zentral- und Sidamerika sowie in Asien auf (Shirley et al., 2019).

1.1.3 Der Lebenszyklus von E. histolytica

Der natlrliche Wirt von E. histolytica stellt, neben einigen wenigen Primatenarten, der
Mensch dar (van Lunzen et al., 1996). Der Erreger durchlduft in seinem Lebenszyklus zwei
wesentliche Stadien. So beginnt eine Infektion in der Regel mit der oralen Aufnahme der
vierkernigen Zystenform durch verunreinigtes Trinkwasser oder Nahrungsmittel (Blessmann
etal., 2002). Aufgrund der chitinhaltigen und saureresistenten Hille Gberleben die Zysten die
Magenpassage und gelangen in den Diinndarm. Aufgrund der pH-Wert Anderung entwickeln
sie sich durch Exzystierung zu achtkernigen Trophozoiten, woraus durch mehrmalige
Plasmateilungen einkernige Trophozoiten entstehen (Despommier et al., 1995). Diese
wandern lber den Dinndarm in Dickdarm, wo sie sich mithilfe von an der Zelloberflache
befindlichem Adharenz-Lektin an die Mukosazellen des Wirtes heften (Petri et al., 1989). Die
Trophozoiten erndhren sich hauptsachlich von Bakterien und Detritus (Salles et al., 2003).
AuBerhalb des Wirtes ist E. histolytica in dieser Form nicht Uberlebensfihig (Burchard &
Tannich, 2004; Mehlhorn, 2012; Moss, 2016). Die Trophozoiten vermehren sich durch
asexuelle Zweiteilung und enzystieren im unteren Dickdarm erneut zu Zysten, welche den Wirt
Uber den Fazes verlassen und von einem neuen Wirt aufgenommen werden kénnen (Burchard
& Tannich, 2004; Mehlhorn, 2012; Moss, 2016). Im Stuhl von infizierten Wirten kénnen
Mengen von bis zu 100 Millionen Zysten nachgewiesen werden, welche mehrere Wochen bis
Monate infektios sind (Salles et al., 2003; Burchard & Tannich, 2004; Mi-Ichi et al., 2016). Die
Trophozoiten kénnen mehrere Monate bis Jahre unbemerkt im Wirtsorganismus verweilen
(Knobloch et al., 1983). Ein solcher Lebenszyklus wird als die nicht-invasive Form der
Amobiasis bezeichnet (Blessmann et al., 2003).
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1. Fékal-orale Infektion
mit E. histolytica
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/!

6. Ausscheidung
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Abbildung 1: Der Lebenszyklus von E. histolytica.

Durch fakal-orale Ubertragung (1) gelangen die infektidsen, sdureresistenten, vierkernigen Zysten iiber
den Magen (2) in den Dinndarm, wo sie zu Trophozoiten exzystieren (3). Die Trophozoiten besiedeln
den Dickdarm (4) und vermehren sich durch Zellteilung. Durch Enzystierung (5) kommt es zur
Ausbildung reifer Zysten, die Gber den Stuhl ausgeschieden werden (6) und einen neuen Wirt infzieren
koénnen. Bei der intestinalen Verlaufsform der Amaobiasis (A) entstehen Schaden am Darmepithel und
die Trophozoiten kdnnen (ber den Blutkreislauf weitere Organe, hauptsachlich die Leber, infizieren.

Eine solche Migration in der Leber endet meist mit der Bildung von Amébenleberabszess (B) (modifziert
nach Wuerz et al., 2012).
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1.1.4 Intestinale und extra-intestinale Verlaufsform und Therapie

Neben der nicht-invasiven Verlaufsform kann es in einigen Fallen auch zu einem
pathologischen Verlauf kommen, wobei die Trophozoiten die Darmwand penetrieren und
eine Amobenkolitis auslosen (Burchard & Tannich, 2004). Zu dieser intestinalen Verlaufsform
kommt es bei rund 10% der Infektionen mit E. histolytica (Lucius & Loos-Frank, 2008). Bei
diesem Verlauf kommt es zu typischen Symptomen, wie Bauchschmerzen, starke, blutige
Diarrhden, Fieber, sowie Gewichtsabnahme und Anorexie (Burchard & Tannich, 2004;
Mehlhorn, 2012). Durch das lysieren der Darmwand kénnen Trophozoiten in den Blutstrom
gelangen und weitere Organe befallen, was zu einer extra-intestinalen Verlaufsform fiihrt. In
rund 95% der Falle endet diese Verlaufsform in der Leber mit der Bildung von
Amobenleberabszessen (ALA) (Burchhard & Tannich, 2004). Die Ursachen und Einfliisse dieser
Gewebeinvasion sind noch nicht richtig verstanden und geklart. Die invasiven Trophozoiten
bilden keine Zysten mehr aus und bringen den Wirt, welcher fiir das Uberleben des Erregers
unerlasslich ist, durch die Bildung der ALAs in Gefahr (Lucius & Loos-Frank, 2008). Eine solche
Verlaufsform kommt ca. 10-mal haufiger bei Mannern vor (Djossou et al., 2003).

Eine Infektion mit E. histolytica ist grundsatzlich behandlungsbediirftig. Die nicht-invasive
Verlaufsform wird mit den Aminoglykosid-Antibiotika Paromomycin (Humatin®) oder
Diloxanidfuroat (Furamide®) behandelt, welche iber einen Zeitraum von 10 Tagen verabreicht
werden (Blessmann et al., 2002). Bei der intestinalen Verlaufsform werden zunachst die
bereits ins Gewebe eingedrungen Amoben durch die Einnahme von Nitroimidazol-Derivaten,
wie Metronidazol (Clont® oder Flagy® getdtet (Powell et al., 1966). Die im Darm
verbleibenden Trophozoiten und Zysten werden anschlieBend mit Paromomycin oder
Diloxanidfuroat abgetotet (Burchard et al., 2004). Alternativ zeigte sich eine amdbizide
Wirkung von Flavonoiden, welche ergidnzend zu oder anstelle einer Behandlung mit
Metronidazol eingesetzt werden kdnnen (Martinez-Castillo et al., 2018). Als ein neues Ziel fiir
eine amobizide Chemotherapie wurde die Pantothenant-Kinase identifiziert, welche sich
ausreichend von den Wirts Ortholgen unterscheidet und ein Schliisselenzym des
Biosyntheseweges des Coenzyms A bildet (Nurkanto et al., 2018). Es steht bisher kein
Impfstoff zur Verfliigung. Eine medikamentdse Prophylaxe wird nicht empfohlen. Somit stellt
eine ausreichende Expositionsprophylaxe, durch entsprechende Hygiene, die einzige
Malnahme zur Verhinderung einer Infektion mit E. histolytica dar (Burchard & Tannich, 2004).
Weltweit starben im Jahre 2016 rund 26700 Menschen an den Folgen einer E. histolytica
Infektion (Collaborators, 2018).

1.1.5 Kulturisolate am Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin (BNITM)

Zur Untersuchung neuer potentieller Pathogenitatsfaktoren von E. histolytica werden zwei
Zelllinien (A und B) am Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin (BNITM) unter axenischen
Bedingungen kultiviert. Beide Linien stammen von dem Isolat HM-1:IMSS ab, welches 1967
aus einer Kolon-Biopsie eines adulten, mannlichen Patienten, welcher an einer Amébenkolotis
erkrankt war, isoliert wurden. Die beiden HM-1:IMSS Zelllinien wurden urspriinglich von der
American Type Culture Collection (ATCC; Katalognummer 30459) bezogen. Wahrend die
Zelllinie HM-1:IMSS-B direkt von der ATCC im Jahr 1991 bezogen wurde und seitdem am
BNITM in Kultur gehalten wird, wurde die Zelllinie HM-1:IMSS-A im Jahr 2001 von Barbara
Mann, Charlotteville, University of Virginia, als Charge einer Kultur, die fir die
Genomsequenzierung von E. histolytica genutzt wurde, an das BNITM gesendet (Loftus et al.,
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2005). Interessanterweise unterscheiden sich beide Zelllinien bezlglich verschiedener
morphologischer und biochemischer Merkmale, sowie in ihrer Pathogenitat (Biller et al.,
2009). Pathogenitat wird als die Fahigkeit der Trophozoiten definiert, nach intrahepatischer
Injektion ALAs im Tiermodell (Mus musculus) auszulésen. Wahrend HM-1:IMSS-A im
Tiermodell keine bzw. nur kleine ALAs bilden kann und somit einen nicht-pathogenen
Phanotyp aufweist, ist HM-1:IMSS-B in der Lage ALAs im Tiermodell auszubilden und besitzt
somit einen pathogenen Phanotyp (Biller et al., 2009). Dieselbe genetische Abstammung der
Zelllinien wurde durch eine Genotypisierung unterschiedlicher hochpolymorpher tRNA-Arrays
bestatigt (Ali et al., 2005; Biller et al., 2009). Jedoch zeigten Untersuchungen des
Transkriptoms und Proteoms eine starke Heterogenie zwischen den beiden Linien (Biller et
al., 2010; Biller et al., 2014). Zur Untersuchung der Pathogenitat wurden von beiden Zelllinien
jeweils 12 Klone (A1 — A12 und Bl — B12) generiert, um miteinander vergleichbare
Zellpopulationen zu erhalten (Dissertation Matthiesen, 2012; Meyer et al., 2016). Dabei zeigte
sich, dass alle Klone der nicht-pathogenen Zelllinie A nur kleine ALAs im Tiermodell
induzierten, welche schnell ausheilten und am siebten Tag der Infektion nicht mehr erkennbar
waren (Meyer et al., 2016). Fir die Klone der pathogenen Zelllinie B konnte eine breite
Streuung der Pathogenitat gezeigt werden (Meyer et al., 2016). Fiir weiteren Arbeiten wurde
daher der Klon A1™ als nicht-pathogener und der Klon B2P als pathogener Klon verwendet.
Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht tber die in dieser Arbeit verwendeten Klone und deren
Ursprung.

Isolat HM-1:IMSS
Isoliert 1967 aus einem Patienten
mit Amobenkolitis

Nicht-pathogene Zelllinie Pathogene Zelllinie
HM-1:IMSS-A HM-1:1MSS-B
Seit 2001 am BNITM Seit 1991 am BNITM
Apathogener Klon Pathogener Klon
AlnP B2P

Abbildung 2: Ubersicht der verwendeten E. histolytica Klone und deren Ursprung.

Aus dem Isolat HM-1:IMSS entstanden die nicht-pathogene Zelllinie HM-1:1IMSS-A und die pathogene
Zelllinie HM-1:1MSS-B. Aus beiden Linien wurden 12 Klone generiert, wovon in dieser Arbeit der nicht-
pathogene Klon A1 und der pathogene Klon B2P verwendet wurden.
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1.1.6 Pathogenitatsfaktoren von E. histolytica

Bei derinvasiven Verlaufsform der Amdobiasis kommt es zu einer Zerstérung des Wirtsgewebes
durch die Trophozoiten von E. histolytica. Dabei spielen die Pathogenitadtsfaktoren, sowie die
eigene Immunantwort des Wirtes eine entscheidende Rolle. Der Prozess der
Gewebezerstorung beginnt mit dem Anheften der Trophozoiten an Zuckern der
Darmepithelzellen, gefolgt von einer Migration in tieferliegende Zellschichten, der Induktion
von Apoptose und der Aufnahme der abgetoteten Zellen durch die Trophozoiten (Ralston &
Petri, 2011). Bisher konnten drei Proteinfamilien ausgemacht werden, welche eine
entscheidende Rolle bei diesen Prozessen spielen.

Die Gewebeinvasion der E. histolytica Trophozoiten beginnt zundchst mit der
kontaktabhangigen Adhdsion an die Wirtszellen mittels, an der Trophozoitenoberflache
befindlichen, Galaktose/N-Acetyl-D-Galaktosamin (Gal/GalNAc)-Lektin (Tannich et al., 1991;
Petri & Schnaar, 1995). Das Gal/GalNAc-Lektin setzt sich aus einem 260 kDa groRem
Heterodimer zusammen, bestehend aus einer 170 kDa schweren und 35 kDa leichten Kette
(Petri et al., 2002). Durch den Einsatz von monoklonalen Anti-Lektin-Antikorpern konnte eine
Adhasion verhindert werden, was zu einem Ausbleiben der Gewebezerstorung fiihrte (Nozaki
& Bhattacharya, 2014). Weiter konnte gezeigt werden, dass das Gal/GalNAc-Lektin nicht nur
die Zelladhasion vermittelt, sondern auch eine wichtige Rolle bei der Tétung der Wirtszellen
spielt (Ralston, 2015). Nach Kontakt mit den W.irtszellen kommt es zu einer starken
Freisetzung von Calcium-lonen (Ca?*), was zur Einleitung der Apoptose und Infiltration von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten ins Gewebe fihrt (Ravdin et al., 1988; Ralston
& Petri, 2011; Ralston et al., 2014). AnschlieRend erfolgt die Aufnahme und weitere
Zersetzung der Wirtszellen durch die Trophozoiten mittels Phagozytose und Trogozytose
(Nakada-Tsukui et al., 2017).

Einen weiteren wichtigen Pathogenitatsfaktor stellen die sogenannten amoebapores dar.
Nachdem der Kontakt mit der Zielzelle hergestellt wurde kommt es zur Freisetzung dieser
Poren-bildenden Proteine, welche sich in den Membranen der Zielzellen einlagern und so zur
Lyse der Zellen fiihren (Leippe, 1997; Zhang et al., 2004). Es sind bisher drei Isoformen der
Amoebapores beschrieben, die amoebapores A, B und C, welche die gleiche molekulare GréRe
aufweisen, sich jedoch in ihrer Primarstruktur deutlich voneinander unterschieden. Neben der
Lyse der Wirtszellen helfen sie auch bei der Zersetzung von, mittels Phagozytose
aufgenommen, Bakterien (Leippe et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass Trophozoiten,
bei denen die amoebapores Expression blockiert wurde, eine verringerte antimikrobielle
Aktivitat aufweisen und im Tiermodel nicht mehr in der Lage waren ALAs zu induzieren (Bracha
et al., 1999; Bracha et al., 2003). Ein hoher Gehalt an Cholesterol in der Plasmamembran der
Trophozoiten schiitzt diese vermutlich vor einer Selbstlyse durch die amoebapores (Andra et
al., 2004).

Als dritten wichtigen Pathogenitatsfaktor werden die Cysteinproteasen von E. histolytica
(EhCP) beschrieben. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Zersetzung der Mukusschicht,
Invasion und Gewebezerstorung (Lidell et al., 2006; Thibeaux et al., 2013). Im Genom wurden
50 ehcp Gene identifiziert, von denen 35 fiir EhCPs aus der C1 Papain Superfamilie codieren
(Tillack et al., 2007). Auf Proteinebene konnten davon bisher nur vier (EhCP-A1, -A2, -A5 und
-A7) nachgewiesen werden (Tillack et al., 2007; Irmer et al., 2009). Diese befinden sich sowohl
auf der Zelloberflache der Trophozoiten oder werden in das extrazellulare Medium sezerniert
(Jacobs et al., 1998; Biller et al., 2014). Die Uberexpression der ehcp-a5 in Trophozoiten fiihrte
zu einer erhohten Pathogenitat im Tiermodell (Tillack et al., 2006). Die Hemmung der ehcp
Gene dagegen, flhrte zu einer Reduktion der Pathogenitat (Li et al., 1995; Stanley et al., 1995).
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Weiter konnte ein Anstieg der ehcp Expression wahrend der ALA Bildung gezeigt werden und
nicht-pathogene Amaoben in pathogene umgewandelt werden, indem spezifische ehcp Gene
Uberexprimiert wurden (Matthiesen et al., 2013).

1.1.7 Identifizierung neuer putativer Pathogenitatsfaktoren

Fir die Identifizierung neuer Pathogenitatsfaktoren wurde in ersten Arbeiten das pathogene
Isolat HM-1:IMSS mit dem nicht-pathogenen Isolat Rahman verglichen (Davis et al., 2007).
Diese beiden Isolate weisen jedoch eine starke genetische Heterogenitdt auf, was einen
sinnvollen Vergleich in Frage in stellt. Weiter zeigte eine phanotypische Charakterisierung des
Rahman Isolats eine Beeintrdachtigung der Virulenz durch unterschiedliche genomische
Defekte (Davis et al., 2007; Ahn et al., 2018).

Im Jahr 2010 wurden daraufhin die beiden Zelllinien HM-1:IMSS-A und -B, in einer
vergleichenden Transkriptomstudie untersucht (Biller et al., 2010). Von den 6242
untersuchten Genen, wurden 87 differentiell in den beiden Linien transkribiert (Padj >2).

In einer weiteren Arbeit wurden die Klone A1"° und B2P auf Transkriptomebene miteinander
verglichen (Meyer et al., 2016). Dabei konnten insgesamt 76 differentiell exprimierte Gene
identifiziert werden (Padj >3). Davon sind 46 Gene starker und 30 schwacher im Klon A1"P
exprimiert (siehe Abb. 3A). Die groRten Unterschiede im Expressionslevel zeigten dabei Gene,
welche fiir GTPasen der Rab-Familie, C2-Doméanenproteine und der Metalloprotease gp36
(EhMP8-2; ehi_042870) codieren. Die Metalloprotease EhMP8-2 ist Forschungsinhalt dieser
Arbeit und wird im Weiteren genauer beschrieben (siehe 1.2)

Um den Einfluss der differentiell exprimierten Gene auf die Pathogenitdt zu untersuchen
wurden diese in den Trophozoiten der Klone A1"™ und B2P verstdrkt exprimiert
(Uberexpression) oder die Expression gehemmt (silencing) und im Tiermodell die Pathogenitat
geprift (Meyer et al., 2016, Matthiesen et al., 2018). Dabei zeigte sich, dass die Trophozoiten
der pathogenen Linie B2P, welche das Gen ehi_042870 iberexprimierten (B2P 042870 UE) keine
ALAs mehr induzieren konnten, was zu einer signifikant geringeren Pathogenitat im Vergleich
zur Kontrolle B2PNC fiihrte (Meyer et al., 2016) (siehe Abb. 3B). Eine gehemmte Expression in
der nicht-pathogenen Linie A1" (A1"P 042870 Si) fijhrte zu einer erhdéhten Pathogenitdt im
Vergleich zur Kontrolle A1", welche jedoch nicht signifikant war (Matthiesen et al., 2018).
Somit konnte fur die Metalloprotease EhMP8-2 eine negativ korrelierende Pathogenitat
festgestellt werden.

In einem weiteren Ansatz zur Charakterisierung und Verstandnis der Pathogenitat von E.
histolytica wurden unterschiedliche pathogene (E. histolytica, E. nutalli) und nicht-pathogene
(E. dispar) Arten der Gattung Entamoeba auf genetischer Ebene miteinander verglichen (Konig
etal. 2021).
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Abbildung 3: Ubersicht der differentiell exprimierten Gene zwischen dem Klon A1™ und B2P sowie
Analyse der ALA-Formation des B2° EhIMP8-2 Transfektanten.

A) Dargestellt ist das x-fach differentielle Expressionslevel der 46 Gene von A1™ im Vergleich zu B2".
Hervorgehoben ist das Gen ehi_042870, welches fiir die in dieser Arbeit untersuchte Metalloprotease
EhMP8-2 codiert. B) In Trophozoiten des Klons B2 wurde das Gen ehi_042870 liberexprimiert und diese
im Tiermodell auf ihre Pathogenitit untersucht. Dargestellt ist die ALA GréRe (mm?) am siebten Tag
nach der Infektion der Leber von Meriones unguiculatus. Mittelwert £ Standardfehler, Mann-Whitney
U-Test, ***p<0,001. Graphiken modifiziert nach Meyer et al., 2016.

1.2 Metalloproteasen

Metalloproteasen sind Enzyme, die Peptidbindung unter Verbrauch eines Wassermolekiils,
welches durch ein oder zwei Metallionen im aktiven Zentrum gebunden wird, spalten
(Mansfeld, 2007). Die Mehrheit der Metalloproteasen hat dabei ein Zinkion gebunden, jedoch
finden sich auch Enzyme mit Mangan, Kobalt, Nickel oder Kuper in ihrem aktiven Zentrum
(Mansfeld, 2007). Als Liganden sind bisher Histidin, Glutaminsaure, Asparaginsaure und Lysin
bekannt (Hooper, 1996). Aufgrund von Proteinstruktur und Homologien werden
Metalloproteasen in der MEROPS Datenbank in 15 Clans, bestehend aus 54 Familien eingeteilt
(Rawlings et al., 2018; https://www.ebi.ac.uk/merops). Metalloproteasen spielen bei einer
Vielzahl von biologischen Prozessen, wie der embryonalen Entwicklung, Zytokinausschiittung,
Zellteilung, Zelladhasion, Aufbau von bakteriellen Zellwdanden oder Abbau von Antibiotika eine
wichtige Rolle (Nagase, 2001). Im Gegensatz zu Cysteinproteasen bilden Metalloproteasen
wahrend der hydrolytischen Spaltung der Substrate keine kovalenten Zwischenstufen
(Nagase, 2001).

Im Genom von E. histolytica finden sich neben den bereits genannten Cysteinproteasen 22
Gene, die fur Metalloproteasen codieren (Tillack et al., 2007). Neben dem Gen ehi_042870,
welches fiir die Metalloprotease EhMP8-2 codiert, findet sich das Gen ehi 200230, welches
fir die Metalloprotease EhMP8-1 codiert. Die beiden Enzyme weisen eine 54%ige Ahnlichkeit
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in ihrer Aminosaduresequenz auf und stellen Homologe zum Leishmanolysin (gp36) dar
(Teixeira et al., 2012). Leishmanolysin stellt das Grindungsmitglied der M8 Familie der
Metalloproteasen dar und ist ein essentieller Pathogenitatsfaktor des Parasiten Leishmania
major und ein vielversprechendes Ziel der Vakzin-Forschung (Yao et al., 2003). Es befindet sich
auf der Oberflache von Promastigoten und ist mittels eines GPI-Ankers in der Zellmembran
gebunden (Yao et al., 2003). Proteasen dieser Familie zeichnen sich durch eine Zink-
Bindungsstelle im aktiven Zentrum aus (Rawlings & Barrett, 1993). Wahrend der
Gewebeinvasion zersetzt Leishmanolysin extrazellulare Proteine und tragt zur Immunabwehr
bei (Brittingham, 1995; Mosser & Brittingham, 1997). Orthologe zum Leishmanolysin finden
sich ebenfalls in weiteren parasitdaren Spezies wie Trypanosoma brucei und Trypanosoma
cruzi, welche dort ebenfalls wichtige Pathogenitatsfaktoren darstellen (EI-Sayed & Donelson,
1997; Grandgenett et al., 2000; La Count et al., 2003).

Das Gen ehi_200230 welches fiir die Metalloprotease EhMP8-1 codiert, besteht aus 1985 bp,
wobei die transkribierte mRNA ohne Introns eine Lange von 1932 bp aufweist. Das Protein
besteht aus 643 Aminsosauren mit einem Molekulargewicht von 71,5 kDa und setzt sich aus
einem  Signalpeptid am  N-Terminus, einer extrazellularen Domdne, einer
Transmembrandomdane und einer zytoplasmatischen Domdne am C-Terminus zusammen.
(Aurrecoechea et al., 2011; www.amoebadb.org). Das Gen ehi 200230 ist in den beiden
Klonen A1" und B2P dhnlich stark exprimiert (Meyer et al., 2016). Fir die EhMP8-2 konnte
gezeigt werden, dass es sich um eine funktionelle Metalloprotease handelt, die an der
Oberflache der Trophozoiten lokalisiert ist (Teixeira et al., 2012). Weiter konnte mittels
Transfektanten, bei denen die Expression des Gens ausgeschaltet war, eine erhdhte Adharenz
an Gewebekulturflaschen, sowie an lebenden und apoptotischen Jurkat-Lymphozyten gezeigt
werden (Teixeira et al.,, 2012). Dazu wurde eine reduzierte zytopathische Aktivitdt und
Mobilitat der Transfektanten beobachtet, wahrend die phagozytotische Aktivitat, im Vergleich
zum Wildtyp, erhoht war (Teixeira et al., 2012). In einer neueren Arbeit wurde gezeigt, dassin
der Expression gehemmte Trophozoiten eine geringere hamolytische Aktivitat aufweisen,
jedoch eine gesteigerte Erythrophagozytoseaktivitat besitzen (Dissertation Lender, 2019).
Das Gen ehi_042870 codiert fiur die putative Metalloprotease EhMP8-2 und besteht aus 2039
bp, wobei die transkribierte mRNA ohne Intron eine Lange von 1989 bp aufweist. Die
Aminosauresequenz besteht aus 662 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 75,5 kDa
und beinhaltet ebenfalls vier Motive: ein Signalpeptid am N-Terminus, eine extrazellulare
Domane, eine Transmembrandomane und eine zytoplasmatische Domane am C-Terminus
(Aurrecoechea et al., 2011; www.amoebadb.org). Das Gen ehi_042870 ist ca. 150-fach hoher
in dem nicht-pathogenen Klon A1"? im Vergleich zum pathogenen Klon B2P exprimiert (Meyer
et al., 2016). Mit Hilfe von Transfektanten, in denen das Gen entweder Uberexprimiert oder
ausgeschaltet wurde, konnte ein negativer Effekt auf die Pathogenitat gezeigt werden (Meyer
et al., 2016; Matthiesen et al., 2018). Weiter konnte bei Transfektanten mit gesteigerter
Expression eine signifikant erhohte Cysteinproteaseaktivitat beobachtet werden, wahrend bei
gehemmter Expression eine signifikante Reduktion auftrat (Dissertation Lender, 2019). Zudem
konnte ein Einfluss auf die hamolytische Aktivitat nachgewiesen werden. So zeigten
Transfektanten mit gehemmter Expression eine signifikant reduzierte hamolytische Aktivitat,
wahrend der Uberexprimierer eine signifikant gesteigerte Aktivitit zeigte (Dissertation
Lender, 2019). Ein Einfluss auf GréRe und Mobilitdit der Trophozoiten, sowie die
Pathogenitatsindikatoren Erythrophagozytose, Lyse und Phagozytose von THP1-Zellen konnte
nicht gezeigt werden (Dissertation Lender, 2019).

Die beiden Metalloproteasen ERMP8-1 und EhMP-2 sind aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu dem
Leishmanolysin, sowie dem negativen Effekt der EhMP8-2 auf die Pathogenitdt der E.
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histolytica Trophozoiten, Untersuchungsinhalt dieser Arbeit. Abbildung 4 zeigt schematisch
die Gene ehi_200230 und ehi_042870.

A)

Signalpeptid HEXX H, M Transmembrandomane Abbildung 4: Schematische
Darstellung der Gene ehi_200230
-__ B = COO und ehi_042870, die jeweils fiir die
Metalloproteasen EhMP8-1 und

Extrazellulare Zytoplasmatische EhMP8-2 codieren.
Domane Domane A) Schematische Darstellung des
Gens ehi_200230, welches fiur die
B) Metalloprotease EhMP8-1 codiert.
Signalpeptid HEXX H M Transmembrandomane ;'Las Berl;:llzsvz:r:gen dz'snpt‘z'r:zsauren

—_ -_COO Schematische Darste”ung deS Gen
ehi_042870, ir  die

welches  flr
Extrazellulare Zytoplasmatische  Metalloprotease EhMP8-2 codiert.

Domine Domaine Lila Bereiche zeigen die
Aminosauren des aktiven Zentrums.

1.3 Untersuchung der Gewebeinvasion von E. histolytica

Fiir die Untersuchung der Gewebeinvasion der Trophozoiten von E. histolytica sind bisher
unterschiedliche Modelle etabliert. Dabei stammen die Mehrzahl der gesammelten Daten aus
Versuchen an einfachen Zellkulturen (Li et al., 1994). Solche Modelle sind jedoch in ihrer
Komplexitat und Nahe zur in vivo Situation eingeschrankt, da hier meist nur mit einem Zelltyp
gearbeitet wird. Weiter handelt es sich dabei um Krebszelllinien, die sich in ihrem Stoffwechsel
und genetischer Regulation stark von natirlichen Zellen unterscheiden. Um diese
Einschrankungen zu minimieren wurden im Laufe der Zeit komplexere Modelle entwickelt. So
konnte mit Hilfe sog. Xenografts, bei denen humane Zellen in eine andere biologische Spezies
transplantiert werden, oder anhand von humanen Transplantaten, die Invasion der
Trophozoiten genauer untersucht werden (Seydel et al., 1998; Zhang et al., 2003; Bansal et
al., 2009). Diese Modelle dhneln in ihrem Aufbau und Funktion der in vivo Situation, sind
jedoch schwer in einem Labor zu implementieren, da die Erstellung und Unterhaltung solcher
Modelle mit einem gréRBeren Aufwand verbunden sind. Eine der grofRten Herausforderungen
bei der Entwicklung von in vitro Modellen zur Untersuchung der Gewebeinvasion ist es, die
wichtigsten Eigenschaften der in vivo Situation nachzustellen (Pageot et al., 2000; Dutton et
al., 2019). So konnten in dreidimensionalen Zellmodellen die Struktur des Darmes nachgestellt
werden, sowie zusatzlich Makrophagen und unterschiedliche extrazelluldre Matrix in das
System implementiert werden (Huang et al., 2014). Anhand des sog. ,,gut-on-a-chip“ Modell
konnte die peristaltische Bewegung des Darmes in die Modelle mit einbezogen werden (Kim
et al., 2016; Shin & Kim, 2018; Jalili-Firoozinezhad et al., 2019). Kiirzlich wurde ein weiteres
Modell fiir die Untersuchung der Gewebeinvasion vorgestellt, bei dem die komplexe
Zusammenstellung des Darmes mit Hilfe unterschiedlicher Zelltypen, Immunzellen,
extrazellularer Matrix und Mukusschicht nachgebildet wurde (Aguilar-Rojas et al., 2020). Auch
wenn die Nahe zur in vivo Situation durch die steigende Komplexitat dieser Modelle besser
abgebildet wird, basieren die meisten Ansatze weiterhin auf Krebszelllinien. Ein weiteres
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Problem bildet die schwere Reproduzierbarkeit der Modelle. So wurden erste Modelle mit
Hilfe von humanen Darmbiopsien erstellt, aus denen die Krypten isoliert werden konnten
(Wang et al., 2018). Um die noch bestehenden Schwierigkeiten zu umgehen und eine engere
Nahe zur Situation in vivo nachzustellen, kdnnten Organoide eine vielversprechende
Moglichkeit darstellen. Sie sind von Stammzellen abgeleitet, lassen sich leicht Erstellen und
sind durch ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung lange und einfach kultivierbar

1.3 Organoide

Bei Organoiden handelt es sich nach heutigem Gebrauch um dreidimensionale multizellulare
in vitro Modelle, die Struktur und Funktionalitdt der von ihnen reprasentierten in vivo Organe
nachempfinden sollen (de Souza, 2018). Erste Arbeiten mit dreidimensionalen in vitro
Modellen wurden bereits in den 70ger Jahre des 20. Jahrhunderts durchgefiihrt (Simian &
Bissel, 2017). Organoide werden aus pluripotenten oder adulten Stammzellen
verschiedenster Organe und Gewebe, wie Gehirn, Retina, Diinn- und Dickdarm, Niere oder
Leber generiert (de Souza, 2018). Aufgrund ihrer recht einfachen Handhabbarkeit und leichten
genetischen Modifikationsfahigkeit stellen sie optimale Modelle fiir die in vitro Untersuchung
von Organentwicklung und Pathophysiologie dar (McCauley & Wells, 2017). Weitere
Anwendung finden Organoide in Untersuchungen von Geburtsdefekten und der
Medikamentenforschung (Dekkers et al.,, 2016). In den letzten Jahren zeigte sich ein
vielversprechendes Potenzial von Organoiden in der Erforschung von Wirt-Pathogen
Interaktionen (Dutta & Clevers, 2017; Hill & Spence, 2017; Heo et al., 2018; Luu et al., 2019;
Martorelli Di Genova et al., 2019; Wilke et al., 2019; Kraft et al., 2020; Holthaus et al., 2021).
Dabei werden die dreidimensionalen Organoide mittels unterschiedlicher Techniken direkt
mit Pathogenen infiziert und im Hinblick auf verschiedene Faktoren, wie Integritdt oder
Genexpression untersucht (Hill et al., 2017; Williamson et al., 2018; Co et al., 2021; Luu et al.,
2019). Die haufigste Art der Kultivierung von Organoiden findet dabei in einer extrazellularen
Matrix unter Zugabe verschiedener Wachstums- und Proliferationsmarkern statt (Sato et al.,
2011; Van Dussen et al., 2015; Derricott et al., 2019). Jedoch zeigen sich fir die Infektion mit
Pathogenen dabei Schwierigkeiten, wie eine Begrenzung der Infektionsrate oder
Erreichbarkeit des inneren Lumens der dreidimensionalen Strukturen. Um diese
Schwierigkeiten zu umgehen wurden Methoden entwickelt die Organoide auf
zweidimensionale Strukturen zu bringen (Moon et al., 2014; VanDussen et al., 2015). Dabei
werden Organoidfragmente oder einzelne Zellen aus den Organoiden auf Transwell-Filter
gegeben und unter Zugabe von Wachstumsfaktoren kultiviert, bis ein Zellrasen entsteht, der
die meisten Eigenschaften und Vorteile der dreidimensionalen Organoide aufweist und zudem
eine einfachere Erreichbarkeit fir Infektionsstudien zeigt.

In dieser Arbeit wurde mit einer 2D-Organoidkultur gearbeitet, welcher von einem
intestinalen humanen Organoid abgeleitet wurde. In Abbildung 5 ist die Erstellung einer
solchen 2D-Organoidkultur schematisch dargestellt.
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1. Biopsie eines 2. Isolierung der 3. Generierung der
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Abbildung 5: Generierung eines intestinalen 2D-Organoidmodells.

Fir die Erstellung einer intestinalen, humanen 2D-Organoidkultur muss zundchst Gewebe einem
Spender entnommen werden (1). Danach erfolgt die Isolation der stammzellhaltigen Krypten (2). Aus
den Krypten werden die Stammzellen isoliert und in einer Substanz zur Nachahmung der
extrazellularen Matrix ausgesat. Die Kultivierung erfolgt unter Zugabe von Wachstums- und
Differenzierungsmarkern bis sich 3D-Organoide bilden (3). AnschlieRend werden die 3D-Strukturen
mechanisch und chemisch verdaut, um einzelne Zellen zu erhalten (4). Diese werden dann in einem
Transwellsystem ausgesat (5) und unter Zugabe von Wachstumsfaktoren kultiviert, bis ein intakter 2D-
Zellrasen entsteht (6).
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2 Zielsetzung

Eine Infektion mit dem humanen Parasiten E. histolytica verlauft in rund 90% der Falle
symptomlos. Doch bei ca. 10% der Patienten entwickelt sich eine intestinale Amobiasis,
welche in rund 1% der Falle in einer extra-intestinalen Verlaufsform, mit der Bildung von
Amobenleberabszessen, endet. Trotz umfangreicher Forschung sind Faktoren und Umstdnde
eines extra-intestinalen Verlaufs einer E. histolytica Infektion noch weitestgehend ungeklart.
Mit Hilfe verschiedener Methoden konnten einige neue potentielle Pathogenitatsfaktoren
identifiziert werden. Die Charakterisierung von Molekilen, die mit der Pathogenitat von E.
histolytica in Verbindung stehen, ist daher ein wichtiger Schliissel zum Verstdndnis eines
extra-intestinalen Verlaufs. Ein Problem bei der Erforschung der Gewebeinvasion liegt haufig
in der Etablierung von geeigneten Zellmodellen. Oftmals sind diese schwer zu implementieren
oder dhneln der Situation in vivo nur bedingt.

In dieser Arbeit sollte mit Hilfe eines humanen, intestinalen 2D-Organoidmodells der Prozess
der Gewebeinvasion von Trophozoiten des Parasiten E. histolytica genauer untersucht
werden. Dabei sollten die zwei Klone A1"P und B2P, die beide von dem Isolat HM-1:IMSS
abstammen, sich jedoch in ihrer Pathogenitdt voneinander unterscheiden zusammen mit den
intestinalen Organoidzellen inkubiert werden. Anhand von Messungen des TEER Wertes und
der Auswertung von mikroskopischer Aufnahmen nach bestimmten Zeitpunkten der Co-
Inkubation sollte der Prozess der Invasion untersucht werden und mogliche Unterschiede
zwischen den beiden Klonen identifiziert werden. Die Analyse und Vergleiche von
Transkriptomen der Trophozoiten sowie der Organoidzellen nach Co-Inkubation sollte
mogliche Unterschiede in der Reaktion der pathogenen und nicht-pathogenen Klone auf die
Organoidzellen, sowie Unterschiede in der Reaktion der Organoidzellen auf die zwei Klone
zeigen.

Im Weiteren sollten die zwei Metalloproteasen EnMP8-1 und EhMP8-2 von E. histolytica
genauer charakterisiert werden. Fir die EhMP8-2 konnte bereits ein negativer Effekt auf die
Pathogenitat gezeigt werden (Meyer et al., 2016). Beide dhneln dem Leishmanolysin, einem
wichtigen Pathogenitatsfaktor von Leishmania major. Fir die Charakterisierung sollte mit
Transfektanten der beiden Klone A1" und B2P gearbeitet werden, die entweder eine
gesteigerte und reduzierte Expression der beide Metalloproteasengene aufwiesen. Die
Transfektanten wurden auf verschiedene phanotypische Merkmale hin untersucht, die mit
der Pathogenitat assoziiert werden. Dazu zahlen der zytopathische Effekt auf HepG2 und
intestinale Organoidzellen, die Cysteinproteaseaktivitat und die Lyse von HepG2 Zellen. Im
Weiteren sollten die beiden Proteine mittels Myc-tag in den Trophozoiten lokalisiert werden,
um so Rickschlisse auf die Funktion schlieBen zu koénnen. Mit Hilfe von
Transkriptomvergleichen der Transfektanten sollte mogliche Einflisse auf die Regulation
anderer Gene gefunden werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

In nachfolgender Tabelle 1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien mit

Herstellern angegeben.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien mit Herstellern

Chemikalie

Hersteller

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)

Accutase™
Acrylamid (30 %)

Adenosin-5"-triphosphat (ATP)

Adultes Rinderserum
Advanced DMEM
Agarose
Ammoniumchlorid

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Ampuwa (Wasser fir Injektionszwecke)

Ascorbinsaure

Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau
Calciumchlorid (CaCly)

Coomassie® Brilliant Blue R250
Diamond Vitamin Tween 80 Losung
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOa)

Dithiothreitol (DTT)
E64-Proteaseinhibitor
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromidlésung (0,025%)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigsdure (EGTA)

Fe-Ammoniumcitrat
Fetales Kalberserum (FCS)
Glukose

Glutathion

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Thermo Scientific
STEMCELLI™ Technologies
PanReac AppliChem
Sigma-Aldrich
Capricorn Scientific
Gibco

Invitrogen
Sigma-Aldrich
PanReac AppliChem
Roth

Fresinius Kabi

VWR

SERVA
Sigma-Aldrich
Merck

SERVA

biozol

Merck

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Merck

Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

PAA Laboratories GmbH
Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Becton und Dickinson
biomol

Constantin Koénig
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Kalilauge (KOH)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
LB-Agar

LB-Medium

L-Cystein

Luminol

Magnesiumchlorid (MgCl>)

Methanol

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natronlauge (NaOH)

Paneticin G418

Paraformaldehyd
Para-Hydroxycoumarinsaure
Penicillin/Streptomycin Lésung (100x)
Salzsaure (HCI)

Saponin

Tris-Base

Tris-HCI

Triton X-100

TRIzol®

Trypticase

Tween®20

Wasserstoffperoxid (H20,)
Z-Arg-Arg-pNA

Roth

Merck

Merck

Roth

Roth

US Biological Life Sciences
Sigma-Aldrich

Merck

Roth

Roth

Merck

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Fluka Chemicals

PAN BIO TECH
Electron Microscopy Sciences
Sigma-Aldrich
Capricorn Scientific
Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Roth

Ambion

Becton und Dickinson
Merck

Sigma-Aldrich
BACHEM

3.1.2 Enzyme und Reaktionspuffer

In nachfolgender Tabelle 2 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Reaktionspuffer
mit Herstellern und Verwendung angegeben.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Enzyme und Reaktionspuffer mit Herstellern

Enzyme/Puffer Verwendung Hersteller
5x Green GoTaq® Flexi PCR Reaktionspuffer Promega
FastDigest® BamH]I Restriktionsenzym ThermoFisher Scientific

FastDigest® Kpnl

FD Green Buffer (10x)

GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase
SuperScript’™ 11l reverse Transcriptase
T4 DNA Ligase

T4 Ligase Buffer (10x)

Restriktionsenzym
Restriktionspuffer
Polymerase
Transkriptase
Ligase
Ligationspuffer

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Promega

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Constantin Koénig
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3.1.3 Antikérper

In nachfolgender Tabelle 3 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper mit Herstellern

und Verwendung angegeben.

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Antikdrper mit Herstellern und Verwendung

Antikorper

Verwendung Hersteller

Anti-mouse ALEXA Fluor® 488
Anti-mouse Cy5

Anti-mouse 1gG HRP
Anti-rabbit Cy5

Mouse anti-CLDN4

Mouse anti-ZO1

Mouse Monoclonal anti-c-Myc
Rabbit anti-CLDN1

Rabbit anti-CLDN2

Rabbit anti-CLDN7

Rabbit anti OCLN

IFA (2. AK)
IFA (2. AK)
Wb (2. AK)
IFA (2. AK)
IFA (1. AK)
IFA (1. AK)

ThermoFisher Scientific

Jackson ImmunoResearch Laboratories

Dako

Jackson ImmunoResearch Laboratories

Invitrogen

BD Transduction Laboratories

IFA/WB (1. AK) Sigma

IFA (1. AK)
IFA (1. AK)
IFA (1. AK)
IFA (1. AK)

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

3.1.4 Reaktionskits

In nachfolgender Tabelle 4 sind alle in dieser verwendeten

angegeben.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Reaktionskits mit Herstellern

Reaktionskits mit Herstellern

Kit

Hersteller

Agilent RNA 6000 Pico Kit
Direct-zolTM RNA MNIPrep Kit
dNTP Set (100 mM)

FastSelect RNA Removal Kit

Luna® Universal gPCRMaster Mix

NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (150)

NucleoBond® Xtra Medi Plus Kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean UP Kit

Oligo(dt)12-18 Primer

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Plasmid DNA purification Kit
Stranded mRNA Select Kit
TOPO® TA Cloning® Kit
T4-Ligase Kit

Agilent Technologies
Zymo Research
Invitrogen

QIAGEN

New England BiolLabs
QIAGEN
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Invitrogen
ThermoFisher Scientific
Macherey-Nagel
QIAGEN

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

Constantin Koénig
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3.1.5 Geréte und Software

In nachfolgender Tabelle 5 und Tabelle 6 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Gerdte mit
Herstellern, sowie die verwendeten Softwares angegeben.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Gerate mit Herstellern

Gerat Name Hersteller
Agarose Gelkammer Horizon 58 Life Technologies
Ausschwingrotor GPKR Centrifuge Beckmann Coulter

Bioanalyzer
Blottingkammer
Einkanalpipetten

Elektrode Voltohmmessgerat

Elektroporationsgerat
ELISA-Reader
Fluoreszenz-Plattenreader
GelDoc

Heizblock
Inkubator
Inkubator
Konfokalmikroskop
Lichtmikroskop
Magnetrihrer
Nanophotometer
Pipettierhilfe
pH-Meter
Photometer

Power Supply
gPCR-Cycler
Rollinkubator
Rotor

Rotor
SDS-Gelkammer
Schiittelinkubator
Thermo Cycler
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Ultraschallgerat
Voltohmmessgerat
Zentrifuge

Agilent 2100 Bioanalyzer
PerfectBlue Web S™

Gilson™ PIPETMAN Classic™

MERSSTX01
GenePulser Xcell™
MRX®

GENios™
ChemiDoc™ XRS+
ThermoMixer C

B 6060

Heratherm IGS750
FluoView1000
Eclipse TS100
RET-GS
NanoDrop™ 2000
S1 Pipet Filler

Lab 850
BioPhotometer 6131
EPS 301
Rotor-Gene 3000
RS-TRO5

JA-10

JA-12

45-1010-i
Certomat HK
Primus

Centrifuge 5424
5427 R

Sonifier 250
Millicell® ERS-2
J2-21

Agilent Technologies
Peglab Biotechnologie
Gilson

Merck

Bio-Rad

DYNEX Magellan
TECAN

Bio-Rad

Eppendorf

Heraeus
ThermoFisher Scientific
Olympus

Nikon

IKAMAG
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Si Analytics

Eppendorf

Amersham Phamacia
Corbett Research
Phoenix Instrument
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Peqglab Biotechnologie
B. Braun

MWG Biotech
Eppendorf

Eppendorf

Branson

Merck

Beckmann Coulter
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Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Software mit Herstellern

Software Hersteller

Agilent 2100 Expert Software B.02.08.51648 Agilent Technologies
Image Lab™ Bio-Rad

Imaris Oxford Instruments

Mac Vector® 18.2.5 International Biotechnologies
NanoDrop™ 2000 Oparating Sofware ThermoFisher Scientific

NEB Tm Calculator 1.13.0 New England Biolabs

Prism 9.1.0 Graphpad

Revelation™ Version G 3.2 DYNEX Magellan Biosciences
Rotor-Gene real time Analysis 6.0 Corbett Research

XFluor4d 4.51 TECAN

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

In nachfolgender Tabelle 7 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien mit
Herstellern angegeben.

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Herstellern

Verbrauchsmaterial Hersteller

0,2 mL Reaktionsgefald 8er-SoftStrips Biozym Scientific
0,5 mL Reaktionsgefald Sarstedt

1,5 mL Reaktionsgefal Eppendorf

2,0 mL Reaktionsgefald Eppendorf

15 mL Schraubréhre Sarstedt

20 mL Einmalspritze B. Braun

24 Well Zellkulturplatten Sarstedt

50 mL Schraubrdhre Sarstedt

96 Well Assayplatten 340 nm lumox® Sarstedt
Deckglaser (0,13 -0,17 mm) R. Langenbrinck
Filtropur Spritzenfilter (0,2 uM) Sarstedt

Gene Pulser Kivetten (0,4 cm) Bio-Rad

Nitrozellulosemembran (0,2 um) GE Healthcare Life Sciences
Neubauer-Zihlkammer (Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm?) Marienfeld
Novex Gelkassetten (1 mm) ThermoFisher Scientific

Objekttrager Engelbrecht Medizin & Labortechnik
Petrischalen Sarstedt

Pipettenspitzen (10 uL, 20 uL, 200 pL, 1250 ulL) Nerbe plus

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL) Sarstedt
Sterilfiltrationsaufsatz 0,2 pm Steritop™ Merck

STRIP Tubes 0,1 ml Corbett Life Science

T25 Zellkulturflaschen (25 cm?) Falcon

T75 Zellkulturflaschen (75 cm?) Sarstedt

T175 Zellkulturflaschen (175 cm?) Sarstedt

Transwellfilter (0,4 um PCF, 12 mm) Merck

Whatmanpaper GE Healthcare Life Sciences
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3.1.7 Fluoreszenzfarbstoffe

In nachfolgender Tabelle 8 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit
Hersteller angegeben.

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit Herstellern

Farbstoff Hersteller
CellTracker™ Green CMFDA Invitrogen
Hoechst-Farbstoff ThermoFisher Scientific
Invitrogen™ BCECF, AM Invitrogen

3.1.8 Marker und Ladepuffer

In nachfolgender Tabelle 9 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Marker und Ladepuffer mit
Hersteller angegeben.

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Marker und Ladepuffer mit Herstellern

Marker/Ladepuffer Hersteller

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder ThermoFisher Scientific

PageRuler™ Prestained Protein Ladder ThermoFisher Scientific
3.1.9 Plasmide

In nachfolgender Tabelle 10 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide mit Referenz
angegeben.

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Plasmide mit Referenzen

Bezeichnung Grolle Verwendung Referenz
pCR2.1 TOPO 3.9kb Klonierungsvektor Invitrogen
pNC-Myc 6 kb Uberexpression von Myc- Matthiesen et al., 2009

Fusionsprotein in E. histolytica
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3.1.10 Oligonukleotide

In nachfolgender Tabelle 11 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

angegeben.

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Name

5°-> 3’Sequenz

EhMPS8-1 + 500 bp F (PCR)
EhMP8-1 + 500 bp R (PCR
EhMPS8-2 + 500 bp F (PCR)
EhMP8-2 + 500 bp R (PCR)
EhMP8-2 F (gPCR)
EhMP8-2 R (qPCR)

EhAct F (qPCR)

EhAct R (qPCR)

M13 F (TOPO)

M13 R (TOPO)

GAGA GGTACC CAAAACTTGTATTTATTG
GAGA GGATCC AACAAGATTTCTTGC
GAGA GGTACC GAGTATTAAATGCACTTT
GAGA GGATCC AAACATAACACAAAAGC
ATTGCTGTCATTCCTGTGTG
TCACGAACTTCTTCTGCTTG
AAGCTGCATCAAGCAGTGAA
GGAATGATGGTTGGAAGAGG
GTAAAACGACGGCCAGT
ACACAGGAAACAGCTATGACCATG

3.1.11 Puffer und Lésungen

Im nachfolgenden sind alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen angegeben.
Diese wurden mit ddH;0 angesetzt und mittels Dampfdrucksterilisation (20 min, 121°C, 1,2
bar Uberdruck) sterilisiert. Puffer mit hitzeempfindlichen Substanzen wurden steril filtriert
(0,2 um Porendurchmesser). Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit NaOH, KOH, HCl oder
Essigsdure unter Verwendung einer pH-Elektrode.

NaPBS (1x):

Na;HPO4 6,7 mM
NaH,PO4 3,3mM
NaCl 140 mM
pH 7,2

Sammelgelpuffer fiir SDS-Page:

Tris-Base 500 mM
SDS (w/v) 0,4%

pH 6,8
steril filtrieren

Constantin Koénig

Elektrophoresepuffer SDS-Page (1x):

Tris-Base 25 mM

Glycin 192 mM

SDS (w/v) 0,1%
pH 8,8

Trenngelpuffer fir SDS-Page:

Tris-Base 1,5M
SDS (w/v) 0,4%
pH 8,8
steril filtrieren
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TAE (Agarose-Gelelktrophorese, 50x):

Natriumacetat
Tris-Base
EDTA

pH

TBS (1x):

Tris-HCI
NacCl
pH

250 mM
2M

50 mM
7,9

10 mM
150 mM
8,0

Coomassie®-Firbelosung:

Transferpuffer fur Western Blot (1x)

Glycin
Tris-Base

SDS

Methanol (v/v)

TBS-T (1x):

TBS Puffer
Tween® 20 (v/v)

192 mM
25 mM

1,3 mM
20%

X mL
0,05%

Coomassie®-Entfirbelosung

Methanol (v/v)
Eisessig (v/v)
ddH20 (v/v)

45%
10%
45%

Methanol (v/v) 50%
Eisessig (v/v) 10%
ddH20 (v/v) 40%
Coomassie® Brilliant Blue (w/v) 0,05%

ECL-L6sung A (WB):

ECL-L6sung B (WB):

Tris-HCI 0,1M
Luminol 0,025%
pH 6,8

DMSO

X mL

Lagerung bei 4°C

ECL-Entwicklerl6sung WB:

ECL-Losung A 5mL
ECL-L6sung B 500 pL
H202 1,5 puL

Blockpuffer IFA (Aldehydgruppen):

NaPBS X mL
Ammoniumchlorid 50 mM

Constantin Koénig

Para- Hydroxycoumarinsaure(w/v) 0,1%
Lagerung RT, dunkel

Blockierlosung WB:

TBS X mL
Milchpulver (w/v) 5%

Blockpuffer IFA (unspezifische Proteine):

NaPBS X mL
FCS 2%
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Proteinpuffer (Laemmli et al., 1970): CP-Assay Puffer:

Tris-HCL 150 mM KH2PO4 0,1M
Glycerin (v/v) 20% EDTA 2 mM
SDS (w/v) 2% DTT (vor Gebrauch) 1mM
Bromphenolblau 0,25% pH 7,0

DTT (vor Gebrauch) 10 mM

pH 6,8

Cytomix (Transfektion): Inkubationspuffer (Substratgel):
KCl 120 mM Natriumacetat 100 mM
CaCl2 0,15 mM Triton X-100 1%
HEPES 25 mM DTT 20 mM
EGTA 2 mM

MgCl 25 mM

KaHPO4 0,5mM

KH2PO4 0,5mM

ATP (vor Gebrauch) 4 mM

Glutathion (vor Gebrauch) 10 mM

pH 7,6

3.1.12 Medien und Zuséatze

Alle Kulturen von E. coli wurden entweder in LB-Medium oder auf LB-Agar angesetzt. Das
Antibiotikum Ampicillin wurde vorab in Wasser gelost (100 mg/mL), steril filtriert und erst
nach der Dampfsterilisation des Mediums in einer Endkonzentration von 100 ug/mL
dazugegeben. Gegossene Agarplatten und sterilisiertes Medium wurden bis zu ihrer
Verwendung bei 4°C gelagert.

LB-Medium: LB-Agar:
20 g/L Lennox L Broth Base 35 g/L Lennox L Broth Agar
ad 1L ddH,0 ad 1L ddH.0

Alle Kulturen von E. histolytica wurden mit TY-I-SS Medium (Diamond et al., 1978) angesetzt.
Die Bestandteile des Mediums wurden zunachst in 4,350 L ddH,0 gel6st. Danach wurde der
pH-Wert mit Hilfe von 5 M NaOH und einer pH-Elektrode auf 6,8 eingestellt. AnschlieRend
wurden 435 mL des Mediums in zehn 500 mL Laborglasflaschen gefiillt und diese in einem
Dampfkochtopf bei 1,4 bar und 120°C fiir 25 Minuten sterilisiert. Fiir die Komplettierung des
Mediums wurden nach dem Abkiihlen 50 mL Adultes Rinderserum, welches vorab zweimal
bei 56°C inaktiviert wurde, 15 mL Diamond Vitamin Tween 80 Lo6sung und 5 mL
Penicillin/Streptomycin Losung (100x) zugegeben. Das komplettierte Medium wurde bei 4°C
gelagert und nicht langer als 14 Tage verwendet.
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TY-I-SS Medium:

Trypticase 100 g
Hefeextrakt 50g
Glukose 50g
NaCl 10g
KoHPO4 38¢g
KH2PO4 3 g
L-Cystein 5g
Ascorbinsaure lg
Fe-Ammoniumcitrat 0,114 ¢g

Die HepG2 Zellen wurden in DMEM+ Medium kultiviert.

DMEM+:

Advanced DMEM (Gibco) 500 mL
FCS 50 mL
Penicillin/Streptomycin Lésung (100x) 5mL

3.1.13 Verwendete Organismen

3.1.13.1 Entamoeba histolytica

Die in dieser Arbeit verwendeten E. histolytica Zelllinien entstammen dem Isolat HM-1:IMSS
(ATCC Katalognummer 30459). Dieser wurde 1964 aus einem mannlichen Patienten mit
Amodbenkolitis isoliert.

HM-1:IMSS Zelllinie A:

Die Zelllinie A des Kulturisolates HM-1-IMSS ist nicht in der Lage im Tiermodell Leberabszesse
auszulésen und wird daher als nicht-pathogen bezeichnet (Biller et al., 2009). Diese befindet
sich seit 2001 am BNITM in Kultur. In dieser Arbeit wurde mit dem Klon A1" gearbeitet
welcher von der Zelllinie HM-1:IMSS-A abstammt (Meyer et al., 2016).

HM-1-IMSS Zelllinie B:
Die Zelllinie B des Kulturisolates HM-1:IMSS ist in der Lage im Tiermodell Leberabszesse
auszulésen und wird daher als pathogen bezeichnet (Biller et al., 2009). Diese befindet sich

seit 1991 am BNITM in Kultur. In dieser Arbeit wurde mit dem Klon B2P gearbeitet, welcher
von der Zelllinie HM-1:IMSS-B abstammt (Meyer et al., 2016).
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Transfektanten:

In dieser Arbeit wurde mit verschiedenen Transfektanten der beiden Klone A1" und B2P
gearbeitet, in denen die Expression der Metalloproteasen EnMP8-1 und EhMP8-2 entweder
gesteigert oder gehemmt war (Dissertation Lender, 2019). Diese werden im Folgenden als
Uberexprimierer oder silencer bezeichnet. Im Rahman dieser Arbeit wurden zusitzlich zwei
Transfektanten des nicht-pathogenen Klons A1"P generiert in denen die Metalloproteasen
EhMP8-1 und EhMP8-2 als Fusionsprotein mit einem Myc-tag Uberexprimiert wurden. In
nachfolgender Tabelle 12 sind die Transfektanten angegeben.

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Transfektanten

Transfektant Art Zelllinie

A1ERMPE-LSi silencer der ERMP8-1 HM-1:IMSS-A
A1EnMPE-2Si silencer der ERMP8-2 HM-1:IMSS-A
A1DoppelSi silencer der EhMP8-1 und EhMP8-2 HM-1:IMSS-A
B2EhMPE-1Si silencer der ERMP8-1 HM-1:IMSS-B
B2EhMP8-2 UE Uberexprimierer der EhMP8-2 HM-1:IMSS-B
A7EnMP8-1 Myc UE Uberexprimierer der ENMP8-1 + Myc-tag ~ HM-1:IMSS-A
A1ENMP8-2 Myc U Uberexprimierer der ENMP8-2 + Myc-tag ~ HM-1:IMSS-A

3.1.13.2 Escherichia coli

In dieser Arbeit wurde mit One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli Zellen von
Invitrogen gearbeitet.

3.1.13.3 HepG2 Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten HepG2 Zellen (ATCC Katalognummer HB-8065) stammen aus
einem hepatozelluldrem Karzinom eines mannlichen Patienten mit Leberkrebs. Diese wurden
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Jacobs vom BNITM bereitgestellt.

3.1.13.4 Organoidzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen, intestinalen Organoidzellen stammen von dem
Isolat CBF1 ab, welches am Robert Koch Institut in Berlin von der Arbeitsgruppe Anton
Aebischer generiert wurde. Das Isolat stammt von einer Biopsie eines gesunden mannlichen
Spenders, welche am Benjamin Franklin Campus der Charité in Berlin entnommen und durch
das ethische Komitee des Universitat Klinikums Charité gepruft wurde (#EA4-015-13).
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von E. histolytica Trophozoiten

Die fur diese Arbeit benotigten E. histolytica Trophozoiten der unterschiedlichen Klone und
Transfektanten wurden in komplettiertem TY-I-SS Medium (Diamond et al, 1978) kultiviert.
Die Kultivierung erfolgte dabei unter mikroaerophilen und axenischen Bedingungen in 12,5
cm? Kulturflaschen bei 37 °C. Die transgenen Klone wurden zusitzlich mit dem
Selektionsmarker Genetecin® (G418) in einer Konzentration von 20 pg/mL kultiviert. Die
Passage der Zellen erfolgte alle zwei, spatestens drei, Tage. Daflir wurde zunachst die
Konfluenz des adharent wachsenden Zellrasens lichtmikroskopisch beurteilt und so die
Teilungsrate abgeschatzt. Anschlieend wurde das Medium verworfen und die Trophozoiten,
durch Schitteln der Kulturflasche, in einer definierten Menge frischem TY-I-SS Medium
aufgenommen. Entsprechend der abgeschatzten Teilungsrate wurde dann ein definiertes
Volumen in eine neue Kulturflasche Uberfihrt und diese mit frischem komplettiertem
Medium aufgefillt. Um die mikroaerophilen Bedingungen zu schaffen, wurden die
Kulturflaschen moglichst komplett mit Medium gefiillt.

3.2.2 Ernte von E. histolytica Trophozoiten

Fiir die Nutzung der Trophozoiten in weiteren Experimenten dieser Arbeit mussten diese
zunachst geerntet werden. Daflir wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn die jeweilig
benétigten Trophozoiten in 25 cm? oder 75 cm? Kulturflaschen so eingesit, dass sich am
folgenden Tag ein konfluenter Zellrasen gebildet hat. Das Medium wurde verworfen und der
Zellrasen durch Schitteln der Kulturflasche in 10 mL kaltem NaPBS gel6st. AnschlieRend
wurde die Zellsuspension in eine 50 mL Schraubréhre tGberfihrt und bei 400 x g, 4°C fir 5
Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und das Zellsedimentin 10 mL
kaltem NaPBS resuspendiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 400 x g, 4°C fur
5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und die Trophozoiten konnten in den weiteren
Versuchen eingesetzt werden.

3.2.3 Lyse der E. histolytica Trophozoiten

In einigen Versuchsansatzen mussten die jeweiligen Trophozoiten zunachst lysiert werden.
Dafiir wurden die Zellsedimente nach der Ernte (siehe 3.2.2) in 1 mL NaPBS resuspendiert und
in ein 1,5 mL ReaktionsgefaR (berflhrt. Nach einer Zentrifugation bei 400 x g, 4°C fiir 5
Minuten wurde der Uberstand verworfen und das Zellsediment durch kraftiges Vortexen im
Rickfluss resuspendiert. Abhangig von der Fragestellung der Versuche wurde der
Proteaseinhibitor E64 in einer Konzentration von 30 uM zugegeben, oder ohne diesen
gearbeitet. Die Lyse der Zellen erfolgte mittels der freeze and thaw Methode. Dafiir wurden
die ReaktionsgefaRe in fllssigen Stickstoff Gberfihrt und die Zellsedimente so schockgefroren.
Danach erfolgte ein Auftauen der Zellsedimente durch eine kurze Inkubation bei 37°C im
Heizblock mit anschlieBendem kraftigem Vortexen. Dieser Vorgang wurde flinfmal
wiederholt. Nach dem letzten Auftauen wurde, wenn bendtigt, erneut E64 in einer
Konzentration von 30 uM zugegeben. Fir eine anschlielende Trennung von l6slicher und
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unldslicher Fraktion wurde das Lysat bei 15000 x g, 4°C fir 15 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und in ein neues 1,5 mL ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Die beiden
Fraktionen konnten bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert werden.

3.2.4 Transfektion von E. histolytica Trophozoiten

Mit Hilfe der Transfektion kann Fremd-DNA in eukaryotische Zellen eingebracht werden,
welche danach als Transfektanten bezeichnet werden. Die Transfektion wurde mittels
Elektroporation durchgefiihrt. Dafiir wurde am Vortag eine 75 cm? Gewebekulturflasche mit
den zu transfizierenden Trophozoiten so angesetzt, dass am Folgetag ein konfluenter Zellrasen
gewachsen war. Fir die Transfektion wurden zunéachst 100 pg Plasmid-DNA in 100 pL ddH,0
in eine Elektroporationsklivette, mit einer Spaltbreite von 0,4 cm, vorgelegt und auf Eis
inkubiert. Die Trophozoiten wurden geerntet (siehe 3.2.2) und das Amobensediment in 10
mL kaltem, inkompletten Cytomix gewaschen. Danach wurde der Uberstand verworfen und
die Trophozoiten in 2 mL kompletten Cytomix resuspendiert. Davon wurden nun 800 pL zu
der vorgelegten Plasmid-DNA in die Kivette pipettiert und gut durchmischt. Die
Elektroporation erfolgte am Gene-Pulser XCell bei einer Spannung von 1200 Volt, einer
elektrischen Kapazitdt von 25 pF und einem unendlichen Widerstand durch zwei
aufeinanderfolgende Impulse von 0,3 bis 0,6 Sekunden. Der Ansatz wurde in eine 12,5 cm?
Kulturflasche mit vorgewarmten TY-Medium Uberfiihrt und bei 37°C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde das Medium gewechselt und nach zwei Tagen erfolgte die Zugabe des
Selektionsmarkers G418 (Neomycin) in einer Konzentration von 10 pug/mL. Dieser erzwingt das
Ablesen des transfizierten Plasmides, da dieses ebenfalls ein Resistenzgen gegen Neomycin
enthalt. AuRerdem sorgt es fiir eine Ausselektion der nicht-transfizierten Trophozoiten.
Nachdem die Trophozoiten unter Kultivierung mit 10ug/mL G418 einen Monolayer erreicht
haben, wurde die Konzentration auf 20 pg/mL erhoht.

3.2.5 Hitzeschock-Transformation kompetenter E. coli Zellen

Der Prozess der Transformation beschreibt die Aufnahme von freier DNA in kompetente
Bakterienzellen. Fir einige Untersuchungen musste zunachst Plasmid-DNA in kompetente E.
coli Zellen eingebracht werden. Dies wurde mittels der Hitzeschock-Methode erreicht (Cohen
et al., 1967). Daflr wurden die zu transformierenden Zellen zunachst auf Eis aufgetaut und
100 ng DNA zu den Zellen in einem 1,5 mL Reaktionsgefal pipettiert. Bei einer Transformation
einer TOPO Klonierung wurden 2 uL und bei Transformation eines Ligationsansatzes 10 pL zu
den Zellen pipettiert. Der Ansatz wurde fir 15 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fur
30 Sekunden bei 42°C im Heizblock behandelt. Danach erfolgte eine kurze Inkubation auf Eis
von 5 Minuten. Nach Zugabe von 500 pL SOC-Medium wurden die Zellen fir eine Stunde bei
800 rpm und 37°C im Heizblock inkubiert. Nach Inkubation wurden 300 pL der Zellsuspension
auf LB-Platten mit 100 pug/mL Ampicillin als Selektionsmarker ausplattiert und diese bei 37°C
Uber Nacht inkubiert.
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3.2.6 Kultivierung von HepG2 Zellen

Die fur die verschiedenen Versuche bendtigten HepG2 Zellen wurden in 25 cm?
Gewebekulturflaschen in kompletten DMEM+ Medium bei 37°C und 5 % CO kultiviert. Alle
zwei, spatestens drei Tage, wurden die Zellen passagiert. Daflir wurde zunachst das Medium
abgenommen und die adharenten Zellen vorsichtig mit 5 mL warmen NaPBS gewaschen.
AnschlieBend wurde 500 pL Accutase™ auf den Zellrasen gegeben und fiir 5 Minuten bei 37°C
inkubiert. Durch kraftiges Klopfen auf den Rand der Gewebekulturflaschen wurden die Zellen
gelést und dann in 3 mL DMEM+ Medium resuspendiert. Von der Zellsuspension wurde 1 mL
in eine neue Kulturflasche Gberfihrt und diese mit 5 mL frischem DMEM+ Medium aufgefiillt.

3.2.7 Ernten der HepG2 Zellen

Fiir die Ernte der HepG2 Zellen wurden zunachst das Medium einer konfluent bewachsenen
Gewebekulturflasche verworfen und der Zellrasen vorsichtig mit 5 mL warmen NaPBS
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 500 pL Accutase™ und eine Inkubation bei
37°C fiir 5 Minuten. Durch kraftiges Klopfen am Rand der Gewebekulturflasche wurden die
Zellen gelost und in 5 mL warmen NaPBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine 15
mL Schraubrohre Gberfihrt und bei 400 x g, 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde
der Uberstand verworfen und das Zellsediment je nach Fragestellung in NaPBS oder DMEM
Medium resuspendiert.

3.2.8 Zellzahlbestimmung

Um die richtigen Zellzahlen von Trophozoiten und HepG2 Zellen in den jeweiligen Versuchen
einzusetzen wurde eine Neubauer Zahlkammer verwendet. Fir die Zellzahlbestimmung
wurden daflr 10 pL der zu ermittelnden Zellsuspension in Zdahlkammer pipettiert und
anschliefend vier GroRquadrate unter dem Durchlichtmikroskop ausgezahlt. Mit Hilfe der
folgenden Formel konnte dann die Zellzahl pro mL ermittelt werden:

Zellzahl Gesamtzellzahl in ausgezahlten GroRquadraten

a4
= X Verdi fakt 10
mL Anzahl ausgezahlte GrofRquadrate eraunnungstaktor x

3.2.9 Kultivierung von 3D- und 2D-Organoiden

Die Kultivierung der humanen intestinalen 3D-Organoide sowie die Erstellung und
Kultivierung der davon abgeleiteten 2D-Zellmodelle wurde von der Arbeitsgruppe von Anton
Aebischer am Robert Koch-Institut (RKI, Berlin) durchgefiihrt und fiir die Untersuchungen
dieser Arbeit bereitgestellt (Sato et al., 2009; Sato et al., 2011; Mahe et al., 2015; Warschkau
etal., 2020).
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3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Protein Konzentrationsbestimmung

Fiir einige Versuche war es notwendig den Proteingehalt von Lysaten der E. histolytica
Trophozoiten oder von Proteinldsungen zu bestimmen. Dabei wurden mit E64 behandelte
Lysate von E. histolytica verwendet, damit die zelleigenen Proteine nicht durch die
Cysteinproteasen der Amoben verdaut wurden (siehe 3.2.3). Die Proteinbestimmung erfolgte
mittels dem BCA Protein Assay Kit der Firma Pierce nach Herstellerangaben. Die Messung
erfolgte dabei in 96-Well_platten am ELISA Reader bei einer Wellenlange von 562 nm. Mit
Hilfe einer vorher angelegten Standardreihe mit Rinderserumalbumin (BSA) konnten die
Proteinkonzentrationen ermittelt werden.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Fiir den Nachweis bestimmter Proteine wurde eine SDS Gelelektrophorese (sodium dodecyl!
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Dabei werden
Proteine nach ihren molekularen Massen aufgetrennt indem sie mit Hilfe eines elektrischen
Flusses durch ein Gel mit unterschiedlicher PorengrofRe wandern. Je nach GroRRe der Proteine
wandern diese weiter oder kiirzer in das Gel ein. Anhand eines Standardmarkers kann dann
die GroRe der Proteine bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde mit 10%igen
Polyacrylamidgelen gearbeitet. Die zu untersuchenden Proteinldsungen wurden auf die
gewilinschte Proteinkonzentration eingestellt und mit zweifach Proteinpuffer im Verhaltnis
1:2 verdiinnt, sowie mit 1 mM DTT versetzt. Durch ein Aufkochen der Proben bei 95°C fiir 10
Minuten im Heizblock wurden die Proteine denaturiert und linearisiert. AnschlieRend wurden
25 pL der Proben und 10uL des Standardmarkers in die Taschen der Polyacrylamidgele
pipettiert. Fiir die Auftrennung der Proteine wurde zunéachst eine Stromstarke von 20 mA pro
Gel angelegt. Nach Passieren des Sammelgels wurde dann auf eine Starke von 40 mA pro Gel
erhoht. Das Gel wurde je nach Fragestellung zu einem bestimmten Zeitpunkt gestoppt und
anschlieBend entweder fiir die Analyse aller Proteine in Coomassie-Blau gefarbt oder im
Westernblot eingesetzt, um bestimmte Proteine mittels Immunonachweis zu detektieren. In
nachfolgender Tabelle 13 ist die Zusammensetzung der verwendeten 10 % igen
Polyacryamidgele gezeigt.

Tabelle 13: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fiir ein 10%iges Polyacrylamidgel

Chemikalie Trenngel (10%) Sammelgel (4%)
Acrylamid (30%) 2,5mL 0,65 mL
Trenn/Sammelgelpuffer 1,9 mL 1,25 mL

ddH,0 3.1mL 3,05mL

APS 25 uL 25 uL

TEMED 5 pL 5 pL

Fir die Herstellung eines Gels wurde eine Gelkassette zu dreiviertel mit der 10%igen
Trenngellésung gefillt und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem auspolymerisieren
wurde das Isopropanol abgenommen und das 4%ige Sammelgel auf das Trenngel gegossen.
In das noch flissige Sammelgel wurde ein Kamm gesteckt, um Taschen fiir die Proben
auszusparen.
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3.3.3 Coomassie-Blau Farbung

Um die in der SDS Gelektrophorese aufgetrennten Proteine (siehe 3.3.2) im Gel sichtbar zu
machen wurden die Gele in einer frischen Coomassie-Blau Farbeldsung eingelegt und fir 1
Stunde schittelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Farbelosung
abgekippt und das Gel iber Nacht in Entfarberlésung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die
Entfarberlésung verworfen und die Gele zweimal fiir 20 Minuten in destilliertem Wasser
gewaschen. Die Gele wurden fiir die weitere Auswertung und Dokumentation fotografiert.

3.3.4 Westernblot

Fir die Identifizierung von Proteinen wurde Westernblot Analysen durchgefiihrt. Dabei
wurden die Proteine zunachst mit Hilfe eines Polyacrylamidgels (siehe 3.3.2) entsprechend
ihrer molekularen Masse aufgetrennt und im Anschluss durch ein elektrisches Feld auf eine
Nitrozellulosemembran libertragen und mittels spezifischer Antikérper detektiert. In dieser
Arbeit wurde dabei das Tank-Blot-Verfahren angewandt. Die Nitrozellulosemembran wird
dabei anodenseitig auf das Gel gelegt und diese beidseitig mit Filterpapieren und Schwammen
in einer Blotkassette eingespannt. AnschlieRend wird die Kassette in eine mit Transferpuffer
gefillten Blotkammer (berfihrt. Der Elektrotransfer fand unter leichtem Riihren bei einer
Stromstarke von 400 mA fiir 1 Stunde statt. Die Membran wurde nach dem Transfer in eine
50 mL Schraubrohre Gberfihrt und fir 30 Minuten rollend in 50 mL Blockierlésung bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschliefend
erfolgte die Inkubation mit dem proteinspezifischen Primarantikorper verdinnt nach
Herstellerangaben in 5 mL Blockierlosung rollend bei 4°C Giber Nacht. Am nachsten Tag wurde
die Losung verworfen und die Membran 10 Minuten in TBS-T gewaschen, gefolgt von
zweimaligen  10-minitigen Waschen in  TBS. AnschlieBend wurde der mit
Merrettichperoxidase (HRP, horseredish peroxidase) gekoppelte Sekundarantikérper in 5 mL
Blockierlosung verdiinnt nach Herstellerangaben auf die Membran gegeben und diese fiir 2
Stunden rollend bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser bindet spezifisch an den
Primarantikérper und ermdglicht durch einen Substratumsatz durch die HRP eine spatere
Detektion. Nach der Inkubation folgten drei Waschschritte wie oben beschrieben. Fiir die
Detektion wurde die Membran 3 Minuten in eine ECL-Entwicklerlosung gelegt, die eine
Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form katalysiert. Durch den chemischen Umsatz
kommt es zu einer Emission von Licht an den Stellen, an denen der Sekundarantikorper
gebunden hat, welche mittels der ChemiDoc detektiert wurde.

3.3.5 Immunfluoreszenzanalyse der E. histolytica Trophozoiten

Mit Hilfe eines IFA kdénnen Proteine mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern
markiert und so nachgewiesen werden. Dafiir wurden die geernteten Trophozoiten (siehe
3.2.2) in 1 mL NaPBS resuspendiert und in ein 1,5 mL ReaktionsgefaR Gberfiihrt. Nach einer
Zentrifugation bei 400 x g, 4°C fir 5 Minuten wurde der Uberstand verworfen und das
Zellsediment in 1 mL 4 % Paraformaldehyd (PFA) in NaPBS resuspendiert. Durch das PFA
werden die Zellen fixiert, da es eine reversible Vernetzung von Proteinen bewirkt. Die
Trophozoiten wurden dann 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Rollinkubator in der
NaPBS/4% PFA Losung inkubiert. Danach erfolgte eine Aufteilung des Gemisches auf zwei
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neue 1,5 mL Reaktionsgefdfle. Anschliefend erfolgte eine Zentrifugation bei 400 x g fir 3
Minuten. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde eine Fraktion in 500 uL NaPBS/0,05 %
Saponin, die andere in 500 pL NaPBS vorsichtig resuspendiert und fir 5 Minuten inkubiert.
Das Saponin sorgt fir eine Permeabilisierung der Zellmembran, was die Farbung von
zytosolischen Proteinen ermoglicht, wahrend die Fraktion ohne Saponin eine Farbung der
Oberflachenproteine ermoglicht. Es folgte eine Zentrifugation bei 400 x g fiir 3 Minuten. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellsedimente vorsichtig in 500 ulL Blockierungspuffer
resuspendiert und fiir 15 Minuten rollend bei Raumtemperatur inkubiert. So wurden freie
Aldehydgruppen blockiert. Anschliefend wurden die Trophozoiten bei 400 x g fiir 3 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es folgte ein Waschschritt in 500 pL NaPBS/0,05
% Saponin bzw. 500 pL NaPBS, bei dem das Sediment vorsichtig darin resuspendiert und
anschlieBend bei 400 x g fiir 3 Minuten zentrifugiert wurde. Um unspezifische Bindungsstellen
fiir Antikorper zu blockieren, wurde der Uberstand verworfen und die Zellen vorsichtig in 500
uL NaPBS/2 % FCS resuspendiert und fiir 10 Minuten rollend bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgte ein weiterer Waschschritt wie oben beschrieben. Anschlieend wurden die
Trophozoiten fir 1 Stunde in 500 puL NaPBS in dem der Primarantikdrper verdiinnt wurde
(1:200 — 1:200) rollend bei Raumtemperatur inkubiert. Weiter folgten drei Waschschritte wie
oben beschrieben. Dann wurden die Zellsedimente in 500 puL NaPBS in dem der sekundare
fluoreszenzmarkierte Antikorper verdiinnt war (1:400) fir eine weitere Stunde rollend bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Zellen wie bereits
beschrieben erfolgte die Farbung der Zellkerne durch eine Inkubation in 500 pL NaPBS
verdinntem Hoechst Farbstoff (1:400) fir 10 Minuten rollend bei Raumtemperatur. Nach
einem letzten Waschen der Zellen wurden die Sedimente in 50 puL NaPBS gel6st und konnten
bis zur Auswertung bei 4°C im Dunkeln gelagert werden.

3.4 Methoden zur Charakterisierung phanotypischer und zelluldrer
Funktionen von E. histolytica Trophozoiten

3.4.1 Cysteinproteaseaktivitat

Fir die Bestimmung der Cysteinproteaseaktivitat der E. histolytica Lysate wurde der Umsatz
des Substrates Z-Arg-Arg-pNA (Benzyloxycarbonyl-L-arginyl-L-arginin-p-nitroanilid) durch die
in dem Lysat enthaltenen Cysteinproteasen photometrisch gemessen. Durch die Abspaltung
des p-Nitroanilid entsteht eine gelbliche Farbung des Ansatzes, welche bei 405 nm am ELISA-
Reader gemessen werden konnte. Fir einen Ansatz wurde zunachst 148 L
Cysteinproteasepuffer mit 1 mM DTT versetzt in eine 96-Well-Platte vorgelegt. Anschliefend
erfolgte die Zugabe von 2 uL Amdbenlysat (unverdiinnt und 1:10 verdiinnt), sowie 50 uL Z-
Arg-Arg-pNA (100 uM Endkonzentration). Nun folgte die Messung der Anderung der
Extinktion in regelmalligen Abstianden liber einen Zeitraum von 20 Minuten. Anhand
folgender Formel wurde dann die Volumenaktivitat bestimmt:
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AE = Anderung der Extinktion AEXV. . %1000
d = Schichtdicke der Messlésung (1 cm) Volumenaktivitst = Messlosung
Viessissung = Volumen der Messldsung (mL) txexdxV,
Vprobe = Volumen der eingesetzten Probe (mL)

t = Zeit (min)

€ a05nm = 8,8 cm? x umol?

Mit Hilfe des vorher bestimmten Proteingehaltes der Lysate (siehe 3.3.1) konnte dann die
spezifische Cysteinproteaseaktivitat mittels folgender Formel berechnet werden:

Volumenaktivitat
Spezifische Aktivitat =

Proteingehalt

3.4.2 Substratgelelektrophorese zum Nachweis von Cysteinproteasen

Fiir den Nachweis der Aktivitdt von bestimmten Cysteinproteasen der E. histolytica Lysate
wurde eine Substratgelelektrophorese durchgefiihrt. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnten die
Ergebnisse der Messung der Cysteinproteaseaktivitdt (siehe 3.4.1) genauer charakterisiert
werden. Fir die Untersuchung wurden zunachst 12%ige SDS-Polyacrylamidgele mit 0,1 %
Gelantine kopolymerisiert. AnschlieBend wurden je zwei Ansdtze von 10 pL des zu
untersuchenden Lysates, welche einmal 4 ug und einmal 8 ug Gesamtprotein enthielten, mit
10 plL zweifach Probenpuffer gemischt, mit 10 mM DTT versetzt und in die Taschen des Gels
pipettiert. Die Gele wurden bei 25 mA in vorgekiihlten Elektrophoresepuffer bei 4°C laufen
gelassen, um eine mogliche Aktivitat der Cysteinproteasen zu hemmen. AnschlieRend wurden
die Gele eine Stunde bei Raumtemperatur in 2% Triton X-100 gewaschen. Die Entwicklung
erfolgte liber zwei Stunden bei 37°C in dem Inkubationspuffer, gefolgt von einer lGber Nacht
Farbung mit Coomassie bei Raumtemperatur. Am nachsten Tag wurden die Gele solange bei
Raumtemperatur in Entfarberlésung inkubiert, bis die hellen ungefarbten Aktivitatsbanden
der Cysteinproteasen sichtbar wurden. Die Cysteinproteasen der Lysate sind in diesen
Bereichen stagniert und haben, durch die Entwicklung, die Gelantine in den Gelen verdaut,
wodurch an diesen Stellen keine Farbung mit Coomassie erfolgen konnte.

3.4.3 Bestimmung der Lyse von HepG2 Zellen durch E. histolytica Trophozoiten

Firr die Bestimmung der Fahigkeit der E. histolytica Trophozoiten Zellen zu lysieren wurden
diese mit fluoreszenzmarkierten HepG2 Zellen zusammen inkubiert und anschlieflend eine
Freisetzung des Farbstoffes in den Uberstand photometrisch gemessen. Am Vortag wurden
zwei 25 cm? Kulturschalen mit einmal HepG2 Zellen und einmal den zu untersuchenden
Trophozoiten, so angesetzt, dass am nachsten Tag ein konfluenter Zellrasen gewachsen war.
Das Medium wurde verworfen und die Zellen einmal mit 5 mL warmen PBS gewaschen. Die
Farbung erfolgte in 1 mL inkompletten DMEM Medium in dem 10 upM des
Fluoreszenzfarbstoffes CMFDA (5-Chlormethylfluoresceindiacetat) enthalten war (iber einen
Zeitraum von 30 Minuten bei 37°C. Der Farbstoff CMFDA diffundiert in die Zellen und wird
dann durch zelleigene Caspasen in ein nicht-membrangangiges Fluoreszenzprodukt
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umgewandelt. Nach der Inkubation wurde das Medium verworfen und die Zellen einmal mit
warmen PBS gewaschen. Zum Lésen der Zellen wurde 300 pL Accutase™ auf den
bewachsenen Boden der Kulturflasche gegeben und diese fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert.
Die abgeldsten Zellen wurden dann in 5 mL NaPBS aufgenommen, in eine 15 mL Schraubréhre
Uiberfiihrt und bei 400 x g, 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und es folgten zwei weitere Waschschritte mit jeweils 5 mL NaPBS. Danach wurde das
Zellsediment in 3 mL NaPBS gelost und die Zellzahl der Losung bestimmt (siehe 3.2.8). Nach
der Ernte der Trophozoiten der jeweiligen E. histolytica Zelllinie (siehe 3.2.2) wurden diese in
2 mL NaPBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (siehe 3.2.8). Fir den Ansatz wurden
dann 1 x 10 HepG2 Zellen pro Well in eine 24-Well-Platte eingesdt und 1 x 10° Trophozoiten
in einem Gesamtvolumen von 1 mL dazu gegeben. Dabei wurden pro zu untersuchender
Zelllinie jeweils 3 fach Ansdtze durchgefiihrt. Die Negativkontrolle wurde nur mit NaPBS
versetzt. Fur die Positivkontrolle wurden die gefarbten HepG2 Zellen mit 1% Triton X-100
NaPBS inkubiert. Die Inkubation der Anséatze erfolgte tGber eine Stunde bei 37°C. AnschlieRend
wurde die Positivkontrolle 30 Sekunden am Sonifizierer mit Flachkopfspitze (konstanter
Tastgrad) behandelt, um eine komplette Lyse der HepG2 zu erhalten. Die 24-Well-Platte
wurde dann bei 1400 x g fiir 4 min zentrifugiert und 150 uL der Uberstinde in eine spezielle
96-Well-Platte (iberfihrt, welche nochmals fiir 30 Sekunden bei 1400 x g zentrifugiert wurde.
Die Messung erfolgte am Fluoreszenz-Platten-Reader bei 485 nm Extinktion und 535 nm
Emission. Die Werte der Positivkontrolle wurden dann als 100% bewertet und die prozentuale
lytische Aktivitat der Proben in Bezug dazu berechnet.

3.4.4 Bestimmung des zytopathischen Effektes der E. histolytica Trophozoiten auf
HepG2 Zellen

Der zytopathische Effekt beschreibt die degenerative Veranderung eines Zellrasen durch
pathogene Erreger. Zur Bestimmung des zytopathischen Effektes von E. histolytica
Trophozoiten wurden 48 Stunden vor dem Versuch 1 x 10° HepG2 Zellen in die Wells einer 24-
Well-Platte ausgesat und diese bei 37°C in 2 mL DMEM+ Medium inkubiert, wobei das
Medium nach 24 Stunden einmal gewechselt wurde. Nach den 48 Stunden war ein
konfluenter Zellrasen in den Wells gewachsen. Die zu untersuchenden E. histolytica Zelllinien
wurden 24 Stunden vor dem Versuch in eine 25 cm? Kulturflasche so eingeséat, dass ebenfalls
ein konfluenter Zellrasen gewachsen war. Zum Beginn des Versuches wurde das DMEM+
Medium vorsichtig abgezogen und die Wells vorsichtig mit warmen NaPBS gewaschen.
Danach erfolgte die Zugabe von 200 pL NaPBS in dem der Fluoreszenzfarbstoff BCECF, AM
(2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-Carboxyfluorescein, Acetoxymethyl Ester) in einer
Konzentration von 10 uM geldst war. Das BCECF ist dabei membrangangig und wird im
Zellinneren durch Caspasen zu einem nicht-membrangangigen Fluoreszenzfarbstoff
umgewandelt. Anschliefend wurden die Zellen fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde das NaPBS vorsichtig abgenommen und die Zellen zweimal mit warmen
NaPBS gewaschen. In der Zwischenzeit wurden die Trophozoiten der zu untersuchenden
Zelllinien geerntet (siehe 3.2.2) und in 2 mL DMEM Medium aufgenommen. Nachdem die
Zellzahl der Suspension bestimmt wurde (siehe 3.2.8), wurden 500 pL mit 1 x 10° Trophozoiten
auf die gefarbten HepG2 Zellen im dreifachen Ansatz gegeben. Die Negativkontrollen wurden
nur mit 500 uL DMEM Medium aufgefiillt, wahrend die Positivkontrollen mit 500 uL DMEM
mit 1% Triton X-100 behandelt wurden. Die 24-Well-Platte wurde dann bei 37°C fir eine
Stunde inkubiert. Danach wurde die Platte fiir 20 Minuten auf Eis gestellt, um die
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Trophozoiten zu I6sen. Nach zweimaligem Waschen mit kaltem NaPBS wurde in jedes Well 1
mL 1% Triton X-100 PBS pipettiert und die Platte fiir 30 Minuten bei 37°Cinkubiert. Dies diente
zur Lyse aller verbleibenden Zellen. Die Messung erfolgte indem 150 uL der Uberstinde in
eine spezielle 96-Well-Platte pipettiert wurde, diese bei 1400 x g fiir 30 Sekunden zentrifugiert
wurde und mit Hilfe des Fluoreszenz-Platten-Reader bei einer Extinktion von 485 nm und einer
Emission von 535 nm gemessen wurde. Die Werte der Negativkontrolle wurden dann gleich
100% gesetzt, da hier vor der Lyse durch das Triton X-100 der Zellrasen fast komplett erhalten
war und somit der gréRte Anteil an Farbstoff im Uberstand gemessen wurde. Die Werte der
Proben wurden dann in Bezug zur Negativkontrolle gesetzt. Zum Schluss wurde das Ergebnis
von 100% abgezogen, um den prozentualen Teil der von den Trophozoiten aus dem Zellrasen
geldsten Zellen zu erhalten.

3.4.5 Infektion der 2D-Organoid-Monolayer mit E. histolytica Trophozoiten

Um den Invasionsprozess der E. histolytica Trophozoiten nachzuvollziehen, sowie den Einfluss
der Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 auf diesen zu untersuchen, wurden
Zellmonolayer, welche aus humanen intestinalen Organoiden generiert wurden, mit
Trophozoiten des pathogenen Klons B2P und des nicht-pathogenen Klons A1", sowie der
unterschiedlichen Metalloproteasen Transfektanten, infiziert. Dieses Modell stellt dabei eine
gute Naherung an die in vivo Situation dar, da die Organoidzellen direkt von humanen
Stammzellen abstammen und den menschlichen Darm durch eine Ausdifferenzierung in die
verschiedenen Zelltypen gut nachbilden. Die Organoidzellen wurden ca. zwei Wochen vor
Versuchsbeginn auf 0,6 cm? Filtereinsdtze in einer 24-Well-Platte eingesat und so kultiviert,
dass ein Monolayer von ausdifferenzierten humanen Diinndarmzellen am Versuchstag
gewachsen war. Die Filtereinsdtze ermoglichten eine Infektion mit Trophozoiten in TY-
Medium im apikalen Kompartiment, wahrend die Organoidzellen weiterhin mit eigenem
Medium von basaler Seite aus versorgt werden konnten. Die Herstellung der Monolayer,
sowie die Kultivierung wurde dabei von der Arbeitsgruppe von Anton Aebischer am Robert
Koch Institut in Berlin durchgefiihrt (siehe 3.2.9). Die durchschnittliche Zellzahl auf einem
Filter betrug 2 x 10° Diinndarmzellen. Die eingesetzten Trophozoiten wurden am Vortag so in
eine 25 cm? Kulturflasche eingesit, dass nach 24 Stunden ein konfluenter Zellrasen gewachsen
war. Nach der Ernte der Trophozoiten (siehe 3.2.2) wurden diese in 2 mL TY-Medium
aufgenommen und die Zellzahl bestimmt (siehe 3.2.8). AnschlieRend wurden die
Trophozoiten der zu untersuchenden Zelllinien, je nach Fragestellung, in unterschiedlicher
Zellzahl in insgesamt 400 pL TY-Medium apikal auf die bewachsenen Filter gegeben. Fiir eine
Probe wurde dabei ein dreifacher Ansatz angesetzt. Danach wurden die Platten bei 37°C und
5% CO; inkubiert und nach bestimmten Zeitpunkten eine TEER-Messung (siehe 3.4.6)
durchgefiihrt oder die Zellen fir nachfolgende Transkriptomanalysen (siehe 3.5.15) in TRIzol™
aufgenommen. Fir die Untersuchung des Einflusses von Metallo- und Cysteinproteasen auf
den Invasionsprozess wurden zusatzlich Ansatze mit dem pathogenen Klon B2P und dem nicht
pathogenen Klon A1"P angesetzt, bei denen der Cysteinproteaseinhibitor E-64 (30 uM) und
der Metalloproteaseinhibitor Phenanthrolin (10 uM) zugegeben wurden.
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3.4.6 Messung des transepithelialer elektrischen Widerstandes der 2D-Organoid-
Monolayer

Uber die Messung des transepithelialer elektrischen Widerstandes (transepithelial electrical
resistance, TEER) konnten Riickschlisse auf die Integritat der, aus 3D-Organoiden generierten,
Monolayer gezogen werden. Dabei wird mit Hilfe von zwei Elektroden, welche in dem apikalen
und basalen Reservoir des Transwell Aufbaus gehalten werden, ein Wechselstrom geleitet und
Spannung, Strom sowie Phasenverschiebung bestimmt. Daraus wird der
Wechselstromwiderstand berechnet, welcher durch den TEER-Wert abgebildet wird. Die
beiden Reservoirs sind elektrisch nur durch die bewachsenen Filter verbunden und ansonsten
gegeneinander isoliert. Befinden sich also, zum Beispiel durch die Trophozoiten gebildete,
Licken in dem Zellrasen, fallt der Wechselstromwiderstand. Somit konnen (iber die Messung
des TEER Riickschliisse auf den Zustand des Monolayers geschlossen werden. Die Messung
des TEER fand dabei zum Start sowie je nach Fragestellung stiindlich oder zweistiindlich statt,
bis zu einer maximalen Inkubationszeit von 8 Stunden. Die Messung fand dabei auf einem
vorgewarmten Heizblock bei 37°C statt und wurde mit Hilfe des Millicell ERS-2 Voltohmmeters
und der Elektrode STX01 durchgefihrt. Fir die Normalisierung der Messwerte wurde der
TEER-Wert eines nicht bewachsenen Filters von diesen subtrahiert und anschlieBend auf 1
cm? angepasst.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Plasmid-Mini-Praparation aus E. coli

Nach dem Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente E. coli Zellen (siehe 3.2.5), wurden
einzelne Kolonien der bewachsenen LB-Platten in 4 mL LB-Medium mit 100 pg/mL Ampicillin
Uberfiihrt und Gber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA aus
den E. coli Zellen der Flissigkulturen erfolgte mit dem Plasmid DNA purification Kit von
Machery-Nagel nach Herstellerangaben. Die Konzentrationsmessung der Proben wurde
anschlieBend am NanoDrop 2000 durchgefiihrt (siehe 3.5.3).

3.5.2 Plasmid-Medi-Praparation aus E. coli

Mussten grolRere Mengen von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen isoliert werden, wurde eine
Medi-Praparation durchgefiihrt. Dafiir wurde am Vortag eine 3 mL Flussigkultur mit LB-
Medium mit 100 pg/mL Ampicillin angesetzt und mit einer Kolonie, die das gewiinschte
Plasmid durch eine Transformation (siehe 3.5.2) enthielt, angeimpft und bei 37°Cund 180 rpm
Uber 8 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden 300 mL LB-Medium mit 100 pg/mL Ampicillin
mit der gesamten Kultur angeimpft (1%) und lber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Die
Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mittels des NucleoBond Xtra Medi Plus Kit von Machery-
Nagel nach Herstellerangaben. Dabei wurde die DNA nach Reinigung mittels der finalizer-
Methode aufkonzentriert. Die Konzentrationsbestimmung der Proben erfolgte am NanoDrop
2000 (siehe 3.5.3).
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3.5.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Um die Konzentration von DNA oder RNA zu bestimmen, wurden die jeweiligen Proben am
NanoDrop 2000 photometrisch gemessen. Die Messung fand bei einer Welllenldnge von 260
nm statt. Dabei diente das Verhaltnis der OD260nm zu OD28onm und OD230 nm zu OD260 nmals MaR3
flir Verunreinigungen, wie Proteine oder Pufferriickstande.

3.5.4 Polymerase Kettenreaktion

Mit Hilfe einer Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) konnen
spezifische DNA-Sequenzen in vitro vervielfaltigt werden. Ein Ansatz wurde dabei wie folgt
pipettiert:

PCR Reagens Menge
5x Green Go Taq Flexi Buffer 5ulL
Magnesiumchlorid (25 mM) 1,5 uL
dNTPs (2,5 mM) 2,5 ulL
Forward Primer 2,5uL
Reverse Primer 2,5puL
Taq Polymerase 0,5 uL
DNA Template (1 ng—1 pg/uL) 1puL
ddH,0 9,5 uL

Der Ansatz wurde in einem 0,2 mL ReaktionsgefdaB gemischt und in dem Thermal Cycler
platziert. Das Programm enthielt die folgenden Einstellungen:

PCR Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 4 min

Denaturierung 95°C 30 sek

Annealing x°C 40 sek 30 Zyklen
Elongation 72°C Y sek

Finale Elongation 72°C 10 min

Die annealing Temperatur und die Elongationszeit mussten fiir die Reaktion individuell
berechnet werden. Die Temperatur wurde dabei mit Hilfe von NEB Tm calculator 1.13.10.
anhand der Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer berechnet. Die Elongationszeit
berechnet sich aus der Lange der Amplifikate und der Umsatzgeschwindigkeit der Taq-
Polymerase (1 kb/min). Durch die Finale Elongation wurden den Amplifikaten die, fur die
TOPO-Klonierung notwendigen, A-Uberhinge angefiigt (siehe 3.5.7).
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3.5.5 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnten die Plasmide und Inserts nach dem
Restriktionsverdau voneinander getrennt und anschliefend gereinigt werden. Dabei werden
die negativ geladenen DNA Molekiile durch das Anlegen eines elektrischen Flusses in einem
Agarosegel nach ihrer GroRe getrennt. Durch die unterschiedlichen PorengroRe des Gels
wandern die Molekiile ihrer GroRe entsprechend bis zu einem bestimmten Punkt. Anhand
eines eingesetzten GroéBenmarkers konnen dann die Inserts und Plasmide abgeglichen
werden. In dieser Arbeit wurde mit 1 prozentigen Agarosgelen gearbeitet. In die Taschen der
Gele wurden dann die kompletten Ansatze des Restriktionsverdau pipettiert. Zusatzlich wurde
in eine Tasche 10 uL des GroRenstandards pipettiert. Die Gele wurden fiir eine Stunde bei 90
Volt laufen gelassen. Die Auswertung der Gele erfolgte mittels eines UV-Tisches. Das in dem
Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und kann mittels UV-Licht sichtbar
gemacht werden. Die Reinigung der Inserts und Plasmide flr die weitere Verwendung wurde
mittels dem NucleoSpin Gel and PCR clean up Kit von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben
durchgefihrt

3.5.6 Restriktionsverdau

Um den korrekten Einbau der Sequenzen in die jeweiligen Vektoren zu Uberpriifen, oder um
die Vektoren und Sequenzen fir die Ligation zu isolieren wurde ein Restriktionsverdau
angesetzt. Dabei werden Plasmide mit Hilfe von Endonukleasen, welche an spezifische DNA
Sequenzen binden, geschnitten, wobei spezielle Sequenziiberhange entstehen. Plasmide und
Inserts mit passenden Uberhingen kénnen im Folgenden ligiert werden (siehe 3.5.8). Fiir den
Verdau wurden Enzyme und Puffer der FastDigest® (FD) Reihe von ThermoFisher Scientific
nach Herstellerangaben verwendet. Die Inkubation erfolgte dabei fiir 15 Minuten bei 37°Cim
Heizblock. Danach konnten die Ansadtze mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
werden (siehe 3.5.5).

3.5.7 TOPO Klonierung

Die Klonierung in den TOPO-Vektor diente der Uberpriifung von Linge und korrekter
Orientierung der amplifizierten Inserts der PCR. Dabei bindet das Enzym Topisomerase |
kovalent an beide Enden des Vektors und produziert spezifische Vektoriiberhange. Die fiir die
Ligation benétigten A-Uberhinge am zu klonierenden Insert wurden nach der PCR angefiigt
(siehe 3.5.4). Diese erlauben eine schnelle Ligation bei Raumtemperatur ohne den Einsatz
weiterer Ligasen. Weiter befindet sich ein Gen, welches fir die R-Lactamase codiert in dem
TOPO Vektor, was eine spatere Selektion (iber das Blau-Weill Screening ermoglicht.
Spezifische Bindungsstellen fiir M13 Primer auf beiden Seiten der multiplen Klonierungsstelle
erlauben die Uberpriifung durch Sequenzierung (siehe 3.5.9). Die TOPO Klonierung wurde
mittels des TOPO TA Cloning Kit von Thermo Fisher Scientific nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die Transformation von 2 uL des Ansatzes in E. coli Zellen
(siehe 3.2.5).
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3.5.8 Ligation

Die Ligation diente dem einbringen der DNA-Inserts aus dem TOPO-Vektor in den Zielvektor.
Dabei flgt das Enzym Ligase die Inserts und Vektoren durch die, bei der Restriktion
entstandenen spezifischen Uberhinge zusammen (siehe 3.5.6). Die Ligation wurde mit Hilfe
des T4 Ligase Kit von Thermo Fisher Scientific nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei
wurden Insert und Vektor in einem Massenverhaltnis von 1:2 oder 1:5 eingesetzt. Die Ligation
erfolgte bei 14°C Uber Nacht im Thermal Cycler. 10 pL der Ligation wurden fir die
Transformation in E. coli Zellen eingesetzt (siehe 3.2.5).

3.5.9 Uberpriifung von Vektor-Konstrukten

Um sicherzustellen, dass die Sequenzen der Metalloproteasen korrekt in die jeweiligen
Zielvektoren eingebaut wurden, wurde ein Test-Restriktionsverdau (siehe 3.5.6) angesetzt
und mittels Agarosegelen (siehe 3.5.5) (iberpriift. Zusatzlich erfolgte eine Uberpriifung durch
eine Sequenzierung mittels sanger sequencing (Sanger et al., 1997). Mit dieser Methode
konnten zuséatzlich noch mogliche Fehler in den Sequenzen (berprift werden. Die
Sequenzierung wurde von der Firma Microsynth Synthlab GmbH durchgefihrt.

3.5.10 Generierung des Myc-Konstruktes fiir die Lokalisation der EEMP8-1 und der
EhMMP8-2 in den Trophozoiten

Die Lokalisation der beiden Metalloproteasen sollte mittels Myc-tag erreicht werden. Dazu
wurden zunachst die beiden Gensequenzen mittels PCR amplifiziert (siehe 3.5.4). Um die
spatere Expression der Gene so natiirlich wie moéglich zu gestalten wurden zusatzlich 500 bp
in 5-Richtung der beiden Gene mit amplifiziert. So sollte eine Expression unter den eigenen
Promotoren sichergestellt sein, da die Promotorsequenzen sich innerhalb dieser zusatzlichen
500 bp befinden. Als DNA Grundlage diente genomische DNA des Klons A1"P. Die Amplifikate
wurden zunachst in den TOPO Vektor eingebracht (siehe 3.5.7) und in E. coli TOP 10 Zellen
transformiert (siehe 3.2.5). Nach Uberpriifung des korrekten Einbaus (siehe 3.5.9) wurde die
Sequenzen aus dem TOPO Vektor isoliert (siehe 3.5.6) und in den Zielvektor pNC-Myc mittels
Ligation eingebracht (siehe 3.5.8). Der Vektor wurde anschlieend in E. coli TOP 10 Zellen
eingebracht (siehe 3.2.5) und durch eine Medi-Praparation in ausreichenden Mengen isoliert
(siehe 3.5.2). AnschlieBend erfolgte die Transfektion in die E. histolytica Trophozoiten (siehe
3.2.4). Die Lokalisation erfolgte mittels IFA (siehe 3.3.5). Zusatzlich wurden Lysate der
Transfektanten im Westernblot untersucht (siehe 3.3.4).
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3.5.11 Isolierung von RNA aus E. histolytica Trophozoiten und Humanzellen

Flr den Nachweis der Expression bestimmter Gene mittel real-time qPCR (siehe 3.5.13) oder
um Transkriptomanalysen (siehe 3.5.15) durchzuflihren, musste zundchst RNA aus den
jeweiligen Zellen isoliert werden. Dafiir wurden die entsprechenden Zellen zunachst in 700 —
800 pL TRIzol™ lysiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 16000 x g fiir 2 Minuten
bei Raumtemperatur. Dann wurden vorsichtig 700 uL des Uberstandes abgenommen und in
ein 1,5 mL ReaktionsgefaR Ubertragen. Durch die Zentrifugation und Abnahme des
Uberstandes, wird moglicher stérender Zelldebris vermieden. Nun wurde die RNA mit Hilfe
des Direct-zol™ RNA MiniPrep Kit von Zymo Research nach Herstellerangaben isoliert. Die
Konzentration und Reinheit der RNA wurde am NanoDrop 2000 gemessen.

3.5.12 Synthese von cDNA

Um die Expression bestimmter Gene, in den jeweiligen Transfektanten nachzuweisen musste
die isolierte RNA (siehe 3.5.11) zunachst in cDNA umgeschrieben werden, damit sie in der
gPCR (siehe 3.5.13) eingesetzt werden konnte. Die Synthese wurde mit Hilfe des SuperScriptlil
First-Strand-Synthesis System-Kit von Invitrogen nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Eine
Reverse-Transkriptase schreibt hierbei die mRNA mit Hilfe von spezifischen Oligo(dT)-Primern
in cDNA um. Es wurde 1 pug RNA in einem Reaktionsansatz von insgesamt 20 pL eingesetzt. Die
Synthese erfolgte fiir eine Stunde bei 42°C und die cDNA konnte bis zu einer Woche bei -20°C
gelagert werden.

3.5.13 Quantitative real-time PCR

Mittels der quantitativen real-time PCR (QPCR) konnte das Expressionslevel von bestimmten
Genen (berprift werden. Dabei wird die Expression des Zielgenes (GOI, gene of interest) ins
Verhaltnis zu der Expression eines Referenzgenes (Ref) gesetzt. Das Referenzgen zeichnet sich
durch eine konstante Expression in den zu untersuchenden Zellen aus, was Unterschiede in
der Menge der eingesetzten cDNA ausgleicht. Als Referenzgen wurde f8-actin verwendet. Fir
die Quantifizierung der gPCR Produkte wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |
verwendet. Dieser interkaliert mit der, bei der gPCR gebildeten doppelstrangigen DNA und
emittiert, beim Aufschluss dieser, Licht einer Wellenlange von 521 nm. Nach jedem Zyklus
erfolgt eine Detektion des Signals, wobei die Fluoreszenz proportional mit der Menge der DNA
zunimmt. Dabei wird der Zyklus bestimmt, bei dem das gemessene Signal einen bestimmten
Schwellenwert (threshold of cycle, CT) Gberschreitet. Der CT gibt an, wann das gemessene
Signal erstmals die Hintergrundfluoreszenz lberschreitet. Befindet sich eine grole Menge
cDNA des GOI in der Probe, was eine auf erhéhte Menge von RNA zuriickzuflihren ist,
Uberschreitet das Fluoreszenzsignal eher den CT, als bei einer Probe mit geringerer cDNA
Menge. Die Berechnung des Expressionslevel erfolgte mittels der delta-delta-CT Methode (2
8ACTY " Dafiir wurde zundchst noch eine Probe als Kalibrator (Kal) bestimmt, dessen relative
Konzentration auf 1 gesetzt wurde. Der Kalibrator gilt dabei als Probe, in dem das
Expressionslevel des GOI den zu erwartenden Wert annimmt. Fir die Berechnung der
relativen Expression der GOl wurde zunachst die Differenz des CT-Wertes des GOl zum
Referenzgen, sowie die Differenz des CT-Wertes des Kalibrators zum Referenzgen wie folgt
ermittelt:
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ACT o1 = CT coi - CT Ret

ACT ka1 = CT kal - CT Ret

AnschlieBend konnte der delta-delta-CT Wert mit Hilfe folgender Formel berechnet werden:

AACT = ACT goi - ACT ka

Nun folgte die Berechnung der relativen Expression des GOl im Verhaltnis zu dem Kalibrator:

GOl rel. conc = 2-88CT

Dieser Wert beschreibt die relative Konzentration des GOl in einer Probe im Vergleich zu dem
vorher bestimmten Kalibrator. Flir den Ansatz wurde der Luna® Universal gPCR Master Mix
der Firma NEB verwendet. Pro Ansatz wurden dabei 9 puL des Mastermix, je 2 pL Primer in
einer Konzentration von 5 pmol/uL, 1 pL c¢cDNA und 6 plL ddH.O eingesetzt. Pro zu
untersuchender Probe wurde dabei ein Doppelansatz angesetzt. Des Weiteren wurde eine
Negativkontrolle mitgefiihrt, bei der ddH,0 anstatt cDNA eingesetzt wurde. Die Durchfiihrung
erfolgte am Corbett Research Rotor-Gene 3000 in 0,1 mL ReaktionsgefdRen unter folgenden
Einstellungen:

PCR Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 60 Sekunden 1
Denaturierung 95°C 15 Sekunden
Annealing 58°C 20 Sekunden 40
Elongation und Detektion 68°C 20 Sekunden

Im Anschluss erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse, bei der die Temperatur kontinuierlich von
68°C auf 95°C erhoht wurde. Dies diente der Erkennung von Primer-Dimeren oder
unspezifischen Amplifikaten, da die Temperatur, bei der die amplifizierten DNA Produkte
denaturieren und den Farbstoff freigeben, spezifisch flr die diese ist.

3.5.14 Uberpriifung der RNA Qualitit fiir die Transkriptomanalyse

Flr die Transkriptomanalyse (siehe 3.5.15) musste zunachst die Qualitat der isolierten RNA
(siehe 3.5.11) Gberprift werden, um Degradation oder Fragmentierung dieser auszuschlieRen.
Die Uberpriifung erfolgte dabei am Bioanalyser Agilent 2100° wobei der RIN-Wert (RNA
integrity number) bestimmt wurde. Dabei wurden die unterschiedlichen Fraktionen der rRNA
(5S, 18S und 28S) in der zu untersuchenden Probe mittels einer Kapillar-Elektrophorese nach
ihrer GroRe aufgetrennt und durch einen Detektor, nach Passieren eines bestimmten Punktes,
detektiert. Anhand des Vergleiches mit einem Standard konnte dann Laufgeschwindigkeit und
GroRe der Fragmente bestimmt werden, wodurch Riickschlisse auf die Qualitat der RNA
gezogen werden konnte. Der Ansatz der Proben erfolgte dabei mit Hilfe des Agilent RNA 6000
Pico Kit von Agilent Technologies nach Herstellerangaben.
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3.5.15 Transkriptomanalysen mittels next generation sequencing (NGS)

Fiir die Analyse der Transkriptome wurde zunachst die rRNA mit dem FastSelect RNA Removal
Kit von QlAseq nach Herstellerangaben aus den zu untersuchenden RNA Proben entfernt. Es
folgte eine Anreicherung der mRNA mit dem Stranded mRNA Select Kit von QlAseq nach
Herstellerangaben. AnschlieBend erfolgte die Sequenzierung der mRNA mit Hilfe des NextSeq
500/550 Mid Output Kit v2.5 (150 Zyklen) von QIAseq nach Herstellerangaben. Fir die
Auswertung der Daten wurden die reads zundchst mit Trimmomatic getrimmt und gefiltert.
Danach erfolgte die Angleichung der Genomdaten mit Hilfe von RSEM und Bowtie2software.
Die Genomdaten von AmoebaDB und von HG-36 dienten dabei als Grundlage. Deseq diente
zur Normalisierung der Zeilen-reads. Die Anpassung der P-Werte erfolgte nach der Holm-
Methode. Die Aufarbeitung der Proben sowie die Sequenzierung wurde von der BNITM-NGS-
Corefacility durchgefiihrt. Die Datenanalyse wurde von Dr. Stephan Lorenzen am BNITM
Ubernommen.

4 Ergebnisse

4.1 Invasion der 2D-Organoidkulturen

Der Invasionsprozess von E. histolytica Trophozoiten sollte mittels einer humanen,
intestinalen 2D-Organoidkultur, untersucht werden. Diese ist von einem 3D-Organoid
abgeleitet und bildet die Situation in vivo gut nach, da sie aus allen Zelltypen des menschlichen
Darms besteht, die sich direkt aus entnommenen Stammzellen entwickelt haben (siehe 3.2.9)
Fiir die Untersuchung der Gewebeinvasion wurden Trophozoiten der beiden Klone A1"° und
B2P, die sich in ihrer Pathogenitat unterscheiden, mit den 2D-Organoidkulturen co-inkubiert.
Anhand von TEER-Messungen und mikroskopischen Aufnahmen nach unterschiedlichen
Zeitpunkten der Co-Inkubation sollten die Zerstorung des 2D-Organoidzellrasen untersucht
werden und mogliche Unterschiede zwischen den beiden Klonen gezeigt werden. Mit Hilfe
von Transkriptomanalysen sollte die veranderte Genexpression der humanen Organoidzellen
sowie der Trophozoiten der beiden Klone nach Co-Inkubation untersucht werden. Um den
Einfluss der Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 auf die Zerstérung der 2D-
Organoidkulturen zu untersuchen, wurden die Metalloprotase-Transfektanten ebenfalls mit
Organoidzellen co-inkubiert und nach definierten Zeitpunkten die Integritdt der 2D-
Organoidkulturen mittels Messung des TEER-Wertes bestimmt.
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4.1.1 TEER Messungen

Durch die Messung des TEER-Wertes sollten Rickschliisse auf die Integritat der 2D-Organoid
Zellmonolayer wahrend der Invasionversuche mit E. histolytica Trophozoiten gezogen
werden. Dabei wurde, je nach Fragestellung, nach unterschiedlichen Zeitpunkten der Co-
Inkubation von Organoidzellen und Trophozoiten mit Hilfe einer Elektrode ein elektrischer
Strom angelegt und der Widerstand gemessen. Ist der Zellrasen intakt, stehen die Zellen in
enger Verbindung zueinander, was einen hohen elektrischen Widerstand bewirkt. Fallt der
Wert ab |asst das auf eine Zerstorung des Zellrasen schlief3en.

4.1.1.1 Co-Inkubation von 2D-Organoidkulturen und Trophozoiten der Klone A1"P und B2P

Zunachst sollte mit Hilfe der TEER-Messung ein moglicher Unterschied zwischen der nicht-
pathogenen Klon A1"P und dem pathogenen Klon B2P in der Invasion und der damit verbunden
Zerstorung des Zellrasen untersucht werden. Dafiir wurden Trophozoiten des Klons A1™ und
des Klons B2P in drei unterschiedlichen Zellzahlen (1000, 5000 und 10000) auf die mit
Organoidzellen bewachsenen Filter gegeben. Die Ansdtze wurden dann bei 37°C inkubiert,
wobei nach 30 Minuten, 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 8 Stunden der TEER-Wert gemessen wurde. In Abb.
6 sind die Ergebnisse der Messungen graphisch dargestellt. Die gemessenen Werte wurden
dafiir auf 1 cm? bezogen und sind in Prozent relativiert auf den Startwert (t0) angegeben. Als
Negativkontrolle dienten 2D-Organoidkulturen, die nicht mit Trophozoiten inkubiert wurden.
In Abb. 6A sind Messungen wahrend der Co-Inkubation mit Trophozoiten des nicht-
pathogenen Klons A1"° gezeigt. Fir alle Zellzahlen zeigt sich eine stetige Reduktion des TEER-
Wertes Uber den Zeitraum der Co-Inkubation. Dabei zeigt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Kulturen, die mit einer Zellzahl von 1000 infiziert wurden und den beiden, die
mit 5000 und 10000 Trophozoiten infiziert wurden. Zwischen 5000 und 10000 zeigt sich kein
signifikanter Unterschied. In Abb. 6B sind die TEER-Werte der Inkubation mit Trophozoiten
des pathogenen Klons B2P gezeigt. Auch hier ist ein signifikanter Unterschied zwischen der
Inkubation mit 1000 Trophozoiten und den Inkubationen mit 5000 und 10000 Trophozoiten
zu erkennen. Zwischen der Inkubation mit 5000 und 10000 Trophozoiten zeigt sich ebenfalls
kein signifikanter Unterschied. In Abb. 6C sind die TEER-Messungen der Inkubationen mit
Trophozoiten der beiden Klone A1™ und B2P in unterschiedlichen Zellzahlen im direkten
Vergleich dargestellt. Dabei zeigt sich fiir keinen Verlauf ein signifikanter Unterschied in den
TEER-Werten zwischen der Inkubation der 2D-Organoidkulturen mit den Trophozoiten der
Klone A1"P und B2P.
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Abbildung 6: TEER-Messungen der Co-Inkubation der 2D-Organoidkulturen mit Trophozoiten der
Klone A1"° und B2P.

Humane Diinndarm-Zellmonolayer, generiert aus 3D-Organoiden, wurden auf 0,6cm? Filtern kultiviert
und mit Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1™ und des pathogenen Klons B2 in
unterschiedlicher Zellzahl (1000, 5000 und 10000) co-inkubiert. Messung des TEER-Wertes erfolgte 30
Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden, 3 Stunden, 4 Stunden, 5 Stunden, 6 Stunden und 8 Stunden nach
Inkubation mittels Millicell ERS-2 Voltohmmeters und der Elektrode STX01 bei 37°C. Werte sind
berechnet auf 1 cm? und relativiert zum Startwert t0. Als Negativkontrolle wurden 2D-Organoidkulturen
ohne Zugabe von Trophozoiten gemessen. A) Verlaufe der TEER-Messungen der Co-Inkubation mit
Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1™. B) Verlaufe der TEER-Messungen der Infektion mit
Trophozoiten des pathogenen Klons B2P. C) Vergleich der Verlaufe der TEER-Messungen nach Co-
Inkubation mit Trophozoiten der Klone A1™ und B2P.

4.1.1.2 Einfluss der Cysteinproteasen auf die Zerstérung der 2D-Organoidkulturen

Cysteinproteasen stellen einen wichtigen Pathogenitatsfaktor von E. histolytica dar. In
verschiedenen Arbeiten konnte ein Einfluss der Cysteinproteasen auf die Gewebeinvasion und
die Bildung von ALAs gezeigt werden (Lidell et al., 2006; Tillack et al., 2006; Thibeaux et al.,
2013). Um einen moglichen Einfluss von Cysteinproteasen auf die Invasion der Organoidzellen
durch die E. histolytica Trophozoiten zu untersuchen, wurden Filter, welche mit
Organoidzellen bewachsen waren, zusammen mit Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons
A1"° und des pathogenen Klons B2P inkubiert und zusatzlich mit dem Cysteinproteaseinhibitor
E-64 versetzt. AnschlieRend wurden die Ansatze bei 37°C inkubiert und nach 2, 4, 6 und 8
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Stunden der TEER-Wert gemessen. Ein Vergleich mit Ansdtzen ohne den Inhibitor sollte einen
moglichen Einfluss der Cysteinproteasen von E. histolytica auf die Zerstérung des Zellrasen
zeigen. Die Trophozoiten wurden in einer Zellzahl von 10000 auf die Filter gegeben. Der
Cysteinproteaseinhibitor E-64 wurde in einer Konzentration von 30 uM dazugegeben. In Abb.
7 sind die Ergebnisse der Messungen graphisch dargestellt. Die gemessenen Werte wurden
dafiir pro 1 cm? berechnet und sind in Prozent relativiert auf den Startwert (t0) angegeben.
Als Negativkontrolle dienten 2D-Organoidkulturen, die nicht mit Trophozoiten inkubiert,
jedoch ebenfalls mit E-64 versetzt, wurden. Abb. 7A zeigt den Vergleich der TEER-Messungen
bei einer Inkubation mit Trophozoiten des Klons A1™ mit und ohne Zugabe von E-64. Es ist
dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Ansatzen zu erkennen. In Abb. 7B
ist der Vergleich der TEER-Messungen bei einer Inkubation mit Trophozoiten des pathogenen
Klons B2P mit und ohne Zugabe von E-64 abgebildet. Dabei zeigt sich fiir alle Messpunkte ein
signifikant hoherer TEER-Wert bei einer Inkubation mit Trophozoiten des Klons B2P und E-64
als bei einer Inkubation mit Trophozoiten des Klons B2P ohne E-64. Somit scheint die
Hemmung von Cysteinproteasen fiir Trophozoiten des pathogenen Klons B2P einen starken
Einfluss auf die Zerstérung der 2D-Organoidkulturen zu haben, als fiir Trophozoiten des nicht-
pathogenen Klons A1"P,
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Abbildung 7: TEER-Messungen der Co-Inkubation der 2D-Organoidkulturen mit Trophozoiten der
Klone A1"° und B2P mit und ohne E-64.

Humane Diinndarm Monolayer, generiert aus 3D-Organoiden, wurden auf 0,6 cm? Filtern kultiviert und
mit Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1"™ und des pathogenen Klons B2P in An- und
Abwesenheit des Cysteinproteaseinhibitors E-64 co-inkubiert. Messung des TEER-Wertes erfolgte 2, 4
,6 und 8 Stunden nach Infektion mittels Millicell ERS-2 Voltohmmeters und der Elektrode STX01 bei
37°C. Werte sind berechnet auf 1 cm? und relativiert zum Startwert t0. Als Negativkontrolle wurden 2D-
Organoidkulturen ohne Zugabe von Trophozoiten, jedoch mit Zugabe von E-64 gemessen. A) Vergleiche
der Verldufe der TEER-Messungen bei Co-Inkubation mit Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1™
mit und ohne E-64. B) Vergleiche der Verldufe der TEER-Messungen bei Co-Inkubation mit Trophozoiten
des pathogenen Klons B2P mit und ohne E-64. (MittelwerttStandardfehler, n=3, unpaired Student’s t
test, ns= p>0,05, *p<0,05)
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4.1.1.3 Einfluss der Metalloproteasen ERMP8-1 und EhIMP8-2 auf die Zerstorung der 2D-
Organoidkulturen

Um einen moglichen Einfluss der beiden Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 von E.
histolytica auf die Invasion der Organoid Monolayer durch die Trophozoiten zu untersuchen,
wurden die bewachsenen Filter zusammen mit Trophozoiten der Metalloprotease-
Transfektanten co-inkubiert und nach unterschiedlichen Zeitpunkten eine Messung des TEER-
Wertes durchgefiihrt. Die Trophozoiten wurden dabei in einer Zellzahl von 10000 auf die
Organoidkulturen gegeben. Zusatzlich wurden Organoidkulturen mit Trophozoiten des nicht-
pathogenen Klons A1™ und des pathogenen Klons B2P wunter Zugabe des
Metalloproteaseninhibitors Phenanthrolin inkubiert. Die Messung des TEER-Wertes erfolgte
2, 4, 6 und 8 Stunden nach Zugabe der Trophozoiten. Phennanthrolin wurde in einer
Konzentration von 10 uM zugegeben. In Abb.8 sind die Ergebnisse der Messungen fiir den
nicht-pathogenen Klon A1" und die silencer des nicht-pathogenen Klons A1™ graphisch
dargestellt. Abb. 9 zeigt die TEER-Messungen flir den pathogenen Klon B2P und den silencer
B2ENMPE-1Si Der Uberexprimierer B2EMMPE-2UE \wyrde in diesen Versuchen nicht miteinbezogen.
Die gemessenen Werte wurden dafiir pro 1 cm? berechnet und sind in Prozent relativiert auf
den Startwert (t0) angegeben. Als Negativkontrolle dienten 2D-Organoidkulturen, die nicht
mit Trophozoiten inkubiert wurden. Fir die Ansdtze mit Inhibitor wurde dieser ebenfalls zur
Negativkontrolle gegeben. Abb. 8A zeigt den Vergleich der TEER-Messungen der Co-
Inkubation mit A1™ und dem silencer A1E"MP8-1 S Die zu den Zeitpunkten gemessen TEER-
Werte des silencers sind dabei alle signifikant hoher, im Vergleich zu den TEER-Werten des
Klons A1™. Abb. 8B zeigt den Vergleich des silencers A18"™P8-25 ynd dem Klon A1"P. Dabei zeigt
sich fur die ersten drei Zeitpunkte eine signifikant hoherer TEER-Wert fiir den silencer im
Vergleich zum Klon A1"P. Die letzte Messung zeigt jedoch keinen signifikanten Unterschied. In
Abb. 8C ist der Vergleich zwischen dem Klon A1™ und dem silencer A1P°PP¢'Si dargestellt. Auch
hier zeigen die Messungen signifikant hohere Werte fiir den silencer im Vergleich zu A1". Abb.
8D zeigt den Einfluss des Metalloproteaseinhibitors Phenanthrolin. Dabei ist der Vergleich der
TEER-Messungen des Klons A1™ und der des Klons A1™ mit Zusatz von Phenanthrolin gezeigt.
Hier zeigen sich fir die Messungen nach 4 und 6 Stunden signifikant hohere Werte bei dem
Klon A1"P mit Zusatz von Phenanthrolin als bei A1" ohne Inhibitor. Fir die erste und letzte
Messung ist jedoch kein signifikanter Unterschied zu erkennen.

Abb. 9A zeigt den Vergleich der TEER-Messung des pathogenen Klons B2P und dem silencer
B2ENMPE-15i Dabei zeigt sich fiir den silencer zu allen Zeitpunkten signifikant héhere Werte im
Vergleich zu dem Klon B2P. In Abb. 9B ist der Vergleich zwischen B2P mit und ohne dem
Inhibitor Phenanthrolin gezeigt. Hier ist fur die ersten drei Messpunkte kein Unterschied zu
erkennen. Jedoch zeigt die letzte Messung nach 8 Stunden einen signifikant héheren TEER-
Wert fir den Klon B2P mit Phenanthrolin als fiir den Klon B2P ohne Inhibitor.
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Abbildung 8: TEER-Messungen der Co-Inkubation der 2D-Organoidkulturen mit Trophozoiten der
Metalloprotease-Transfektanten des Klons A1"° und Trophozoiten des Klons A1"® mit Phenanthrolin.
Humane Diinndarm Monolayer, generiert aus 3D-Organoiden, wurden auf 0,6cm? Filtern kultiviert und
mit Trophozoiten der Metalloprotease silencer des nicht-pathogenen Klons A1™ sowie mit Trophozoiten
des Klons A1™ in An- und Abwesenheit von 10 uM des Metalloproteaseinhibitors 1,10-Phenanthrolin co-
inkubiert. Messung des TEER-Wertes erfolgte 2, 4, 6 und 8 Stunden nach Co-Inkubation mittels Millicell
ERS-2 Voltohmmeters und der Elektrode STX01 bei 37°C. Werte sind berechnet auf 1 cm? und relativiert
zum Startwert t0. Als Negativkontrolle wurden 2D-Organoidkulturen ohne Zugabe von Trophozoiten
gemessen. Die Negativkontrolle fiir die Inhibitor Vergleiche wurden ebenfalls mit diesem versetzt. A)
Vergleiche der Verlaufe der TEER-Messungen bei Co-Inkubation mit Trophozoiten des nicht-pathogenen
Klons A1 und dem silencer A1"™P8-151 B) Vergleiche der Verldufe der TEER-Messungen bei Co-Inkubation
mit Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1™ und dem silencer A1E"™P8-25i C) Vergleiche der Verliufe
der TEER-Messungen bei Co-Inkubation mit Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1™ und dem
silencer A1P°PP¢! S, D) Vergleiche der Verlaufe der TEER-Messungen bei Infektion mit Trophozoiten des
nicht-pathogenen Klons A1™ mit und ohne Phenanthrolin. (MittelwerttStandardfehler, n=3, unpaired
Student’s t test, ns= p>0,05, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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Abbildung 9: TEER-Messungen der Co-Inkubation der 2D-Organoidkulturen mit Trophozoiten des Klons
B2° mit Phenantrolin und Trophozoiten des silencer B2E"P8-1Si,

Humane Diinndarm Monolayer, generiert aus 3D-Organoiden, wurden auf 0,6cm? Filtern kultiviert und
mit Trophozoiten des Metalloprotease silencers des pathogenen Klons B2P sowie mit Trophozoiten des
Klons B2P in An- und Abwesenheit von 10 uM des Metalloproteaseinhibitors 1,10-Phenanthrolin co-
inkubiert. Messung des TEER-Wertes erfolgte 2, 4, 6 und 8 Stunden nach der Zuageb der Trophozoiten
mittels Millicell ERS-2 Voltohmmeters und der Elektrode STX01 bei 37°C. Werte sind berechnet auf 1 cm?
und relativiert zum Startwert t0. Als Negativkontrolle wurden 2D-Organoidkulturen ohne Zugabe von
Trophozoiten gemessen. Die Negativkontrolle fiir die Inhibitor Vergleiche wurden ebenfalls mit diesem
versetzt. A) Vergleiche der Verldufe der TEER-Messungen bei Co-Inkubation mit Trophozoiten des
pathogenen Klons B2P und dem silencer B2E"MP81 51 B) Vergleiche der Verldufe der TEER-Messungen bei
Co-Inkubation mit Trophozoiten des pathogenen Klons B2°P mit und ohne Phenanthrolin.
(MittelwerttStandardfehler, n=3, unpaired Student’s t test, ns= p>0,05, *p<0,05, **p<0,01).

4.1.2 Mikroskopische Analyse der Invasion der 2D-Organoidzellen

Um einen Einblick in die Zerstérung der 2D-Organoidkulturen durch die Trophozoiten der
beiden Klone A1™ und B2P zu bekommen, wurden die bewachsenen Filter nach 8 Stunden Co-
Inkubation mit 5000 Trophozoiten der beiden Klone fixiert und IFAs angesetzt. Die Fixierung,
der Ansatz der IFAs und die mikroskopische Auswertung wurde dabei von Dr. David Holthaus
(Arbeitsgruppe Aebischer, Robert Koch-Institut, Berlin) durchgefihrt

4.1.2.1 IFA der 2D-Organoidkulturen 8 Stunden nach Co-Inkubation mit Trophozoiten der
Klone A1"° und B2°.

In Abb. 10 sind die mikroskopischen Aufnahmen der IFAs der Organoidzellen nach 8 Stunden
Co-Inkubation mit den Trophozoiten der Klone A1" und B2P gezeigt. Als Kontrolle wurden
intakte 2D-Organoidkulturen verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst Farbstoff (blaue
Farbung) gefarbt. Die rote Farbung zeigt unterschiedliche Proteine, die an der Bildung der
tight junctions beteiligt sind und dienen der besseren Darstellung und Orientierung der
Aufnahmen. Gefarbt sind dabei verschiedene Claudin Proteine (CLDN1, CLDN2, CLDN4 und
CLDN7) sowie Occludin (OCLN) und Zonula Occludens (ZO1). Eine Farbung der Trophozoiten
war nicht moglich, da diese durch den Fixierungsprozess verloren gingen. Es zeigt sich, dass
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die Trophozoiten der beiden Klone A1™ und B2P nach 8 Stunden der Co-Inkubation grofe
Bereiche der in die 2D-Organoidkulturen zerstért haben. Dabei zeigt sich kein Unterschied
zwischen dem nicht-pathogenen Klon A1"° und dem pathogenen Klon B2P. Dies passt mit den
Ergebnissen der TEER-Messungen zusammen (siehe 4.1.1.1)
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Abbildung 10: IFA Aufnahmen der 2D-Organoidkulturen nach 8 Stunden der Co-Inkubation mit
Trophozoiten der beiden Klone A1"° und B2°.

2D-Organoidkulturen wurden mit 5000 Trophozoiten der beiden Klone A1™ und B2P fiir 8 Stunden Co-
Inkubiert und anschlieRend mit Methanol fixiert. Firbung der Zellkerne in blau mit Hoechst (1ug/mL).
Farbung von tight junction Proteinen in rot (rabbit anti-CLDN1 1:300, rabbit anti-CLDN2 1:300, mouse
anti CLDN4 1:300, rabbit anti-CLDN7 1:300, rabbit anti-OCLN 1:300 und mouse anti-Z01 1:300). Die
Bilder wurden am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. WeiRe gepunktete Linie zeigt
Grenzen von lebenden und zerstorten Zellen. MaRstabsleiste = 50 um.

CLDN1
CLDN7

CLDN2
OCLN

CLDN4
Z01

4.1.3 Analyse der Transkriptomdaten der Co-Inkubations Experimente

Um ein besseres Verstandnis der Gewebeinvasion von E. histolytica zu erhalten, wurden
Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1"® und des pathogenen Klons B2P auf, die aus
humanen, intestinalen Organoiden generierten, Monolayer gegeben und fiir 4 und 8 Stunden
zusammen inkubiert. Danach wurden die Zellen in TRIzol™ lysiert und die RNA fur
Transkriptomanalysen isoliert. Durch den Vergleich der Daten sollten moégliche Unterschiede
in der Genexpression zwischen den Trophozoiten der beiden Klone A1"P und B2P gezogen
werden, wenn diese in Kontakt mit den Organoidzellen kommen. Weiter sollte die
Untersuchung der Genexpression der Organoidzellen moégliche Unterschiede in der Reaktion
auf die beiden Klone zeigen. Fir die Analyse wurden nur Gene betrachtet, die einen padj-Wert
von <0,05 aufwiesen und mindestens 1,8-fach héher bzw. niedriger exprimiert wurden im
Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle.
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4.1.3.1 Analyse der Transkriptome der 2D-Organoidkulturen nach Co-Inkubation mit
Trophozoiten der beiden Klone A1"° und B2P

Um mogliche Unterschiede in der Reaktion der humanen, intestinalen Dinndarmzellen auf
die Trophozoiten der beiden Klone A1"° und B2P zu charakterisieren, sollte die Genexpression
nach 4 und 8 Stunden der Co-Inkubation analysiert werden. Dazu wurden die Organiodzellen
zusammen mit Trophozoiten der beiden Klone inkubiert und nach den beiden Zeitpunkten
geerntet. AnschlieBend erfolgte die Isolation der RNA und die Analyse der Transkriptome
mittels next generation sequencing (NGS). Als Kontrolle dienten Organoidzellen die ohne
Trophozoiten inkubiert wurden. Die Transkriptome der Proben wurden dann mit denen der
Kontrollen verglichen. In Tabelle 14: Anzahl an differentiell exprimierten Genen der 2D-
Organoidzellen nach Co-Inkubation mit Trophozoiten der Klone Alnp und B2p (padj<0,05,
foldchange>1,8). ist die Anzahl der differentiell exprimierten Gene der Organoidzellen, wenn
diese Uber 4 und 8 Stunden in Kontakt mit Trophozoiten der Klone A1"° und B2P standen, im
Vergleich zu den Kontrollen gezeigt. Dabei zeigt sich, dass nach 8 Stunden der Co-Inkubation
wesentlich mehr Gene differentiell exprimiert sind, als nach 4 Stunden. Generell zeigen sich
mehr unterschiedlich exprimierte Gene bei Kontakt mit Trophozoiten des nicht-pathogenen
Klons A1 als bei Kontakt mit B2P. Dieser Unterschied zeigt sich vor allem bei einer Inkubation
Uber 4 Stunden. Wahrend bei der Inkubation mit B2P fiir 4 Stunden nur 48 Gene differentiell
exprimiert sind, sind es bei einer Inkubation mit A1"® mit 262 mehr als flinfmal so viele. Nach
8 Stunden ist dieser Unterschied mit 817 Genen bei Kontakt mit A1"P zu 744 Genen bei Kontakt
mit B2P zwar kleiner, aber dennoch vorhanden. Weiter zeigt sich, dass in allen
Versuchsansdtzen eine wesentlich groBere Anzahl der differentiell exprimierten Gene
hochreguliert sind.

Tabelle 14: Anzahl an differentiell exprimierten Genen der 2D-Organoidzellen nach Co-Inkubation
mit Trophozoiten der Klone A1™ und B2P (padj<0,05, foldchange>1,8).

Co-Inkubation 4 h Co-Inkubation 8 h
Insgesamt Hoch Runter | Insgesamt Hoch Runter
Organoid + A1™ 262 174 88 817 470 347
Organoid + B2P 48 36 12 744 467 277
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4.1.3.2 GO-Analysen der 2D-Organoidkultur

Fiir die weitere Analyse sollten nun die Unterschiede in der Reaktion der Organoidzellen auf
die beiden Klone A1"P und B2P genauer charakterisiert werden. Dazu wurden alle Gene, die,
im Vergleich zur Kontrolle, signifikant hoch- oder runterreguliert waren mit Hilfe einer GO-
Analyse (gene ontology) genauer betrachtet. Dabei werden die zu untersuchenden Gene
anhand einer Datenbank mit allen moglichen Stoffwechselwegen und Zellprozessen
abgeglichen. Je mehr der zu analysierenden Gene an einem moglichen Stoffwechselweg
beteiligt sind, desto signifikanter wird dieser gewertet. Die Analyse der Stoffwechselwege
wurde dabei mit Reactome und ShinyGO durchgefiihrt (https://reactome.org/, Gillespie et al.,
2022; http://bioinformatics.sdstate.edu/go/, Ge et al., 2020). Mit Hilfe von Reactome konnten
so die Ubergeordneten Zellprozesse dargestellt und verglichen werden. Um einen genaueren
Einblick in die Uberreprasentierten Stoffwechselwege zu bekommen, wurden mit Hilfe von
ShinyGO sog. GO-Netzwerke fiir die zehn am signifikantesten (p = <0.05) Giberrepradsentierten
Stoffwechselwege erstellt. Dabei steht jeder Punkt fiir einen Stoffwechselweg. Je groRer der
Punkt, desto mehr Gene beinhaltet ein bestimmter Stoffwechselweg. Je dunkler ein Punkt
gefarbt ist, desto signifikanter ist er durch die zu untersuchenden Gene reprasentiert. Teilen
sich Stoffwechselwege mindestens 20% der zu untersuchenden Gene, sind diese miteinander
verbunden. Je starker die Verbindung, umso mehr Gene werden dabei von zwei
Stoffwechselwegen geteilt.

4.1.3.2.1 GO-Analyse der in den Organoidzellen signifikant hochregulierten Gene nach 4
Stunden Co-Inkubation

Nach 4 Stunden Co-Inkubation mit Trophozoiten des Klons A1™ zeigen sich, im Vergleich zu
der Kontrolle, 174 Gene signifikant hochreguliert. Nach Inkubation mit B2P sind es 36
signifikant hochregulierte Gene. In Abb. 11 sind die, durch die signifikant hochregulierten
Gene, Uberreprasentierten Zellprozesse der Organoidzellen, wenn diese lber 4 Stunden mit
Trophozoiten der beiden Klone A1™ und B2P inkubiert wurden, graphisch dargestellt. Fiur die
Zellen, welche mit dem nicht-pathogenen Klon A1"P inkubiert wurden zeigt sich, dass Prozesse
die mit dem Immunsystem, der zellularen Antwort auf Stimuli (cellular response to stimuli)
und dem zirkadianen Rhythmus (circadiane clock) in Verbindung stehen, signifikant
Uberreprasentiert sind. Fir die Zellen, die mit Trophozoiten des pathogenen Klons B2P
inkubiert wurden zeigen sich ebenfalls Prozesse dieser drei Bereiche signifikant
Uberreprasentiert, jedoch sind die Bereiche Immunsystem und zelluldare Antwort auf Stimuli
weniger stark reprasentiert. Zusatzlich finden sich hier noch Prozesse aus dem Bereich der
Signaltransduktion (signal transduction).
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Abbildung 11: Darstellung der, durch die hochregulierten Gene liberreprasentierten Zellprozesse der
iber 4 Stunden mit Trophozoiten inkubierten Organoidzellen.

Zellprozesse die durch die signifikant hochregulierten Gene der Organoidzellen liberreprasentiert sind,
sind in Gelb dargestellt. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist der Prozess reprasentiert. Oben:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert iber 4 Stunden mit A1"™. Unten:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert iber 4 Stunden mit B2P. Graphik erstellt

mit ReacFoam, Fabregat et al., 2017).

Fir die genauere Betrachtung der signifikanten Stoffwechselwege wurden GO-Netzwekre
erstellt. In Abb. 12 sind die GO-Netzwerke der in den Organoidzellen, durch die, im Vergleich
zur Kontrolle, hochregulierten Gene, Uberreprasentierten Stoffwechselwege gezeigt, wenn
diese fiir 4 Stunden mit Trophozoiten der Klone A1"° und B2P inkubiert wurden. Abb. 12A zeigt
die Uberreprasentierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die mit Trophozoiten des
Klons A1" inkubiert wurden und Abb. 12B, die der Organoidzellen, die mit B2P inkubiert
wurden. Fir die Organoidzellen, die mit dem nicht-pathogenen Klon A1" inkubiert wurden
zeigen sich dabei vor allem Stoffwechselwege des Immunsystems. Am signifikantesten sind
dabei Stoffwechselwege die mit Interleukinen (interleukin signaling) und Zytokinen (cytokine
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signaling) in Verbindung stehen reprasentiert. So zeigen sich die Stoffwechselwege
interleukin-4 and interleukin-13 signaling, interleukin-10 signaling, signaling by interleukins
und cytokine signaling in immune system am signifikantesten reprasentiert. Fir die
Organoidzellen, die mit dem pathogenen Klon B2P inkubiert wurden, zeigen sich ebenfalls die
Stoffwechselwege interleukin-4 and interleukin-13 signaling und signaling by interleukins,
diese sind jedoch schwacher reprasentiert.
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Abbildung 12: GO-Netzwerke der zehn am signifikantesten, durch die hochregulierten Gene
liberreprasentierten, Stoffwechselwege der iiber 4 Stunden mit Trophozoiten inkubierten
Organoidzellen.

Jeder Punkt steht fir einen Stoffwechselweg. Je grofRer der Punkt, desto mehr Gene beinhaltet der
Stoffwechselweg. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist ein Stoffwechselweg reprasentiert.
Punkte sind verbunden, wenn sie mindestens 20% der zu untersuchenden Gene teilen. Je mehr Gene
von zwei Stoffwechselwegen geteilt werden, desto starker ist die Verbindung. A) GO-Netzwerk der 10
am signifikantesten hochregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die tGber 4 Stunden mit
Trophozoiten des Klons A1™ inkubiert wurden. B) GO-Netzwerk der 10 am signifikantesten
hochregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die tiber 4 Stunden mit Trophozoiten des Klons
B2Pinkubiert wurden. Graphik erstellt mit ShinyGO, Ge et al., 2020.

4.1.3.2.2 GO-Analyse der in den Organoidzellen signifikant runterregulierten Gene nach 4
Stunden Co-Inkubation

Nach 4 Stunden der Co-Inkubation mit Trophozoiten des Klons A1"°sind, im Vergleich zu der
Kontrolle 88 Gene signifikant runterreguliert. Nach Inkubation mit B2P zeigen sich 12
signifikant runterregulierte Gene im Vergleich zur Kontrolle. In Abb. 13 sind die, durch die
signifikant runterregulierten Gene, Uberreprasentierten Zellprozesse der Organoidzellen
gezeigt, wenn diese fiir 4 Stunden mit Trophozoiten der beiden Klone A1"P und B2P inkubiert
wurden. Dabei zeigt sich, dass in beiden Co-Inkubations Versuchen vor allem Gene aus dem
Bereich des Zellstoffwechsels (metabolism) runterreguliert sind. Bei einer 4 stiindigen Co-
Inkubation mit Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1" zeigen sich zusatzlich noch
Prozesse aus dem Bereich transport of small molecules liberreprasentiert.
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Abbildung 13: Darstellung der, durch die runterregulierten Gene liberreprasentierten Zellprozesse
der liber 4 Stunden mit Trophozoiten inkubierten Organoidzellen.

Zellprozesse die durch die signifikant hochregulierten Gene der Organoidzellen liberreprasentiert sind,
sind in Gelb dargestellt. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist der Prozess reprasentiert. Oben:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert tber 4 Stunden mit A1"™. Unten:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert iber 4 Stunden mit B2P. Graphik erstellt

mit ReacFoam, Fabregat et al., 2017).
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Fiir die genauere Betrachtung der (iberreprasentierten Stoffwechselwege, innerhalb der
signifikant runterregulierten Genen wurden GO-Netzwerke der Top 10 Stoffwechselwege
erstellt. Abb. 14 zeigt die Netzwerke fir die 4-stiindige Inkubation mit Trophozoiten des nicht-
pathogenen Klons A1"P (Abb. 14A) und des pathogenen Klons B2P (Abb. 14B). Dabei ist zu
erkennen, dass bei einer Inkubation mit A1" vor allem Stoffwechselwege des
Zellstoffwechsels runterreguliert sind. Die signifikantesten betreffen dabei den
Fettsaurestoffwechsel, wie fatty acid metabolism, metabolism of lipids und fatty acids. Die
Top 10, durch die signifikant runterregulierten Gene, liberreprasentierten Stoffwechselwege
der Organoidzellen, wenn diese fir 4 Stunden mit Trophozoiten des Klons B2P inkubiert
wurden, betreffen ebenfalls den Zellstoffwechsel. Die signifikantesten sind dabei biological
oxidations, phase llI-conjugation of compounds und glutathione conjugation.

Biosynthesis of-E-series

A) B ) 18S-resolvins, Synthesfs of Lipoxins LX
Fatty acids
Biological oxidations Biosynthesis of EPA-derived
SPMs
Phase |-Functionalization of Vltanrggtgbiig)nrbate Biosynthesisl of D-series
Eicosanoids compounds resolvins
Cytochrome P450-arranged by
substrate type Metabolism
Metabolism
K Ethanol oxidation
Arachidonic acid metabolism aiy acid metabolisy Glutathione conjugation
Biological oxidations
Synthesis of Prostaglandins : o Phase II-Conjugation of
PG and Thromboxanes TX Metabolism of lipids compounds

Abbildung 14: GO-Netzwerke der 10 am signifikantesten, durch die runterregulierten Gene
liberreprasentierten, Stoffwechselwege der iiber 4 Stunden mit Trophozoiten inkubierten
Organoidzellen.

Jeder Punkt steht fiir einen Stoffwechselweg. Je groRer der Punkt, desto mehr Gene beinhaltet der
Stoffwechselweg. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist ein Stoffwechselweg reprasentiert.
Punkte sind verbunden, wenn sie mindestens 20% der zu untersuchenden Gene teilen. Je mehr Gene
von zwei Stoffwechselwegen geteilt werden, desto starker ist die Verbindung. A) GO-Netzwerk der 10
am signifikantesten runterregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die Gber 4 Stunden mit
Trophozoiten des Klons A1"™ inkubiert wurden. B) GO-Netzwerk der 10 am signifikantesten
runterregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die Gber 4 Stunden mit Trophozoiten des
Klons B2P inkubiert wurden. Graphik erstellt mit ShinyGO, Ge et al., 2020.

4.1.3.2.3 GO-Analyse der in den Organoidzellen signifikant hochregulierten Gene nach 8
Stunden Co-Inkubation

Im Weiteren wurden die, durch die signifikant hochregulierten Gene, lberreprasentierten
Zellprozesse der Organoidzellen untersucht, die tGber 8 Stunden mit Trophozoiten der beiden
Klone A1"° und B2P inkubiert wurden. Nach Inkubation mit A1"° sind 470 Gene und nach
Inkubation mit B2P sind 467 Gene signifikant hochreguliert. In Abb. 15 sind die, durch die
signifikant hochregulierten Gene (berreprasentierten, (bergeordneten Zellprozesse
graphisch dargestellt. Fir beide Versuche zeigen sich dabei Gene fiir Prozesse des
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Immunsystems, der Signal Transduktion und Organisation der extrazelluldren Matrix
hochreguliert. Fiir die Co-Inkubation mit dem Klon A1" sind auRerdem noch Prozesse aus dem
Bereich Krankheit (disease) Uberreprasentiert.
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Abbildung 15: Darstellung der, durch die hochregulierten Gene iiberreprasentierten Zellprozesse der
iber 8 Stunden mit Trophozoiten inkubierten Organoidzellen.

Zellprozesse die durch die signifikant hochregulierten Gene der Organoidzellen tiberreprasentiert sind,
sind in Gelb dargestellt. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist der Prozess reprasentiert. Oben:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert (iber 8 Stunden mit A1"™. Unten:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert iber 8 Stunden mit B2P. Graphik erstellt
mit ReacFoam, Fabregat et al., 2017).
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Fir einen genaueren Einblick in die, durch die signifikant hochregulierten Gene,
Uberreprasentierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die 8 Stunden mit Trophozoiten
der beiden Klone A1" und B2P inkubiert wurden, wurden GO-Netzwerke der 10
signifikantesten Stoffwechselwege erstellt. In Abb. 16A ist das Netzwerk der 10
signifikantesten hochregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen nach 8-stiindiger
Inkubation mit dem nicht-pathogenen Klon A1" gezeigt. Die signifikantesten
Stoffwechselwege betreffen dabei Signalwege von Zytokinen (cytokine signaling in imune
system) und Interleukinen (signaling by interleukins, interleukin-4 and interleukin-13
signaling). Weiter zeigt sich ein Netzwerk fiir Stoffwechselwege die Toll-like Rezeptor
Kaskaden betreffen. In Abb. 16B sind die Netzwerke der 10 signifikantesten Stoffwechselwege
der Organoidzellen gezeigt, die Gber 8 Stunden mit Trophozoiten des pathogenen Klons B2P
inkubiert wurden. Auch hier sind die Stoffwechselwege der Zytokin- und Interleukin-
Signalwege am signifikantesten reprdsentiert. Daneben finden sich noch die Stoffwechelwege
signaling by receptor tyrosine kinases und extracellular matrix organization signifikant
Uberreprasentiert.
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Abbildung 16: GO-Netzwerke der 10 am signifikantesten, durch die hochregulierten Gene
liberreprasentierten, Stoffwechselwege der iiber 8 Stunden mit Trophozoiten inkubierten
Organoidzellen.

Jeder Punkt steht fiir einen Stoffwechselweg. Je groRer der Punkt, desto mehr Gene beinhaltet der
Stoffwechselweg. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist ein Stoffwechselweg reprasentiert.
Punkte sind verbunden, wenn sie mindestens 20% der zu untersuchenden Gene teilen. Je mehr Gene
von zwei Stoffwechselwegen geteilt werden, desto starker ist die Verbindung. A) GO-Netzwerk der 10
am signifikantesten hochregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die Gber 8 Stunden mit
Trophozoiten des Klons A1™ inkubiert wurden. B) GO-Netzwerk der 10 am signifikantesten
hochregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die (iber 8 Stunden mit Trophozoiten des Klons
B2P inkubiert wurden. Graphik erstellt mit ShinyGO, Ge et al., 2020.
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4.1.3.2.4 GO-Analyse der in den Organoidzellen signifikant runterregulierten Gene nach 8
Stunden Co-Inkubation

Nach einer 8-stiindigen Co-Inkubation mit A1" zeigen sich 347 Gene in den Organoidzellen
signifikant runterreguliert im Vergleich zu der Kontrolle. Nach Inkubation mit B2P sind es 277
signifikant runterregulierte Gene. Die, durch die signifikant runterregulierten Gene,
Uberreprasentierten Zellprozesse in den Organoidzellen, wenn diese fiir 8 Stunden mit
Trophozoiten der Klone A1"P und B2P inkubiert wurden, sind in Abb. 17 graphisch dargestellt.
Dabei zeigen sich fiir die Zellen, die mit dem nicht-pathogenen Klon A1" inkubiert wurden
eine Vielzahl von Prozessen runterreguliert. So sind Prozesse aus dem Bereich der
Proteinbiosynthese, des RNA Stoffwechsels, des allgemeinen Zellstoffwechsels, der Antwort
auf Stimuli und aus dem Bereich Krankheit runterreguliert. Flir die Zellen, die mit dem
pathogenen Klon B2P inkubiert wurden zeigen sich diese Bereiche ebenfalls runterreguliert,
wobei die Prozesse des Zellstoffwechsels, des RNA Stoffwechsels und der Bereich Krankheit
weniger stark reprasentiert ist.
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Abbildung 17: Darstellung der, durch die runteregulierten Gene iiberreprasentierten Zellprozesse
der liber 8 Stunden mit Trophozoiten inkubierten Organoidzellen.

Zellprozesse die durch die signifikant hochregulierten Gene der Organoidzellen tiberreprasentiert sind,
sind in Gelb dargestellt. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist der Prozess reprasentiert. Oben:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert (iber 8 Stunden mit A1"™. Unten:
Analyse der Stoffwechselwege in den Organoidzellen inkubiert iber 8 Stunden mit B2P. Graphik erstellt
mit ReacFoam, Fabregat et al., 2017).

Die 10 signifikantesten Stoffwechselwege aus den libergeordneten Prozessen sind in Abb. 18
durch ein GO-Netzwerk dargestellt. Abb. 18A zeigt das Netzwerk fiir die Organoidzellen, die
mit dem nicht-pathogenen Klon A1" inkubiert wurden. Stoffwechselwege der
Proteinbiosynthese und des RNA Stoffwechsels zahlen zu den signifikantesten. In Abb. 18B ist
das Netzwerk fur die Stoffwechselwege der Organoidzellen, die mit dem pathogenen Klon B2P
inkubiert wurden gezeigt. Hier zeigen sich hauptsachlich Stoffwechselwege aus dem Bereich
des RNA Stoffwechsels und wenige aus dem Bereich der Proteinbiosynthese.
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Abbildung 18: GO-Netzwerke der 10 am signifikantesten, durch die runterregulierten Gene
liberreprasentierten, Stoffwechselwege der iiber 8 Stunden mit Trophozoiten inkubierten
Organoidzellen.

Jeder Punkt steht fiir einen Stoffwechselweg. Je groRer der Punkt, desto mehr Gene beinhaltet der
Stoffwechselweg. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist ein Stoffwechselweg reprasentiert.
Punkte sind verbunden, wenn sie mindestens 20% der zu untersuchenden Gene teilen. Je mehr Gene
von zwei Stoffwechselwegen geteilt werden, desto starker ist die Verbindung. A) GO-Netzwerk der 10
am signifikantesten runterregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die tGber 8 Stunden mit
Trophozoiten des Klons A1™ inkubiert wurden. B) GO-Netzwerk der 10 am signifikantesten
runterregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen, die lGber 8 Stunden mit Trophozoiten des
Klons B2P inkubiert wurden. Graphik erstellt mit ShinyGO, Ge et al., 2020.

4.1.3.3 Analyse der Transkriptome der Klone A1"P und B2P nach Co-Inkubation mit den 2D-
Organoidkulturen

Um Unterschiede in der Genexpression zwischen den Trophozoiten des nicht-pathogenen
Klons A1™ und des pathogenen Klons B2P nach 4 bzw. 8 Stunden der Co-Inkubation mit
Organoidzellen zu identifizieren, wurden die Transkriptome der entsprechenden
Trophozoiten, mittels NGS analysiert. Als Kontrolle dienten dabei Trophozoiten der jeweiligen
Klone, die ohne Organoidzellen in dem Transwell-System inkubiert wurden. In Tabelle 15 ist
die Anzahl an, im Vergleich zu den Kontrollen, differentiell exprimierten Gene der beiden
Klone A1"P und B2P gezeigt, wenn diese Uber 4 und 8 Stunden mit Organoidzellen inkubiert
wurden (padj<0,05, foldchange>1,8). Fiir die Co-Inkubation tber 4 Stunden zeigen sich mit
255 Genen in A1" und 221 Genen in B2P ungefahr gleich viele differentiell exprimierte Gene
im Vergleich zu den Kontrollen. In A1™P zeigt sich, dass von den 255 Genen ca. die eine Halfte
hoch- und die andere Halfte runterreguliert sind, wahrend bei B2P ca. zwei Drittel der 221
Gene hoch- und ein Drittel runterreguliert sind. Nach 8 stiindiger Inkubation zeigen sich bei
beiden Ansatzen, mit 523 flir A1" und 382 fiir B2P eine grolRere Anzahl an Genen differentiell
exprimiert. Bei der Betrachtung der hoch- und runterregulierten Gene ergibt sich fiir beide
Klone ein dhnliches Bild in der Verteilung, wie bei der Inkubation tber 4 Stunden.
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Tabelle 15: Anzahl an differentiell exprimierten Genen der Trophozoiten von A1" und B2° nach Co-
Inkubation mit den 2D-Organoidkulturen (padj<0,05, foldchange>1,8).

Co-Inkubation 4 h Co-Inkubation 8 h
Insgesamt Hoch Runter | Insgesamt Hoch Runter
A1"" + Organoid 255 117 138 523 269 254
B2P + Organoid 221 148 73 382 248 134

4.1.3.4 GO-Analysen der Trophzoiten von A1"° und B2°P

Mit Hilfe der GO-Analysen sollten, wie schon bei den Organoidzellen (siehe 4.1.2.3), die, durch
die, im Vergleich zu den Kontrollen, signifikant runter- und hochregulierten Gene der Klone
A1"° und B2P Uberreprasentierten Stoffwechselwege untersucht werden. Die Analyse erfolgte
mit ShinyGO und PANTHER (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/, Ge et al., 2020;
http://www.pantherdb.org/, Mi et al., 2021). Da die Datenbanken zu Stoffwechselwegen von
E. histolytica noch liickenhaft sind und auch die Funktion vieler Proteine unbekannt ist,
konnten nicht immer die 10 am signifikantesten regulierten Stoffwechselwege (p = <0.05)
gefunden werden.

4.1.3.4.1 GO-Analyse der in den Trophozoiten signifikant hochregulierten Gene nach 4
Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen

Nach 4 Stunden der Co-Inkubation mit Organoidzellen sind 117 Gene in A1"™und 148 Gene in
B2P, im Vergleich zu den Kontrollen signifikant hochreguliert. Eine Analyse der, durch diese
Gene signifikant Uberreprasentierten Stoffwechselwege ist in Abb. 19 dargestellt. Dabei zeigt
Abb. 19A die 9 am signifikantesten hochregulierten Stoffwechselwege des Klons A1"° und Abb.
19B die 10 am signifikantesten hochregulierten Stoffwechselwege des Klons B2P. In dem Klon
A1™ zahlen nach 4 Stunden Co-Inkubation mit den Organoidzellen Prozesse der
Immunantwort (immune system process und immune response) sowie der
Cysteinproteaseaktivitat (cysteine-type peptidase activity) und aus dem Bereich Vakuolen
(vacuole) zu den am signifikantesten Uberreprasentierten. Fiir den Klon B2P zeigt sich ein
weniger stark vernetztes Netzwerk. Zu den am signifikantesten hochregulierten Prozessen
zahlen hier Stoffwechselwege aus den Bereichen des Zellstoffwechsels (metabolic pathways,
lipid metabolic process, small molecule metabolic process), der Amoebiasis und der
Peroxisomenaktivitat (peroxisome, peroxidase activity, thioredoxin peroxidase activity).
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Abbildung 19: GO-Netzwerke der 10 (A1"°=9) am signifikantesten, durch die hochregulierten Gene
liberreprasentierten, Stoffwechselwege der iiber 4 Stunden mit Organoidzellen inkubierten
Trophozoiten der Klone A1" und B2°.

Jeder Punkt steht fiir einen Stoffwechselweg. Je groBer der Punkt, desto mehr Gene beinhaltet der
Stoffwechselweg. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist ein Stoffwechselweg reprasentiert.
Punkte sind verbunden, wenn sie mindestens 20% der zu untersuchenden Gene teilen. Je mehr Gene
von zwei Stoffwechselwegen geteilt werden, desto starker ist die Verbindung. A) GO-Netzwerk der
signifikant hochregulierten Stoffwechselwege der Trophozoiten von A1"™, die lber 4 Stunden mit
Organoidzellen inkubiert wurden. B) GO-Netzwerk der 10 am signifikantesten hochregulierten
Stoffwechselwege der Trophozoiten des Klons B2P, die (iber 4 Stunden mit Organoidzellen inkubiert
wurden. Graphik erstellt mit ShinyGO, Ge et al., 2020.

4.1.3.4.2 GO-Analyse der in den Trophozoiten signifikant runterregulierten Gene nach 4
Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen

In den Trophozoiten des Klons A1 sind, im Vergleich zu der Kontrolle, nach 4 Stunden der
Co-Inkubation mit Organoidzellen 138 Gene signifikant runterreguliert. In dem Klon B2P sind
es 73 Gene, die signifikant runterreguliert sind. In Abb. 20 sind die GO-Netwerke, der 10
signifikantesten Stoffwechselwege gezeigt, die durch die signifikant runterregulierten Gene
Uberreprasentiert sind. Abb. 20A zeigt die Prozesse des Klons A1". Zu den signifikantesten
zdhlen hier Prozesse des RNA Stoffwechsels (NcRNA metabolic process, RRNA processing,
RRNA metabolic process). Fur den Klon B2P konnten nur 6 signifikante Zellprozesse
ausgemacht werden, die innerhalb die 73 signifikant runterregulierten Gene
Uberreprasentiert sind (Abb. 20B). Alle Prozesse sind dabei aus dem Bereich der
Proteinbiosynthese.
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Abbildung 20: GO-Netzwerke der 10 (B2°=6) am signifikantesten, durch die runterregulierten Gene
liberreprasentierten, Stoffwechselwege der iiber 4 Stunden mit Organoidzellen inkubierten
Trophozoiten der Klone A1"° und B2°.

Jeder Punkt steht fiir einen Stoffwechselweg. Je gréfier der Punkt, desto mehr Gene beinhaltet der
Stoffwechselweg. Je stérker die Fdrbung, desto signifikanter ist ein Stoffwechselweg reprdsentiert.
Punkte sind verbunden, wenn sie mindestens 20% der zu untersuchenden Gene teilen. Je mehr Gene
von zwei Stoffwechselwegen geteilt werden, desto stérker ist die Verbindung. A) GO-Netzwerk der 10
am signifikantesten runterregulierten Stoffwechselwege der Trophozoiten von A1™, die (iber 4 Stunden
mit Organoidzellen inkubiert wurden. B) GO-Netzwerk der 6 am signifikantesten runterregulierten
Stoffwechselwege der Trophozoiten des Klons B2P, die iiber 4 Stunden mit Organoidzellen inkubiert
wurden. Graphik erstellt mit ShinyGO, Ge et al., 2020

4.1.3.4.3 GO-Analyse der in den Trophozoiten signifikant hochregulierten Gene nach 8 Stunden
Co-Inkubation mit Organoidzellen

Fiir die 296 Gene in A1"P und die 248 Gene in B2P, die im Vergleich zu den Kontrollen, nach 8
Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen, signifikant hochreguliert waren, konnten keine
signifikant Gberreprasentierten Stoffwechselwege ausgemacht werden. In Abb. 21 sind alle
Zellprozesse, die durch die signifikant hochregulierten Gene reprasentiert werden in
Kreisdiagrammen dargestellt. Abb. 21A zeigt dabei alle Prozesse, die den signifikant
hochregulierten Gene des Klons A1" zugeordnet werden konnten. Von den 248 Genen
konnten 164 bekannten Stoffwechselwegen zugeordnet werden. Mit 61 Genen sind die
meisten dabei aus dem Bereich cellular process. Dieser Bereich beinhaltet Stoffwechselwege
aus den Bereichen des Zellwachstums und Homoostase. Mit 32 Genen sind die zweit
haufigsten Zellprozesse aus dem Bereich metabolic process. Hier sind Stoffwechselwege des
Anabolismus und Katabolismus zusammengefasst. Weiter finden sich mit 29 Genen viele aus
dem Bereich localization. Hier finden sich untergeordnete Stoffwechselwege des
Proteintransportes innerhalb der Zelle. Der Bereich biological regulation ist mit 21 Genen
ebenfalls héher reprasentiert. Auch hier finden sich viele Stoffwechselwege des allgemeinen
Zellstoffwechsels. Abb. 21B zeigt die 180 Gene der insgesamt 248 signifikant hochregulierten
Gene in B2P, die einem zelluldren Prozess zugeordnet werden konnten. Interessanterweise
ergibt sich hier ahnliches Bild, wie fir A1"°. Der Bereich cellular process ist mit 60 Genen
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ebenfalls am haufigsten vertreten, gefolgt von metabolic process mit 38 Genen. Auch die
Bereiche localization und biological regulation, sind mit jeweils 21 und 27 Genen haufig
vertreten. Von den 180 Genen sind 18 aus dem Bereich response to stimulus. Darunter fallen
unter Anderem Stoffwechselwege, die als Reaktion auf chemische oder physikalische Reize
angeregt werden.
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Abbildung 21: Kreisdiagramme der durch die signifikant hochregulierten Gene reprasentierten
Stoffwechselwege der Trophozoiten der Klone A1" und B2P nach 8 Stunden Co-Inkubation mit
Organoidzellen.

A) Kreisdiagramm der Stoffwechselwege des Klons A1™, die nach 8 Stunden Co-Inkubation mit
Organoidzellen hochreguliert sind. B) Kreisdiagramm der Stoffwechselwege des Klons B2P, die nach 8
Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen hochreguliert sind.

Graphiken wurden erstellt nach Daten aus PANTHER, Mi et al., 2021.

4.1.3.4.4 GO-Analyse der in den Trophozoiten signifikant runterregulierten Gene nach 8
Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen

Nach 8 Stunden der Co-Inkubation mit Organoidzellen sind 254 Gene in A1"P und 134 Gene in
B2P , im Vergleich zu den Kontrollen signifikant runterreguliert. Abb. 22 zeigt die 10 am
signifikantesten, durch die runterregulierten Gene Uberreprasentierten Stoffwechselwege der
Klone A1"P und B2P. Abb. 22A zeigt das Netzwerk der 10 am signifikantesten runterregulierten
Stoffwechselwege des Klons A1™ nach 8 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen. Dabei
zahlen RNA Stoffwechselwege (NcRNA metabolic process, TRNA aminoacylation for protein
translation) und Stoffwechselwege der Proteinbiosynthese (amino acid activation, cellular
amino acid metabolic process) zu den signifikantesten. Das Netwerk unter Abb. 22B zeigt die
10 am signifikantesten, durch die runterregulierten Gene (berreprasentierten,
Stoffwechselwege des Klons B2P nach 8 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen. Neben
dem RNA Stoffwechsel (NcRNA processing, NcRNA metabolic process) sind noch Prozesse der
Immunantwort (immune system process, immune response) am signifikantesten
runterreguliert.
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Abbildung 22 GO-Netzwerke der 10 am signifikantesten, durch die runterregulierten Gene
liberreprasentierten, Stoffwechselwege der iiber 8 Stunden mit Organoidzellen inkubierten
Trophozoiten der Klone A1" und B2°.

Jeder Punkt steht fiir einen Stoffwechselweg. Je groRer der Punkt, desto mehr Gene beinhaltet der
Stoffwechselweg. Je starker die Farbung, desto signifikanter ist ein Stoffwechselweg reprasentiert.
Punkte sind verbunden, wenn sie mindestens 20% der zu untersuchenden Gene teilen. Je mehr Gene
von zwei Stoffwechselwegen geteilt werden, desto starker ist die Verbindung. A) GO-Netzwerk der 10
am signifikantesten runterregulierten Stoffwechselwege der Trophozoiten von A1™, die (iber 8
Stunden mit Organoidzellen inkubiert wurden. B) GO-Netzwerk der 10 am signifikantesten
runterregulierten Stoffwechselwege der Trophozoiten des Klons B2P, die lber 8 Stunden mit
Organoidzellen inkubiert wurden. Graphik erstellt mit ShinyGO, Ge et al., 2020

4.1.3.5 Analyse der differentiell exprimierten Gene in A1"° und B2°

Um einen besseren Einblick in die unterschiedliche Genexpression der beiden Klone A1"° und
B2P, wenn diese zusammen mit den Organoidzellen inkubiert wurden, zu bekommen, wurden
die differentiell exprimierten Gene genauer betrachtet. Dabei zeigt sich, dass in beiden Klonen
Gene die flr Cysteinproteasen codieren signifikant hochreguliert sind im Vergleich zu den
Kontrollen. Interessanteweise finden sich unter den, im Vergleich zur Kontrolle, signifikant
runterregulierten Genen einige die fiir verschiedene Untereinheiten des Gal/GalNAc-Lektin
codieren.

4.1.3.5.1 Analyse der nach 4 Stunden Co-Inkubation differentiell exprimierten Gene in den
Trophozoiten der Klone A1"° und B2P

In der Abb. 23 sind die, im Vergleich zu den Kontrollen, signifikant hochregulierten
Cysteinproteasen der beiden Klone A1™ und B2P nach 4 Stunden Inkubation mit den
Organoidzellen graphisch dargestellt. Gezeigt ist dabei ein Vergleich der mRNA reads zwischen
den Kontrollen und der Klonen A1" und B2P. Die beiden Diagramme unter Abb. 23A zeigen
die Cysteinproteasen, die in dem Klon A1" (blaue Balken) nach 4 Stunden Inkubation mit den
Organoidzellen, im Vergleich zur Kontrolle (weille Balken) signifikant hochreguliert waren.
Dabei ist zu erkennen, dass insgesamt funf Cysteinproteasen signifikant hochreguliert sind:
EhCP-A7, EnCP-A4, EhCP-B4, EhCP-A1 und die EhCP-A2. Fiir die EnCP-A7 finden sich dabei zwei
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sequenzidentische Gene (ehi_039610 und ehi_010850). Nur ein Gen der 148 signifikant
hochregulierten Gene des Klons B2P codiert fiir eine Cysteinprotease. In Abb. 23B sind die
MRNA reads des Gens ehi_010850, welches fir die EhCP-A7 codiert, des Klons B2P (rote
Balken) im Vergleich zur Kontrolle (weiRe Balken) gezeigt.
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Abbildung 23: Vergleiche der mRNA reads von signifikant hochregulierten Cysteinproteasengenen
der Klone A1" und B2P nach 4 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen.
Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB. Padj-Wert: <0,05, FoldChange: >1,8.
Angleichung der padj-Werte mit Holm Methode. A) Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur
Kontrolle (weille Balken) signifikant hochregulierten Cysteinproteasen des Klons A1™ (blaue Balken)
B) Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur Kontrolle (weille Balken) signifikant hochregulierten

Cysteinproteasen des Klons B2P (rote Balken).
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In Abb. 24 sind die mRNA reads, der fur Untereinheiten des Gal/GalNAc Lektin codierende
Gene gezeigt, die in den differentiell exprimierten Genen der beiden Klone A1"P und B2P zu
finden sind, wenn diese lber 4 Stunden mit Organoidzellen co-inkubiert wurden. Abb. 24A
zeigt dabei die mRNA reads der 7 signifikant runterregulierten Lektingene des Klons A1"P
(blaue Balken) im Vergleich zu der Kontrolle (weiRe Balken). In Abb. 24B sind die mRNA reads
der 4, in dem Klon B2P (rote Balken), signifikant runterregulierten Lektingene, im Vergleich zu
der Kontrolle (weil3e Balken) dargestellt. Alle 4 Gene sind ebenfalls in dem Klon A1"P signifikant
runterreguliert. Interessanterweise finden sich in dem Klon B2P nach 4 Stunden Co-Inkubation
mit den Organoidzellen auch 2 fiir das Gal/GalNAc Lektin codierende Gene unter den, im
Vergleich zur Kontrolle, signifikant hochregulierten Genen. Die mRNA reads der beiden Gene
fir den Klon B2P (rote Balken) und der Kontrolle (weilRe Balken) sind in Abb. 24C dargestellt.
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Abbildung 24:Vergleiche der mRNA reads von signifikant hoch- und runterregulierten Lektingenen
der Klone A1" und B2 nach 4 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen.

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB. Padj-Wert: <0,05, FoldChange: >1,8.
Angleichung der padj-Werte mit Holm Methode. A) Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur
Kontrolle (weile Balken), signifikant runterregulierten Lektingene des Klons A1" (blaue Balken). B)
Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur Kontrolle (weiRe Balken), signifikant runterregulierten
Lektingenen des Klons B2P (rote Balken). C) Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur Kontrolle
(weille Balken), signifikant hochregulierten Lektingenen des Klons B2P (rote Balken).

4.1.3.5.2 Analyse der nach 8 Stunden Co-Inkubation differentiell exprimierten Gene in A1"?
und B2P

Nach 8 Stunden der Co-Inkubation mit Organoidzellen finden sich bei den beiden Klonen A1"P
und B2P unter den differentiell exprimierten Genen ebenfalls welche, die fiir Cysteinproteasen
und verschiedene Untereinheiten des Gal/GalNAc Lektin codieren. In Abb. 25 sind die mRNA
reads der in den Klonen A1"P (blaue Balken) und B2P (rote Balken), im Vergleich zu den
Kontrollen (weiRe Balken), nach 8 Stunden Co-Inkubation, signifikant hoch- und
runterregulierten Cysteinproteasen gezeigt. Aus Abb. 25A ist zu erkennen, dass in dem nicht-
pathogenen Klon A1" die Cysteinproteasen EhCP-A1l und EhCP-B4 signifikant hochreguliert
sind im Vergleich zu der Kontrolle. Diese beiden sind ebenfalls nach 4 Stunden der Co-
Inkubation in dem Klon A1"P hochreguliert. Abb. 25B zeigt die mRNA reads der beiden, nach 8
Stunden Co-Inkubation, signifikant hochregulierten Cysteinproteasen EhCP-B9 und EhCP-B4
des Klons B2P. In Abb. 25C sind die mRNA reads der 3 Cysteinproteasen EhCP-A4, EhCP-A6 und
EhCP-A8 gezeigt, die in dem Klon B2P nach 8 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen
signifikant runterreguliert sind.
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Abbildung 25: Vergleiche der mRNA reads von signifikant hoch- und runterregulierten
Cysteinproteasegenen der Klone A1"° und B2P nach 8 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen.

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB. Padj-Wert: <0,05, FoldChange: >1,8.
Angleichung der padj-Werte mit Holm Methode. A) Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur
Kontrolle (weilRe Balken), signifikant hochregulierten Cysteinproteasen des Klons A1™ (blaue Balken).
B) Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur Kontrolle (weie Balken), signifikant
hochregulierten Cysteinproteasen des Klons B2P (rote Balken). C) Vergleiche der mRNA reads von, im
Vergleich zur Kontrolle (weiBe balken), signifikant runterregulierte Cysteinproteasen des Klons B2P

(rote balken).

In beiden Klonen finden sich nach 8 Stunden der Co-Inkubation mit Organoidzellen unter den
signifikant runterregulierten Genen welche, die fir Untereinheiten des Gal/GalNAc Lektin
codieren. In Abb. 26 sind die mRNA reads der in den Klonen A1"° (blaue Balken) und B2P (rote
Balken), im Vergleich zu den Kontrollen (weiBe Balken), nach 8 Stunden Co-Inkubation,
signifikant runterregulierte Lektingene dargestellt. Abb. 26A zeigt die beiden Gene des Klons
A1" im Vergleich zur Kontrolle. Beide sind ebenfalls nach 4 Stunden Co-Inkubation in dem
Klon A1" signifikant runterreguliert. Abb. 26B zeigt die beiden signifikant runterregulierten
Lektingene des Klons B2P. Das Gen ehi_065330, codierend fiir Gal/GalNAc lectin subunit Igl2,
ist ebenfalls nach 4 Stunden Co-Inkubation in dem Klon B2P signifikant runterreguliert
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Abbildung 26: Vergleiche der mRNA reads von signifikant runterregulierten Lektingenen der Klone
A1" und B2P nach 8 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen.

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB. Padj-Wert: <0,05, FoldChange: >1,8.
Angleichung der padj-Werte mit Holm Methode. A) Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur
Kontrolle (weilRe Balken), signifikant runterregulierten Lektingene des Klons A1™ (blaue Balken). B)
Vergleich der mRNA reads von, im Vergleich zur Kontrolle (weilRe Balken), signifikant runterregulierten
Lektingenen des Klons B2P (rote Balken).

4.1.3.5 Vergleich zum Wildtyp

In einem weiteren Ansatz wurden die Transkriptome der Trophozoiten der Klone A1" und
B2P, die in dem Transwell-System ohne Organoidzellen fiir 4 Stunden inkubiert wurden, mit
denen von normal kultivierten Trophozoiten der beiden Klone verglichen. Mit Hilfe dieses
Vergleiches konnte so Gberprift werden, ob die Trophozoiten eine veranderte Genexpression
als Reaktion auf die Kultivierung in dem Transwell-System zeigen. In Tabelle 16 ist die Anzahl
an differentiell exprimierten Genen in den Klonen A1"™ und B2P im Vergleich zu normal
kultivierten Trophozoiten der beiden Linien gezeigt. Es zeigt sich, dass mit 738 bei A1"P und
1005 bei B2P eine Vielzahl von Genen differentiell exprimiert werden. Wahrend bei A1" mit
342 Genen ungefahr die Halfte der 738 differentiell exprimierten Gene hoch- und mit 396
Genen die andere Halfte runterreguliert sind, sind bei B2P mit 611 hoch- und 394
runterregulierten Genen ungefahr zwei Drittel der 1005 differentiell exprimierten Gene hoch-
und ein Drittel runterreguliert.

Tabelle 16: Anzahl an differentiell exprimierten Genen der im Transwell-System inkubierten
Trophozoiten von A1™ und B2P im Vergleich zum WT (padj<0,05, foldchange>1,8).

Inkubation 4 h
Insgesamt Hoch Runter
A1"P 738 342 396
B2P 1005 611 394
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Bei einer genaueren Betrachtung der differentiell exprimierten Gene zeigte sich, dass von den
signifikant hochregulierten Genen eine Vielzahl fiir die klassischen Pathogenitatsfaktoren von
E. histolytica codieren. In Tabelle 17 sind die Gene, welche fiir Cysteinproteasen, Gal/GalNAc
Lektine, amoebapores und die Metalloproteasen codieren, die in den, im Vergleich zu normal
kultivierten Trophozoiten, signifikant hochregulierten Genen der beiden Klone A1™ und B2P
zu finden sind, wenn diese liber 4 Stunden im Transwellsystem ohne Organoide inkubiert
wurden. Dabei zeigt sich, dass in A1™ 3 und in B2P 7 Cysteinproteasengene signifikant
hochreguliert sind im Vergleich zu normal kultivierten Trophozoiten der beiden Klone. In A1"P
ist ein amoebapores-Gen und in B2P 2 Gene signifikant hochreguliert. Flir Untereinheiten des
Gal/GalNAc Lektin codierende Gene finden sich in A1"™ 3 und in B2° 5 Gene.
Interessanterweise ist in A1™ das Gen, welches fiir die Metalloprotease EhMP8-2 codiert
ebenfalls signifikant hochreguliert, wahrend in B2P das Gen fiir die Metalloprotease EhMP8-1
signifikant hochreguliert ist.

Tabelle 17: Signifikant hochregulierte Gene der klassischen Pathogenitatsfaktoren in den Trophozoiten
der Klone A1™ und B2P nach 4 Stunden Inkubation im Transwell-System

A1mP B2°P
Accession Nr. Genname Accession Nr. Genname
EHI_074180 EhCP-Al EHI_074180 EhCP-Al
EHI_168240 EhCP-A5 EHI_050570 EhCP-A4
Cysteinproteasen EHI_006920 EhCP-C1 EHI_168240 EhCP-A5
EHI_010850 EhCP-A7
EHI_062480 EhCP-A10
EHI_197490 EhCP-A11
EHI_181230 EhCP-B9
Amoebapores EHI_159480 | Ameobapore A EHI_159480 Ameobapore A
EHI_159480 Ameobapore B
Gal/GalNAc galactose
EHI_006980 | lectin  subunit EHI_027800 binding lectin
Igll 35 kDa subunit,
putative
galactose- galactose-
EHI_042370 | specific adhesin EHI_042370 specific adhesin
170kD subunit, 170kD subunit,
putative putative
Gal/GalNAc Gal/GalNAc Gal/GalNAc
Lektin EHI_065330 | lectin  subunit EHI_065330 lectin  subunit
Igl2 Igl2
galactose-
inhibitable
EHI_133900 lectin 170 kDa
subunit,
putative
Gal/GalNAc
EHI_006980 lectin  subunit
Igll
MP8 EHI_042870 EhMP8-2 EHI_200230 EhMP8-1
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4.2 Charakterisierung der Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2

Die beiden Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 von E. histolytica ahneln dem
Leishmanolysin, einem wichtigen Pathogenitatsfaktor von Leishmania major. Im Weiteren
konnte fir ERMP8-2 ein negativer Effekt auf die Pathogenitat der E. histolytica Trophozoiten
gezeigt werden (Meyer et al., 2016). Wahrend die EnMP8-1 in den beiden Klonen A1"° und
B2P in gleichem Malle exprimiert wird, ist die EhMP8-2 ca. 150-fach starker in dem nicht-
pathogenen Klon A1"P exprimiert im Vergleich zum pathogenen Klon B2P. Daher standen fir
die ndhere Charakterisierung der beiden Metalloproteasen verschiedene Transfektanten zur
Verfligung in denen die Expression der Gene ehi_200230 (EhMP8-1) und ehi_042870 (EhMP8-
2) entweder gesilenced oder Uberexprimiert war (Dissertation Lender, 2019). Fiir den nicht-
pathogenen Klon A1"° standen die silencer A1E"MP8-151 A1ERMP8-25iyn g A1DoppelSi 7 ¢ Verfiigung,
in denen jeweils die Expression der ERMP8-1, der ERMP8-2 und beider Metalloproteasen
gleichzeitig inhibiert ist. In dem silencer B2E"™P&-15i des pathogenen Klons B2P ist die Expression
der EhMP8-1 inhibiert und in dem Uberexprimierer B2E"MP8-2 UE die Expression der EhMP8-2
gesteigert. Als Kontrolle fir den Uberexprimierer wurde dem Klon B2P der Leervektor
transfiziert. Dieser wird als B2PNC bezeichnet. Fiir die Charakterisierung der beiden
Metalloproteasen wurden die Transfektanten im Hinblick auf verschiedene phanotypische
Merkmale untersucht, die mit der Pathogenitdt assoziiert werden. Mit Hilfe von
Transkriptomanalysen der Transfektanten sollten mogliche Einflisse auf die Expression
weiterer Gene gezeigt werden. AbschlieRend sollten die beiden Metalloproteasen EnMP8-1
und EhMP8-2 in den Trophozoiten lokalisiert werden.

4.2.1 Uberpriifung von Uberexpression und silencing der Gene ehi_200230 und
ehi_042870 in den E. histolytica Transfektanten

Die verwendeten Transfektanten wurden nicht im Rahman dieser Arbeit generiert, sondern
standen bereits zur Verfliigung und befanden sich bereits langer in Kultur (Dissertation Lender,
2019). Um sicher zu gehen, dass die Gene, welche fir die beiden Metalloproteasen EnMP8-1
und EhMP8-2 codieren, in den Trophozoiten der jeweiligen Transfektanten weiterhin
Uberexprimiert oder gesilenced waren, wurden diese mittels gPCR bzw. NGS Ulberprift.
Gezeigt sind die Ergebnisse der gPCR fiir den Uberexprimierer des Klons B2P. Fiir die silencer
der beiden Klone A1"P und B2P sind die Ergebnisse der NGS gezeigt. In Abb. 27 ist die relative
mRNA Konzentration, ermittelt durch die Delta-Delta-CT Methode, des Uberexprimierers
B2ENMP8-2UEjm Vergleich zu der Kontrolle B2PNC, welcher nur den Leervektor transfiziert wurde,
dargestellt. Zu erkennen ist, dass die relative mRNA Konzentration des Genes ehi_042870 in
dem Uberexprimierer B2EMMP8-2 UE 30_fach hoher ist im Vergleich zu der, auf 1 nominierten,
Kontrolle B2PNC, Durch die mehr als 3-fach erhéhte Expression entspricht die Transfektante
somit der Definition eines Uberexprimierers und konnten fiir weitere Versuche eingesetzt
werden.
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40 [ Abbildung 27: Relative mRNA Konzentration
c des Genes ehi_042870 in dem Transfektanten
g 35 — 1 B2EhMPS-2 UE_
g Aus den Trophozoiten der Transfektanten
T 30— 1 B2E"MP8-2 (JE und B2PN isolierte RNA wurde in der
E gPCR auf das Konzentrationslevel, der fir die
S 25+ EhMP8-2 codierenden mRNA untersucht.
< Relative mRNA Konzentration wurde mittels der
E 20 - Delta-Delta-CT  Methode  bestimmt.  Als
c 3T Referenzgen diente f-actin. Die Kontrolle B2PN¢
2 5. wurde auf 1 normiert. B25""*? UE; Klon B2P
= — Uberexprimierer der EhMP8-2; B2PNC: Klon B2P
o 14 p— mit Leervektor (MittelwerttStandardfehler, n=2
. im Doppelansatz, unpaired Student’s t test,
0 l *%p<0,01).

I
B2PNC B 2042870 UE

In Abb. 28 sind die gelesenen Fragmente (reads) der fiir die Metalloproteasen codierenden
mMRNA in den einzelnen Transfektanten und Kontrollen gezeigt. Dieser Wert gibt Auskunft
dariiber, wie viele Treffer einer bestimmten mRNA Sequenz sich ergaben, wenn diese mit
einem Referenzgenom verglichen wurde. Ein hoher Wert gibt dabei also an, dass eine groRere
Menge mRNA eines bestimmten Gens in der Ausgangsprobe vorlag. In Abb. 28A sind die reads
des Genes ehi_200230 in den silencing Transfektanten A1EMMP8-1Si ynd A1PoPPel Sijm Vergleich
zur der Kontrolle A1"P dargestellt. Es zeigt sich eine signifikant geringere Anzahl an reads fur
das Gen ehi_200230 in den beiden Transfektanten im Vergleich zum Klon A1"P, wobei die
Expression im Mittel um das 30-fache reduziert ist. In Abb. 28B sind die reads des Genes
ehi_042870 der beiden nicht-pathogenen silencing Transfektanten im Vergleich zur Kontrolle
A1"P gezeigt. Dabei zeigt sich eine signifikant geringere Anzahl der reads in den Transfektanten
im Vergleich zur Kontrolle. Im Mittel ist die Expression des Gens um das 450-fache reduziert
im Vergleich zum Klon A1". Das Abb. 28C zeigt die reads fir das Gen ehj_200230 in dem
Tranfektanten B2EMMP8-1Siim Vergleich zur Kontrolle B2PNC, Auch hier ist eine signifikante
Reduktion der reads fiir das Gen ehi_200230 in der Tranfektante B2E"MP&-15i im Vergleich zur
Kontrolle B2PN¢ zu erkennen. Die Expression ist im Mittel um das 30-fache reduziert. Fiir alle
Transfektanten zeigte sich somit eine stark reduzierte Expression der jeweiligen
Metalloproteasegene im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen. Dabei lagen die einzelnen
reads im Mittel bei weniger als 25, was flir ein erfolgreiches silencing der Gene in allen
Transfektanten spricht. Die Transfektanten konnten in weiteren Versuchen eingesetzt
werden.

Constantin Koénig 70



4 Ergebnisse

A) *kk B) C)
1000— T |
*kk
900 ' 1
800 * ek *k
] L]
¢ 7007 T . 800 —
o] 800=— — 700 .
& 600 i 7005 600 T
X 500 L 600— n
9 ‘.I: 5 500
< 5071 T 500 @
c @ 400
Z g a0 | _I_
40 . X 300 -
x @ 300 4
< 30T
€ 301 <ZE 01 pa
N T g 15 95: 20- 1
T € 104 1
10 e 104
5—
0 T T T 0 T = T 0 T T
AL ALEMMPB-1Si A qDoppel Si AL A1EMMPB2Si  AqDoppel Si B2P  B2EWMPELSI

Abbildung 28: Anzahl der mRNA reads der beiden Gene ehi_200230 und ehi_042870 in den
Metalloprotease-Transfektanten und Kontrollen.

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB. A): mRNA reads des Gens ehj_200230 in
dem Klon A1™ und den beiden Metalloprotease-Transfektanten A1E"MP&-15i ynd A1PoPPelSi B) mRNA reads
des Gens ehi_042870 in dem Klon A1™ und den beiden Metalloprotease-Transfektanten A1E"MP&-25i yng
A1PoPPel St C): mRNA reads des Gens ehi 200230 in dem Klon B2P und dem silencer B2E"MP&-151 p1EnMPE-1
Si. Klon A1"™ silencer der EhMP8-1; A1EMMP82Si. Klon A1™ silencer der EnMP8-2; A1P°PPe! Si: Klon A1"P
silencer der EhMP8-1 und EhMP8-2; B2&"MP8&-1 Si.  Klon B2P silencer der EhMP8-1
(MittelwerttStandardfehler, n=3-6, unpaired Student’s t test, **p<0,01, ***p<0.001)

4.2.2 Lyse von HepG2 Zellen durch E. histolytica Trophozoiten

Um einen Einfluss der Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 auf die Fahigkeit der
Trophozoiten Zellen zu lysieren zu untersuchen, wurden die Transfektanten zusammen mit
fluoreszenzsgefarbten HepG2 Zellen inkubiert und die Freisetzung des Farbstoffes im
Uberstand photometrisch gemessen. Dabei wurde der Mittelwert der Positivkontrolle, welche
mit Triton X-100 behandelt wurde, als 100% definiert und die prozentuale lytische Aktivitat
der Transfektanten und der Negativkontrolle darauf berechnet. Aus der Abb. 29 geht hervor,
dass die Transfektanten des Klones A1"° (Abb. 29A) und des Klones B2P (Abb. 29B), sowie die
jeweiligen Kontrollen die gleichen Werte wie die Negativkontrollen (Inkubation mit NaPBS
anstatt Trophozoiten) zeigen. Somit zeigt sich, dass die Trophozoiten von E. histolytica in
diesem Ansatz nicht in der Lage waren HepG2 Zellen zu lysieren und die veranderte Expression
der Metalloproteasen keinen Einfluss darauf nimmt.
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Abbildung 29: Lytische Aktivitit der Metalloprotease-Transfektanten der Klone A1" und B2°P
gegeniiber HepG2 Zellen.

Messung des durch Lyse freigesetzten Fluoreszenzfarbstoffes CMFDA im Uberstand in Prozent,
bezogen auf die Kontrolle. Die Messung fand photometrisch bei 485/535 nm statt und die Werte
wurden in Relation zu der, als 100% definierten, Kontrolle gesetzt. A) Klon A1™ und Transfektanten
des Klons A1™. B) Klon B2P und Transfektanten des Klons B2P. Negativkontrollen mit NaPBS anstatt
Trophozoiten inkubiert. A1E"MP8-15i: Klon A1 silencer der EhMP8-1; A1E"MP&-2Si: Klon A1 silencer der
EhMP8-2; A1P°PPel Si: Klon A1™ silencer der ERMP8-1 und EhMP8-2; B2E"MP8-1Si. Klon B2P silencer der
EhMP8-1; B2E"MP8-2 UE: Klon B2P Uberexprimierer der ERMP8-2. (Mittelwert+Standardfehler, unpaired
Student’s t test)

4.2.3 Zytopathischer Effekt der E. histolytica Trophozoiten auf HepG2 Zellen

Um einen Einfluss der beiden Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 auf den
zytopathischen Effekt zu untersuchen, wurden die Transfektanten zusammen mit adharenten,
fluoreszenzgefarbten HepG2 Zellen inkubiert und anschlieRend der Farbstoffgehalt der
verbleibenden, adharenten HepG2 Zellen, durch Lyse dieser, bestimmt. Dabei wurden die
Werte der Negativkontrollen gemittelt und als 100% gesetzt. AnschlieBend wurden die
Messungen der Proben auf diese bezogen und von 100% subtrahiert, um so die prozentualen
Werte der abgel6sten HepG2 Zellen zu ermitteln. Der erhaltene Prozentwert wurde dann als
zytopathischer Effekt der jeweiligen Trophozoiten auf die HepG2 Zellen definiert. Aus der Abb.
30A geht hervor, dass die beiden silencer A1E"MP8-15i ynd A1EPMPE-25i aine signifikant geringer
zytopathische Aktivitat aufweisen, als die Kontrolle A1"P. Interessanterweise zeigt der Doppel-
silencer A1P°PPe! Si keinen Unterschied im Vergleich zur Kontrolle A1. Fiir die Transfektanten
des Klones B2P (Abb. 30B) zeigt sich fiir den silencer B2E"P&-15iehenfalls ein signifikant geringer
zytopathischer Effekt im Vergleich zur Kontrolle B2°. Auch der Uberexprimierer B2EhMP8-2 UE
zeigt einen signifikant geringeren zytopathischen Effekt auf die HepG2 Zellen im Vergleich zur
Kontrolle B2PNC,
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Abbildung 30: Zytopathischer Effekt der Metalloprotease-Transfektanten der Klone A1"° und B2P auf
HepG2 Zellen.

Darstellung der durch die Trophozoiten abgelésten HepG2 Zellen (zytopathischer Effekt) in Prozent.
Nach Inkubation mit den Trophozoiten wurden die verbleibenden, adhdrenten HepG2 Zellen (markiert
durch den Farbstoff BCECF, AM) lysiert und der freigesetzte Farbstoff BCECF AM im Uberstand
photometrisch bei 485/535 nm gemessen. Die Negativkontrolle wurde als 100% gesetzt und die
gemessenen Werte darauf bezogen. Durch den Abzug der errechneten Werte von 100% wurde der
prozentuale Teil der durch die Trophozoiten abgelosten Zellen ermittelt. A) Klon A1™ und die
Transfektanten des Klons A1™ B) Klon B2P und die Transfektanten des Klons B2P. A1E"MP8-1Si: Klon A1
silencer der EhMP8-1; A1EMMP82Si. Klon A1 silencer der EnMP8-2; A1P°PPe! Si: Klon A1™ silencer der
EhMP8-1 und EhMP8-2; B2EMMP8-1Si: K|on B2P silencer der EhMP8-1; B2E"MP8-2UE: K|on B2P Uberexprimierer
der EhMP8-2 (MittelwerttStandardfehler, unpaired Student’s t test, ns=p>0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
**%*%p<0,0001).

4.2.4 Cysteinproteaseaktivitat der E. histolytica Trophozoiten

Um einen moglichen Einfluss der Metalloproteasen ERMP8-1 und EnMP8-2 auf die Aktivitat
der Cysteinprotease zu ermitteln, wurden die Lysate der unterschiedlichen Transfektanten auf
ihre Cysteinproteaseaktivitat untersucht und mit ihren jeweiligen Kontrollen verglichen. Dabei
wurde der Umsatz des Substartes Z-Arg-Arg pNA durch die in den Lysaten enthaltenen
Cysteinproteasen photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Mit Hilfe des
vorher bestimmten Proteingehaltes der gemessenen Proben konnte dann die spezifische
Cysteinproteaseaktivitat berechnet werden. In Abb. 31A ist zu erkennen, dass die drei
Transfektanten A1EMMP8-1 Sii A1ERMPE2 S ngd ADoppel Si glle eine signifikant geringere
Cysteinproteasenaktivitit zeigen, als die Kontrolle A1"P. Der silencer A15"MP8-2Si zeigt hierbei
die geringste Aktivitat. Der silencer B2E"MP8-1 Si zeigt ebenfalls eine signifikant geringere
Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle B2°, wihrend der Uberexprimierer B2EhMP8-2 UE gjne
signifikant hdhere Aktivitat zeigt, als die Kontrolle B2PNC (Abb. 31B). Allgemein zeigt sich eine
hohere Cysteinproteaseaktivitdt bei allen Proben des pathogenen Klons B2P im Vergleich zu
Proben des nicht-pathogenen Klones A1™.
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Abbildung 31: Cysteinproteaseaktivitdat der Metalloprotease-Transfektanten der Klone A1" und B2°
in mU/mg.

Der Umsatz von 100 uM des Substrates Z-Arg-Arg pNA durch die Cysteinproteasen in den Lysaten wurde
photometrisch (ber einen Zeitraum von 20 min bei einer Wellenldange von 450 nm bestimmt.
AnschlieBend wurde die Volumenaktivitdit berechnet und mit Hilfe des vorher ermittelten
Proteingehaltes der Proben die spezifische Aktivitdit in mU/mg ermittelt. A) Klon A1™ und
Transfektanten des Klons A1™. B) Klon B2P und Transfektanten des Klons B2P. A1E"MPE-1Si. Klon A1
silencer der ERMP8-1; A18"MP8-2Si. Klon A1™ silencer der EhMP8-2; A1P°PP¢! Si: Klon A1™ silencer der
EhMP8-1 und EhMP8-2; B2f"MP81 Si. Klon B2° silencer der EhMP8-1; B2EhMPe2 UE. oy B2P
Uberexprimierer der EhMP8-2. (Mittelwert+Standardfehler, unpaired Student’s t test, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001).

4.2.5 Substragelelektrophorese zum Nachweis einzelner Cysteinproteasen der E.
histolytica Trophozoiten

Mit Hilfe der Substratgelelektrophorese sollte die Aktivitat einzelner Cysteinproteasen in den
Metalloprotease-Transfektanten visuell dargestellt und mit den jeweiligen Kontrollen
verglichen werden, um einen moglichen Einfluss der Metalloproteasen auf diese zu ermitteln.
Dabei wurden die in den jeweiligen Lysaten befindlichen Cysteinproteasen nach ihrer GroRe
aufgetrennt und verdauten anschlieBend die im Gel zugesetzte Gelatine. Diese Bereiche
lassen sich dann nicht mit Coomassie anfarben. Die Starke und Lage dieser Aktivitatsbanden
geben Auskunft Gber die Aktivitat und Art der Cysteinproteasen. Es lassen sich so die vier
Cysteinproteasen EhCP-A1l, EhCP-A2, EhCP-A5 und EhCP-A7 in den Lysaten unterscheiden.
Mittels BCA Assay wurde vorher der Proteingehalt der Lysate ermittelt und es wurden pro
Probe 4 pg und 8 ug Gesamtprotein eingesetzt. In Abb. 32 sind die beiden Substratgele gezeigt,
wobei der obere Teil die Transfektanten des nicht-pathogenen Klons A1"P zeigt und der untere
Teil die Transfektanten des pathogenen Klons B2P. Dabei ist zu erkennen, dass die silencer
A1EPMPE-2Si yng A1Doppel Si schwichere Aktivitdtsbanden in den 4 pg und 8 pg Proben fiir alle
Cysteinproteasen zeigen im Vergleich zur Kontrolle A1™. Zwischen dem silencer A1EhMP8-1Si
und der Kontrolle A1"P gibt es keine erkennbaren Unterschiede. Die Lysate der Transfektanten
des pathogenen Klons B2P, sowie des Klon B2P selbst, zeigen allgemein starkere
Aktivitdtsbanden, als die Lysate der nicht-pathogenen Linie A. Der silencer B2E"MP8-15i zejgt
deutlich schwéachere Banden in den 4 pg und 8 ug Proben fiir die beiden Cysteinproteasen
EhCP-A5 und EhCP-A7 im Vergleich zur Kontrolle B2P. Der Uberexprimierer B2E"MP8-2UE 7jgt i
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den beiden 4 pg und 8 ug Proben starkere Aktivitatsbanden der beiden Cysteinproteasen
EhCP-A1 und EhCP-A2 im Vergleich zur Kontrolle B2PNC. Die Lysate des Transfektanten B2EhMP8-
2UE ynd der Kontrolle B2PNC zeigen fiir alle Cysteinproteasen schwichere Banden im Vergleich
zu dem silencer B28"MP&-1Siynd dem Klon B2P.

np EhMP8-1Si EhMP8-2 Si Doppel Si

® Al
kDa 4pug  8ug 4ug 8 ug dpug  8upg  4pug 8

EhCP-Al

EhCP-A2

EhCP-A7
EhCP-A5

EhMP8-1Si EhMP8-2 UE pNC
2

EhCP-Al

EhCP-A2

EhCP-A7
EhCP-A5

Abbildung 32: Substratgele der Lysate der Metalloprotease-Transfektanten der Klone A1"° und B2°.
12% SDS Polyacrylamid Gele mit 0,1% Gelatine, gelaufen bei 25mA bei 4°C. Marker: PageRuler™
Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific. Aufgetragen wurden pro Probe jeweils 20 pL
Lysate mit 4 pg und 8 ug Gesamtproteingehalt. Oben: Klon A1™ und Transfektanten des Klons A1™.
Unten: Klon B2P und Transfektanten des Klons B2P. A18"MP8-15i: Klon A1™ silencer der EhMP8-1; A1E"MPe-
25i: Klon A1™ silencer der EnMP8-2; A1P°PPe!Si: Klon A1™ silencer der ERMP8-1 und EhMP8-2; B2EhMPs-15i.
Klon B2° silencer der EhMP8-1; B2E"P8-2UE: Klon B2P Uberexprimierer der EhMP8-2.

4.2.6 Analyse der Transkriptomdaten der Metalloprotease silencer

Durch die Charakterisierung der unterschiedlichen phanotypischen Merkmale der
Metalloprotease-Transfektanten konnten Unterschiede in der Cysteinproteaseaktivitat, dem
zytopathischen Effekt und der Zerstérung des Organoidzellrasens im Vergleich zu den
jeweiligen Wildtypen (A1"° und B2P) gezeigt werden. Durch den Vergleich der Transkriptome
der Transfektanten und den Wildtypen sollten mogliche Erklarungen fir diese Unterschiede
gefunden werden. Weiter konnte so tiberpriift werden, ob die Genexpression in den silencern
erfolgreich gehemmt wurde (siehe 4.2.1) Bei der Analyse wurden nur die Metalloprotease
silencer der beiden Klone A1"° und B2P untersucht. Es wurden nur Gene betrachtet, die einen
padj-Wert von <0,05 aufwiesen und mindestens 1,8-fach hoher bzw. niedriger im Vergleich zu
den Wildtypen exprimiert wurden. In Abb. 33 ist die Anzahl der differentiell exprimierten Gene
der silencer im Vergleich zu den Wildtypen graphisch dargestellt. Abb. 33A zeigt dabei die
hochregulierten und Abb. 33B die runterregulierten Gene. Fiir alle silencer ist zu erkennen,
dass wesentlich mehr Gene runter- als hochreguliert sind im Vergleich zu den Wildtypen. Der
silencer A1E"MP8-25i zaigt die meisten differentiell exprimierten Gene, wobei 70 hoch- und 277
runterreguliert sind. Der silencer A1E"MP&1Si zejgt mit 38 hoch- und 178 runterregulierten
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Genen ebenfalls eine groRere Anzahl an differentiell exprimierten Genen. Interessanterweise
sind in dem silencer A1P°PP¢'Simit 12 hoch- und 46 runterregulierten Genen wesentlich weniger
Gene unterschiedlich exprimiert als in den beiden silencern A1E"MP&15i ynd A1ENMPE2Si hej
denen jeweils die Expression nur eines der fir die Metalloproteasen codierenden Gens
gesilenced ist. Die kleinste Anzahl an differentiell exprimierten Genen im Vergleich zu dem
Wildtypen zeigt der silencer B2E"MP&15i Hier sind 9 hoch- und 18 runterreguliert im Vergleich
zur Kontrolle B2P.
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Abbildung 33: Anzahl an differentiell exprimierten Genen in den Metalloprotease silencern im
Vergleich zu den Wildtypen (WT) A1"° und B2".

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB. Padj-Wert: <0,05, FoldChange: >1,8.

Die erste Betrachtung der Transkriptome zeigt grofle Unterschiede in der Anzahl an
differentiell exprimierten Genen zwischen den Metalloprotease silencern im Vergleich zu
ihren Wildtypen. In Abb. 34 ist der Vergleich der Anzahl an differentiell exprimierten Genen in
den drei untersuchten silencern des nicht-pathogenen Klons A1™ durch ein Venn-Diagramm
dargestellt. Jeder silencer ist dabei durch einen Kreis abgebildet. Die Zahl im Kreis steht fir die
Anzahl an Genen, die nur in dem jeweiligen silencer reguliert sind. Die Anzahl an Genen, die
in zwei oder drei silencern gleich reguliert sind, stehen in den Uberschneidungsbereichen der
jeweiligen Kreise. Abb. 34A zeigt den Vergleich der hochregulierten Gene und Abb. 34B den
Vergleich der runterregulierten Gene. Bei dem Vergleich der hochregulierten Gene ist zu
erkennen, dass es keine Gene gibt, die in allen drei silencern gleich reguliert sind. Gleiches gilt
fir die silencer A1EMMPE1 Si ynd A1Poprel i Dije meisten der in dem silencer A1PoPpe! S
hochregulierten Gene sind ebenfalls in dem silencer A1EMP8-2Sireguliert. Zwischen den beiden
silencern A1E"MP8-15i ynd A1E"MP8-2Sifinden sich 16 Gene die gleichermaRen hochreguliert sind.
Betrachtet man die runterregulierten Gene, zeigt sich, dass nur 11 Gene in allen drei silencern
gleichermalRen reguliert sind. Mit 107 Genen sind zwischen den beiden silencern A1E"MP8-15i
und A1EPMP8-25idie meisten Gene gleichermaRen runterreguliert. Knapp zweidrittel der in dem
silencer A1P°PPe!Si runterregulierten Gene sind ebenfalls in mindestens einem anderen silencer
reguliert.
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A) B)
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Abbildung 34: Venn-Diagramm der differentiell exprimierten Gene in den Metalloprotease silencern
des nicht-pathogenen Klons A1"°.

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB (Aurrecoechea et al., 2001). Padj-Wert: <0,05,
FoldChange: >1,8. A) Vergleich der hochregulierten Gene der silencer des nicht-pathogenen Klons A1,
B) Vergleich der runterregulierten Gene der silencer des nicht-pathogenen Klons A1"

Der Vergleich der Anzahl an differentiell exprimierten Genen bei den Metalloprotease
silencern ergab, dass in dem silencer A1P°PP¢ S zwar die wenigsten Gene unterschiedlich
reguliert sind, jedoch die meisten davon ebenfalls in mindestens einem der anderen silencer
reguliert sind. Bei genauerer Betrachtung der Gene zeigt sich, dass ca. die Halfte der in dem
silencer A1P°PPe! Si runterregulierten Gene fiir Proteine aus der AIG1 Familie codieren. Weiter
finden sich viele dieser Gene ebenfalls in mindestens einem der beiden anderen silencer
reguliert. So codieren rund die Halfte der in allen drei silencern runterregulierten Gene fir
Proteine aus dieser Familie. Da fir die silencer eine geringere Cysteinproteaseaktivitat im
Vergleich zu den Wildtypen gezeigt werden konnte, wurden die Transkriptome auf Gene
untersucht, die fiir Cysteinproteasen codieren. In Abb. 35 sind Gene, welche fir
Cysteinproteasen codieren und in den silencern signifikant runterreguliert sind graphisch
dargestellt. Dabei ist ein Vergleich der mRNA reads der Wildtypen (weille Balken) und der
silencer (farbige Balken) abgebildet. Es zeigt sich, dass in allen drei silencern des nicht-
pathogenen Klons A1" die Cysteinprotease EhCP-B2 signifikant runterreguliert ist im
Vergleich zum Wildtyp A1™. Fiir den silencer B2E"MP8-1 Si zajgt sich das, im Vergleich zum
Wildtyp B2P, die Cysteinprotease EhCP-A7 signifikant runterreguliert ist. In dem silencer
A1EPMPE-1Siict zusdtzlich die EhCP-A4 signifikant runterreguliert.

Constantin Koénig 77



4 Ergebnisse

800=

600

Abbildung 35: Vergleich der mRNA reads von signifikant
runterregulierten Cysteinproteasengenen der Metalloproteasen
silencer im Vergleich zu A1"° und B2°.

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt.
Angleichung erfolgte mit RSEM und Bowtie2software. Grundlage:
HM-1:IMMS von AmoebaDB. P-Wert: <0,05, FoldChange: >1,8.
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Durch eine weitere Betrachtung der runterregulierten Gene in den silencern zeigte sich, dass
in den silencern des nicht-pathogenen Klons A1" einige Gene zu finden waren, die fir
verschiedene Untereinheiten des Gal/GalNAc-Lektins codieren. In Abb. 36 sind die Vergleiche
der mRNA reads der Lektingene des Wildtyps A1"° (weil3e Balken) und den einzelnen silencern
(farbige Balken) dargestellt. Zu erkennen ist, dass in dem silencer A1E"MP8-2Simit neun Genen
die meisten fir das Gal/GalNAc-Lektin codierenden Gene signifikant runterreguliert sind.
Interessanterweise sind keine der regulierten Lektingene in allen drei silencern gemeinsam
signifikant runterreguliert. Jedoch sind alle Lektingene, die in den silencern A18"MP8-1Si ynd
A1Porpel Sigignifikant runterreguliert sind auch in dem silencer A1EMMP82 Si gignifikant
runterreguliert.
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Abbildung 36: Vergleich der mRNA reads von signifikant runterregulierten Gal/GalNAc-Lektin
Untereinheiten der Metalloproteasensilencer im Vergleich zu A1"° und B2P.

Daten aus der NGS Analyse wurden mit Trimmomatic getrimmt. Angleichung erfolgte mit RSEM und
Bowtie2software. Grundlage: HM-1:IMMS von AmoebaDB. P-Wert: <0,05, FoldChange: >1,8.
Angleichung der P-Werte mit Holm Methode. WeiRe Balken: Kontrolle A1™. Rote Balken: A1EMVP8-1Si,
Blaue Balken: A1¥"MP8-25 Griine Balken: A1DP0PPe! S,
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4.2.7 Lokalisation der Metalloproteasen ERMP8-1 und EhMP8-2 in den E. histolytica
Trophozoiten

Die beiden Metalloproteasen sollten mittels Myc-tag innerhalb der Trophozoiten lokalisiert
werden. Daflr wurden mittels eines Expressionsplasmides die beiden Metalloproteasen in
Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1" {iberexprimiert, wobei an die Proteine
zusatzlich ein Myc-tag fusioniert wurde. Dieser konnte dann mittels spezifischer Antikorper
detektiert und mit Hilfe von konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie lokalisiert werden. Abb.
37 zeigt eine Ubersicht von mehreren Trophozoiten der A1" Metalloprotease-Myc-
Uberexprimierer. Gezeigt sind dabei durchlichtmikroskopische Aufnahmen (DIC), Farbung der
Zellkerne (Hoechst), Firbung des Myc-tag (anti-Myc) und eine Uberlagerung der drei Bilder
(Merge). Es wurden je zwei Ansadtze durchgefiihrt. Der Ansatz mit Saponin (+ Saponin)
ermoglicht eine Lokalisation im Zellinneren, da die Zellmembranen durch die Behandlung
durchldssig gemacht wird. Die Ansatze ohne Saponin (- Saponin) ermdglichen eine Lokalisation
an der Oberfliche. Abb. 37A zeigt die beiden Ansitze der Farbung des Uberexprimierers
A1ENMP8-1Myc UE Dahej zeigt sich eine Farbung des Zellinneren durch den anti-Myc Antikorper,
wenn diese mit Saponin behandelt wurden. Die Farbung tritt unterschiedlich stark in den
Trophozoiten auf und zeigt eine punktformige Verteilung. Die Ansatze ohne Saponin zeigen
dagegen keine Farbung durch die anti-Myc Antikorper. In Abb. 37B sind die Aufnahmen der
Farbung des Uberexprimierers A1E"MP8-2Myc UE gazaiot Auch hier zeigt sich eine punktformige
Lokalisation der EhMP8-2, die unterschiedlich stark in den Trophozoiten auftritt. Die Ansatze
ohne Saponin zeigen keine Farbung durch die anti-Myc Antikorper.
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Abbildung 37: Mikroskopische Analyse von Trophozoiten der Myc-Transfektanten des nicht-
pathogenen Klons A1™ zur Lokalisation der Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 mittels anti-
Myc Antikérper.

Die Myc-Transfektanten wurden in zwei Fraktionen eingeteilt. Die Fraktion ohne Saponin (- Saponin)
ermoglichte eine Farbung der Zelloberflache, die Fraktion mit Saponin (+ Saponin) ermdoglichte eine
Farbung des Zellinneren. Gezeigt sind Durchlichtaufnahmen (DIC), Farbung der Zellkerne mit Hoechst-
Farbstoff (1:400), Farbung der EhMP8-1 und EhMP8-2 durch anti-Myc Antikérper (1:600) und eine
Uberlagerung der Aufnahmen (Merge). Die Bilder wurden am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
aufgenommen und dbereinandergelegt. A) Aufnahmen der Farbung von Trophozoiten des

Uberexprimierers A1E"MP8-1MycUE B) Aufnahmen der Farbung von Trophozoiten des Uberexprimierers
AlEhMPS-Z Myc UE.
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Die Ubersichtsaufnahmen der Trophozoiten zeigen fiir die beiden Metalloproteasen EhMP8-
1 und EhMP8-2 eine Lokalisation im Zellinneren. Daher wurden von einzelnen Trophozoiten
der beiden Myc-Transfektanten mikroskopische Aufnahmen der Farbung durch anti-Myc
Antikorper mittels eines Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen und die Aufnahmen
Ubereinandergelegt. In Abb. 38 sind die Aufnahmen einzelner Trophozoiten der Myc-
Transfektanten gezeigt. Dabei wurden durchlichtmikroskopische Aufnahmen (DIC),
Aufnahmen der Farbung der Zellkerne (Hoechst), Aufnahmen der Farbung des Myc-tag (anti-
Myc) und Uberlagerung von Hoechst und anti-Myc (Merge H, A) sowie Uberlagerung von
Hoechst, anti-Myc und DIC (Merge D,H, A) angefertigt. In Abb. 38A sind die Aufnahmen der
Farbung des Uberexprimierers A1EnMP8-1 Myc UE gazaigt. Es zeigt sich eine Lokalisation der
EhMP8-1 im Zytoplasma, wobei eine spezifische punktformige Farbung zu erkennen ist.
Weiter gibt es ungefirbte Bereiche um Organellen, bei denen es sich wahrscheinlich um
Vakuolen handelt. Die Plasmamembran weist keine Farbung auf. Abb. 38B zeigt die
Aufnahmen der Farbung des Uberexprimierers A1E"MP8-2Myc UE Aych hier ist eine spezifische
punktférmige Lokalisation der EhMP8-2 im Zytoplasma zu erkennen. Die Plasmamembran ist
dabei ungefarbt und Signal-negative Bereiche im Zytoplasma deuten auf ungefarbte Vakuolen
hin.

A) DIC Hoechst anti-Myc

Merge (H, Merge (D, H, A)

Abbildung 38: Mikroskopische Analyse von Trophozoiten der Myc-Transfektanten des nicht-
pathogenen Klons A1" zur Lokalisation der Metalloproteasen EnMP8-1 und EhMP8-2 mittels anti-
Myc Antikérper.

Gezeigt sind Durchlichtaufnahmen (DIC), Farbung der Zellkerne mit Hoechst-Farbstoff (1:400), Farbung
der EhMP8-1 und EhMP8-2 durch anti-Myc Antikérper (1:600) und eine Uberlagerung der Aufnahmen
(Merge). Die Membranen der Trophozoiten wurden durch Zugabe von Saponin durchlassig fiir die
Antikorper gemacht. Die Bilder wurden am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen und
Uibereinandergelegt. A) Aufnahmen der Firbungen eines Trophozoiten des Uberexprimierers A1E"MP&-1
MycUE B) Aufnahmen der Farbungen eines Trophozoiten des Uberexprimierers A1EVP8-2Myc UE
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Mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie konnten die mit dem Myc-tag
fusionierten Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 im Zytoplasma der Trophozoiten
nachgewiesen werden. Dabei zeigten die Uberlagerungen der Aufnahmen eine spezifische
punktformige Lokalisation, wobei bestimmte Bereiche nicht angefarbt werden konnten. Um
eine genauere Lokalisation in den dreidimensionalen Zellen zu erhalten, konnen die einzelnen
Bilder in einer Reihe betrachtet werden. Ein Bild zeigt dabei einen Schnitt durch die
Trophozoiten mit einer Dicke von 0,38 um. Die Aufnahmen zeigen dabei eine Uberlagerung
der Farbung mit Hoechst, anti-Myc Antikérpern und den Durchlichtaufnahmen. In Abb. 39 sind
die Bilder eines Trophozoiten des Uberexprimieres A1EnMP8-1 Myc UE gazaigt Es wurden
insgesamt 42 Bilder aufgenommen, wobei hier nur jedes zweite Bild der Reihe dargestellt ist.
Anhand der ersten Aufnahmen der Reihe lasst sich erkennen, dass die Farbung erst beginnt,
sobald man sich innerhalb der Zelle befindet. Eine Oberflachenfarbung ist nicht zu erkennen.
Innerhalb der Zellen lassen sich spezifische punktformige Lokalisationsmuster ausmachen.
Klar zu erkennen sind nicht gefarbte Bereiche in Vakuolen und dem Zellkern. Es zeigt sich keine
Farbung des Exoplasma. Abb. 40 zeigt die Bilder durch einen Trophozoiten des
Uberexprimierers A1EMMP8-2Myc UE E< \wyrden insgesamt 39 Bilder angefertigt, wobei auch hier
nur jedes zweite dargestellt ist. Auch hier lasst sich die ERMP8-2 in spezifischen punktformigen
Mustern im Zytoplasma lokalisieren. Sowohl im Exoplasma, als auch auf der Zelloberflache, in
den Vakuolen und im Bereich des Zellkerns ist die EhMP8-2 nicht nachweisbar.

Abbildung 39: Einzelbilder der konfokalen Mikroskopaufnahmen eines Trophozoiten des Myc-
Transfektanten des nicht-pathogen Klons A1™ zur Lokalisation der Metalloprotease EhMP8-1 mittels
anti-Myc Antikorper.

Die Einzelbilder zeigen Schnitte durch die Trophozoiten mit einer Dicken von 0,38 um. Es wurden
insgesamt 42 Bilder angefertigt, wobei hier nur jedes zweite abgebildet ist. Die einzelnen Bilder zeigen
eine Uberlagerung der Durchlichtaufnahmen, der Farbung der Zellkerne mit Hoechst-Farbstoff (blau,
1:400) und der Farbung der ERMP8-1 durch anti-Myc Antikérper (grin, 1:600). Die Membranen der
Trophozoiten wurden durch Zugabe von Saponin durchlassig fiir die Antikérper gemacht. Die Bilder
wurden am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen.
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Abbildung 40: Einzelbilder der konfokalen Mikroskopaufnahmen eines Trophozoiten des Myc-
Transfektanten des nicht-pathogen Klons A1" zur Lokalisation der Metalloprotease EhMP8-2 mittels
anti-Myc Antikorper.

Die Einzelbilder zeigen Schnitte durch die Trophozoiten mit einer Dicken von 0,38 um. Es wurden
insgesamt 39 Bilder angefertigt, wobei hier nur jedes zweite abgebildet ist. Die einzelnen Bilder zeigen
eine Uberlagerung der Durchlichtaufnahmen, der Farbung der Zellkerne mit Hoechst-Farbstoff (blau,
1:400) und der Farbung der EhMP8-2 durch anti-Myc Antikorper (griin, 1:600). Die Membranen der
Trophozoiten wurden durch Zugabe von Saponin durchlassig fiir die Antikdrper gemacht. Die Bilder
wurden am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen.
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5 Diskussion

Entamoeba histolytica zahlt vor allem in tropischen und subtropischen Regionen mit
schlechten hygienischen Standards zu einem wichtigen Humanparasiten. Im Jahr 2016 starben
rund 26700 Menschen an den Folgen einer Infektion mit E. histolytica (Collaborators, 2018).
Dabei verlaufen rund 90% der Infektionen asymptomatisch (Blessmann et al., 2003). In 10%
der Falle kommt es zu einer invasiven, intestinalen Amobiasis, bei der es zu einer massiven
Zerstorung des Darmgewebes kommt und der Parasit Uber den Blutstrom weitere Organe
befallen kann (Lucius & Loos-Frank, 2008). Die haufigste Form einer solchen extra-intestinalen
Amobiasis endet in der Leber mit der Bildung von Amdbenleberabszessen (ALA) (Stanley,
2003). Neben spezifischen Wirtsfaktoren wie Alter, Geschlecht und Immunantwort spielen
auch Pathogenitatsfaktoren des Parasiten eine wichtige Rolle bei dem Krankheitsverlauf.
Cysteinproteasen, amoebapores und Lektine sind bisher die am haufigsten beschriebenen und
untersuchten Pathogenitatsfaktoren von E. histolytica (Ralston & Petri, 2011).

Auch wenn schon einige Faktoren und Umstdande, die eine invasive Verlaufsform der
Amobiasis beglnstigen, beschrieben wurden, sind die Grinde und Mechanismen der
Gewebeinvasion noch weitgehend ungeklart. Die meisten der bisher aufgestellten Daten
stammen von Versuchen an einfachen Zellkulturen (Martinez-Palomo et al., 1985; Li et al.,
1994; Leroy et al., 2000; Lejeune et al., 2011; Betanzos et al., 2013). Erst in den letzten Jahren
kamen komplexere dreidimensionale Modelle dazu, die aus verschiedenen Zelltypen
bestehen und die in vivo Situation besser nachstellen kénnen (Bansal et al., 2009; Huang et
al., 2014; Aguilar-Rojas et al., 2020). Viele dieser Modelle lassen sich jedoch schwer
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reproduzieren oder in einem Labor implementieren. Dazu kommt, dass dabei oft
Krebszelllinien verwendet werden, die sich durch einen verdnderten Stoffwechsel
auszeichnen und daher nicht den in vivo vorkommenden Wirtszellen entsprechen. Ein
weiteres Problem stellen die, bei den Versuchen, unterschiedlich verwendeten Isolate und
Zelllinien von E. histolytica dar. Oftmals unterscheiden sich die Isolate genetisch stark
voneinander, was einen Vergleich der Ergebnisse erschwert.

Die Charakterisierung neuer Pathogenitatsfaktoren von E. histolytica stellt einen weiteren
wichtigen Punkt zum besseren Verstandnis der Gewebeinvasion dar. Ein wichtiges Mittel flr
die Identifizierung dieser Faktoren stellen vergleichende Transkriptomstudien von E.
histolytica Isolaten und Zelllinien dar, die sich in ihrer Pathogenitadt unterscheiden (Biller et al.,
2009; Biller et al., 2010; Meyer et al., 2016). Bei einer auf dem Isolat HM-1:IMSS beruhenden
Studie, aus dem die nicht-pathogene Zelllinie A und die pathogene Zelllinie B generiert
wurden, wurden die Transkriptome von, aus beiden Zelllinien hervorgegangenen Klonen,
verglichen (Meyer et al., 2016). Pathogenitat beschreibt dabei die Fahigkeit der Trophozoiten
nach intrahepatischer Injektion im Tiermodell (Meriones unguiculatus und Mus musculus)
ALAs zu induzieren. Eines der am starksten differentiell exprimierten Gene stellt dabei das Gen
ehi_042870 dar, welches fir die Metalloprotease EnMP8-2 codiert. Dieses Gen ist ca. 150-fach
hoher in dem nicht-pathogenen Klon A1™ im Vergleich zu dem pathogenen Klon B2P
exprimiert. Wird das Gen in dem pathogenen Klon B2P kiinstlich Gberexprimiert fiihrt dies zu
einer signifikanten Abnahme der Pathogenitdt im Tiermodell (Meyer et al., 2016). Das
Ausschalten des Gens in dem nicht-pathogenen Klon A1™° fiihrte zwar zu einer Steigerung der
Pathogenitat, diese war jedoch nicht signifikant (Matthiesen et al., 2018). Neben der EhMP8-
2 konnte noch eine weitere Metalloprotease, die EnMP8-1, in E. histolytica identifiziert
werden. Diese ist in den beiden Klonen A1"° und B2P gleichermafien exprimiert.

5.1 Gewebeinvasion von E. histolytica Trophozoiten anhand eines
humanen 2D-Organoidmodells

Aufgrund der oben beschriebenen Problematik von in vitro Untersuchungen der
Gewebeinvasion von E. histolytica Trophozoiten, sollte in dieser Arbeit der Prozess anhand
eines humanen, intestinalen 2D-Organoidmodells genauer betrachtet werden. Ein grofRer
Vorteil besteht dabei darin, dass die verwendeten Zellen von humanen Stammzellen
abstammen und durch die Differenzierung in die unterschiedlichen Zelltypen die in vivo
Situation gut nachbilden. Ein weiterer Vorteil besteht in der Selbsterneuerung der
Organoidzellen, sowie der einfachen Kultivierbarkeit. Dies erlaubt eine einfache Reproduktion
der Versuche. Weiter wurde mit Klonen gearbeitet, die sich in ihrer Pathogenitat
unterscheiden (A1"° und B2P), jedoch von demselben Isolat (HM-1:IMSS) abstammen. Zudem
sollten verschiedene Transfektanten der beiden Klone, bei denen die Gene fiir die
Metalloproteasen EhMP8-1 und EHMP8-2 mittels RNAi-basiertem silencing ausgeschaltet
wurden, in ihrer Fahigkeit der Gewebeinvasion in diesem Modell untersucht werden.
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5.1.1 Gewebeinvasion von A1"° und B2P und Einfluss der Proteasen

Durch die TEER Messung von, mit Trophozoiten co-inkubierten, 2D-Organoidzellen, sollten
erste Riickschlisse auf die Gewebeinvasion von E. histolytica gezogen werden. Dazu wurden
die 2D-Organoidkulturen mit Trophozoiten der beiden Klone A1"P und B2P in unterschiedlicher
Zellzahl fuir 8 Stunden co-inkubiert und in regelmaBigen Abstanden der TEER gemessen (siehe
4.1.1.1). Es zeigte sich, dass der TEER bei allen Zellzahlen Uber die 8 Stunden rapide abfallt.
Der Effekt ist umso groBer, je mehr Trophozoiten auf die Organoidzellen gegeben werden.
Wahrend bei einer Zellzahl von 5000 und 10000 der TEER nach 4 Stunden auf <50% des
Startwertes fillt, erreicht er nach 8 Stunden Inkubation mit 1000 Trophozoiten ca. 65% des
Startwertes. Interessanterweise zeigt der Vergleich der einzelnen TEER Verldufe keine
Unterschiede zwischen der Inkubation mit dem nicht-pathogenen Klon A1" und dem
pathogenen Klon B2P. Die schnelle Abnahme des TEER verbunden mit der Schadigung von
Zellen durch E. histolytica Trophozoiten wurde bereits an einfachen Zellkulturen gezeigt
(Martinez-Palomo et al., 1985; Li et al., 1994; Leroy et al., 2000; Lejeune et al., 2011; Betanzos
et al., 2013). Auch hier konnte eine korrelierende Beziehung zwischen der Abnahme des TEER
und der eingesetzten Zellzahl der Trophozoiten gezeigt werden. Ebenfalls konnte kein
Unterschied in der Abnahme des TEER Wertes zwischen dem pathogenen Isolat HM-1:IMSS
und dem nicht-pathogenen Isolat HK9 gezeigt werden (Martinez-Palomo et al., 1985). Der
Vergleich zu anderen intestinalen Parasiten wie Toxoplasma gondii und Giardia duodenalis
zeigt, dass die Trophozoiten von E. histolytica viel schneller die Integritdt der 2D-
Organoidkulturen zerstéren (Holthaus et al., 2021). Dabei konnte gezeigt werden, dass T.
gondiiund G. duodenalis erst nach 48 Stunden der Co-Inkubation mit den Organoidzellen TEER
Werte von <50% zum Startwert erreichten. Eine mogliche Erklarung dafiir, dass die Abnahme
des TEER keine signifikanten Unterschiede zwischen dem pathogenen Klon B2P und dem nicht-
pathogenen Klon A1"P aufweist, konnte das Fehlen einer intakten Mukusschicht oberhalb der
2D-Organoidkultur sein. Die Mukusschicht stellt die erste Barriere fiir die Trophozoiten von E.
histolytica bei der Gewebeinvasion im Darm dar. Vor allem Cysteinproteasen spielen eine
wichtige Rolle beim Abbau dieser Schicht (Lidell et al., 2006; Thibeaux et al., 2013). Dabei
konnte anhand eines humanen Kolon Explantates gezeigt werden, dass Trophozoiten des
pathogenen lIsolates HM-1:IMSS die Mukusschicht besser durchdringen kénnen, als
Trophozoiten des nicht-pathogenen Isolates Rahman (Thibeaux et al., 2013). Weiter konnte
far den Klon B2P eine signifikant hohere Cysteinproteaseaktivitat im Vergleich zum Klon A1"P
nachgewiesen werden (Biller et al., 2009). Eine intakte Mukusschicht kénnte aufgrund der
hoheren Cysteinproteasenaktivitat schneller durch Trophozoiten des pathogenen Klons B2P
zersetzt werden, was eine schnellere Abnahme des TEER Wertes im Vergleich zu A1"P zur Folge
hatte.

Da Cysteinproteasen eine wichtige Rolle bei der Gewebeinvasion spielen, wurden
Trophozoiten der Klone A1" und B2P unter Zugabe des Cysteinproteaseninhibitors E64 mit
Organoidzellen Uber 8 Stunden inkubiert und regelmalig der TEER gemessen. Der Vergleich
zu einer Co-Inkubation ohne E64 sollte einen moéglichen Einfluss der Cysteinproteasen auf die
Zerstorung der 2D-Organoidkulturen zeigen (siehe 4.1.1.2). Dabei zeigte sich, dass die
Abnahme des TEER bei Co-Inkubation mit dem pathogenen Klon B2P unter Zugabe von E64
signifikant geringer ist im Vergleich zu einer Co-Inkubation ohne E64. Interessanterweise
zeigen sich bei einer Co-Inkubation mit dem nicht-pathogenen Klon A1™ mit und ohne E64
keine signifikanten Unterschiede in der Abnahme des TEER zwischen den beiden
Versuchsansatzen. Die geringere Abnahme des TEER deutet auf eine langsamere Zerstérung
der 2D-Organoidkulturen durch die Trophozoiten des Klons B2P hin, wenn die
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Cysteinproteasen durch Zugabe von E64 gehemmt werden. Eine solch negativer Einfluss auf
die Gewebezerstérung und Invasion durch die Hemmung von Cysteinproteasen konnte schon
mehrfach gezeigt werden (Li et al., 1995; Stanley et al., 1995; Bracha et al., 2006; Tillack et al.,
2006). Warum ein solcher Effekt bei A1" in diesem Versuch nicht gezeigt werden konnte
bleibt jedoch fraglich. Da der Klon B2P nachweislich eine hohere Cysteinproteaseaktivitat
aufweist als der Klon A1"P, kdnnte eine Hemmung der Cysteinproteasen einen starkeren
negativen Effekt auf die Gewebezerstdérung von B2P im Vergleich zu A1™ haben (Biller et al.,
2009). Moglicherweise spielen bei dem Klon A1" aufgrund seiner geringeren
Cysteinproteaseaktivitat andere Faktoren eine grofRere Rolle bei der Gewebeinvasion und
Zerstorung, wodurch die Hemmung der Cysteinproteasen keinen Effekt auf die Zerstérung des
Zellrasens zeigt.

Um einen moglichen Einfluss der beiden Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 von E.
histolytica auf die Zerstorung der 2D-Organoidkulturen zu untersuchen, wurden die silencer
zusammen mit den Organoidzellen fiir 8 Stunden co-inkubiert und regelmaRig der TEER
gemessen. Der Vergleich zu den Wildtypen A1" und B2P sollte mdgliche Unterschiede in der
Abnahme des TEER zeigen. Zusatzlich wurden die Klone A1™ und B2P unter Zugabe des
Metalloproteaseinhibitors Phenanthrolin mit Organoidzellen co-inkubiert. Die Ergebnisse
zeigen fir alle silencer des nicht-pathogenen Klons A1"° sowie fiir den silencer des pathogenen
Klons B2P eine signifikant geringere Abnahme des TEER im Vergleich zu den Kontrollen (siehe
4.1.1.3). Die Hemmung der Metalloproteasen durch Phenthrolin bewirkte ebenfalls eine
signifikant geringere Abnahme des TEER in beiden Ansatzen. Fiir Trophozoiten des Isolates
HM-1:IMSS in denen das Gen fiir die ERMP8-1 ausgeschaltet wurde, konnte eine signifikant
geringere Zerstorung eines Zellrasens von CHO Zellen gezeigt werden im Vergleich zum
Wildtyp (Teixeira et al., 2012). Auch hier konnte durch Zugabe des Inhibitors Phenanthrolin
zwar eine geringere Zerstorung gezeigt werden, jedoch war der Effekt ebenfalls geringer als
bei dem silencer. Im Rahman dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die silencer der
Metalloproteasen ebenfalls einen signifikant geringeren zytopathischen Effekt auf HepG2
Zellen zeigen im Vergleich zu A1"° und B2P (siehe 4.2.3). Fir den silencer der ERMP8-1 konnte
dazu eine signifikant héhere Adhadrenz gezeigt werden, was eine mogliche Erklarung fir die
geringere Zerstorung von Zellen darstellen koénnte (Teixeira et al., 2012). Es wird
angenommen, dass die erhohte Adhdrenz zu weniger Bewegung der Trophozoiten fiihrt,
wodurch sie den Zellrasen langsamer zerstéren konnen. Im Weiteren konnte fiir die Klone bei
dem die Expression der EhMP8-2 gehemmt wurde eine signifikant geringere
Cysteinproteaseaktivitat im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden (Dissertation Lender,
2019). Im Rahman dieser Arbeit konnte dieser Effekt sowohl fiir die silencer der ERMP8-1 als
auch fur die silencer der EhMP8-2 gezeigt werden (siehe 4.2.4). Die geringere
Cysteinproteaseaktivitdat der silencer konnte daher ein weiterer Grund fir die geringere
Abnahme des TEER Wertes im Vergleich zu den Kontrollen sein.

5.1.2 Analyse der Transkriptome von Organoidzellen und Trophozoiten der Klone
A1"° und B2P nach Co-Inkubation

Durch die Analyse der Transkriptome der Organoidzellen sowie der Trophozoiten der beiden
Klone A1"P und B2P nach Co-Inkubation konnten Riickschliisse auf die Genexpression gezogen
werden. Der Vergleich zu den Kontrollen sollte so zum einen die Reaktion der Organoidzellen
auf die Trophozoiten der beiden Klone zeigen und zum anderen die Reaktion der Trophozoiten
beider Klone auf die Organoidzellen.
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5.1.2.1 Analyse der Transkriptome der Organoidzellen nach Co-Inkubation mit A1"° und B2?

Die Analyse der Organoidtranskriptome konnte zwischen den mit Trophozoiten inkubierten
Organoidzellen und den Kontrollen eine Vielzahl von differentiell exprimierten Genen zeigen
(siehe 4.1.3.1). In einer kirzlich veroffentlichten Studie konnte nach 2 Stunden Co-Inkubation
von einem humanen, intestinalen 3D-Zellmodell mit Trophozoiten der Linie HM-1:IMSS
ebenfalls eine groRer Anzahl an differentiell exprimierten Genen in den Humanzellen gezeigt
werden (Aguilar-Rojas et al., 2020). Dabei wurde ein dreidimensionales Zellmodell bestehend
aus HT29-MTX, Caco-2/TC7 und THP-1 Zellen verwendet. Zusatzlich wurde die extrazelluldre
Struktur mit verschiedenen Kollagentypen modelliert und eine intakte Mukusschicht
aufgebaut. Das Zellmodell wurde anschlieBend fiir 2 und 4 Stunden mit 80.000 Trophozoiten
des lIsolates HM-1:IMSS co-inkubiert. Danach erfolgte unter anderem eine Analyse der
Humantranskriptome.

5.1.2.1.1 Analyse der signifikant hochregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen
nach Co-Inkubation mit Trophozoiten der Klone A1"P und B2P

Um die Reaktion der Organoidzellen auf die Trophozoiten der beiden Klone A1 und B2P
genauer zu untersuchen, wurden die, durch die signifikant hochregulierten Gene
Uberreprasentierten, Stoffwechselwege und Zellprozesse analysiert. Nach 4 Stunden der Co-
Inkubation mit Trophozoiten der Klone A1™ und B2P sind in den Organoidzellen vor allem
Zellprozesse aus dem Bereich der Immunantwort und der zelluldren Antwort auf Stimuli
hochreguliert (siehe 4.1.3.2.1). Interessanterweise sind nach Co-Inkubation mit dem nicht-
pathogenen Klon A1"P wesentlich mehr Stoffwechselwege aus diesen Bereichen hochreguliert
im Vergleich zu der Co-Inkubation mit B2P. Prozesse der zellularen Antwort auf Stimuli
beinhalten vor allem Stoffwechselwege die als Antwort auf Stress angeschaltet werden und
die Homoostase aufrechterhalten. Diese spielen eine wichtige regulatorische Rolle bei einer
Infektion mit intestinalen Parasiten (Galluzzi et al., 2017). Da es als Reaktion auf eine Infektion
zu einer erhohten Produktion von Proteinen kommt, werden Stoffwechselwege aus diesem
Bereich angeschaltet, um der erhohten Anzahl an falsch gefalteten Proteinen
entgegenzuwirken (Schroder & Kaufman, 2005). Stoffwechselwege aus diesem Bereich
konnten ebenfalls in dem humanen 3D-Zellmodell, nach Co-Inkubation mit Trophozoiten des
Isolates HM-1:IMSS, als signifikant hochreguliert in den humanen Zellen gezeigt werden
(Aguilar-Rojas et al., 2020). Schaut man sich die am signifikantesten hochregulierten
Stoffwechselwege aus dem Bereich der Immunantwort an, zeigen sich nach 4 Stunden Co-
Inkubation mit A1" und B2P vor allem Signalwege von Interleukinen und Zytokinen (siehe
4.1.3.2.1). Wahrend der Inteleukin-4 und -13 Stoffwechselweg bei beiden Ansatzen signifikant
hochreguliert ist, findet sich bei einer Co-Inkubation mit A1"° noch zusatzlich der Interleukin-
10 Signalweg signifikant hochreguliert. Die Ausschittung von Zytokinen durch intestinale
Epithelzellen als Reaktion auf eine Infektion mit E. histolytica ist gut beschrieben (Gay et al.,
2007; Bansal et al., 2009; Galvdan-Moroyoqui et al., 2011). Interleukin-4 und -13 sind
antiinflammatorische Zytokine, die eine Typ-2 Immunantwort ausldsen (Allen & Maizels,
2011). Eine erhohte Produktion von Interleukin-4 und -13 von Darmzellen, als Reaktion auf
eine Infektion mit E. histolytica konnte bereits gezeigt werden (Guo et al., 2008). Dabei
scheinen sie eine wichtige Rolle bei der invasiven Form der Amobiasis zu spielen. Es konnte
gezeigt werden, dass eine gehemmte Expression von Interleukin-4 eine Infektion mit E.
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histolytica lindern bzw. klaren kann (Guo et al., 2008). Da eine Typ-2 Immunantwort, ausgelst
durch eine Ausschittung von Interleukin-4 und -13, die invasive Verlaufsform beglinstigt,
wirde man diesen Stoffwechselweg bei einer Co-Inkubation mit dem pathogenen Klon B2P
hochreguliert erwarten, was den Ergebnissen der Transkriptomanalysen entspricht.
Interessant ist dabei, dass dieser ebenfalls bei einer Co-Inkubation mit dem nicht-pathogenen
Klon A1"° hochreguliert ist. Hier kdnnte das Fehlen einer intakten Mukusschicht in dem 2D-
Organoidmodell eine mogliche Erklarung liefern. Es konnte gezeigt werden, dass Trophozoiten
des nicht-pathogenen lIsolates Rahman nicht in der Lage waren die Mukusschicht zu
durchdringen (Thibeaux et al., 2013). Durch das Vorhandensein einer Mukusschicht konnten
Trophozoiten des nicht-pathogenen Klons A1"P moéglicherweise nicht durch diese vordringen,
womit sie keinen direkten Kontakt zu den Epithelzellen hatten. Dies wiirde eine
Hochregulation der Interleukin-4 und -13 Signalwege moglicherweise verhindern. Der
Signalweg des Interleukin-10 findet sich nur in Organoidzellen hochreguliert, die lber 4
Stunden mit dem nicht-pathogenen Klon A1" co-inkubiert wurden. Interleukin-10 gehort
ebenfalls zu den antiinflammatorischen Zytokinen und reduziert die Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen von intestinalen Epithelzellen, regt die Mukusbildung an und
hat einen anti-apoptotischen Effekt auf die Epithelzellen (Roncarolo et al., 2001; Schwerbrock
et al., 2004; Zhou et al., 2004; Ruiz et al., 2005). Weiter spielt es eine wichtige Rolle bei der
Resistenz gegen die invasive Verlaufsform der Amaobiasis (Hamano et al., 2006). Dabei konnte
gezeigt werden, dass Mause, in denen der Interleukin-10 Signalweg ausgeschaltet wurde, eine
invasive Verlaufsform der Amdbiasis entwickeln. Dies passt zu den hier beschriebenen
Ergebnissen. Der Interleukin-10 Signalweg ist nur nach Kontakt mit dem nicht-pathogenen
Klon A1"" hochreguliert, wahrend die Trophozoiten des pathogenen Klons B2P eine
Ausschittung von Interleukin-10 scheinbar nicht auslosen. Die stirkere Regulation von
Stoffwechselwege des Immunsystems durch die Trophozoiten des Klons A1™ kénnte eine
mogliche Erkldrung fir den nicht-pathogenen Phanotyp sein. Die Trophozoiten scheinen eine
starkere Immunantwort auszul6sen, was eine aggressivere Reaktion des Wirtes auf die
Trophozoiten zur Folge haben kénnte. Dazu konnte gezeigt werden, dass Trophozoiten der
nicht-pathogenen Linie A, sowie der Klon A1™ im speziellen, nur sehr kleinen Abszess im
Tiermodell auslésen konnen, die schnell wieder verheilen (Biller et al., 2009; Meyer et al.,
2016). Auch hier kdnnte eine starkere Immunantwort auf die Trophozoiten eine Erklarung fur
den nicht-pathogenen Phanotyp sein. Nach 8 Stunden der Co-Inkubation mit Trophozoiten
der Klone A1"P und B2P zeigt sich zusatzlich noch der Bereich extrazellulare Matrix-
Organisation hochreguliert (siehe 4.1.3.2.3). Hier finden sich vor allem Stoffwechselwege die
als Reaktion auf die Zerstorung der extrazellularen Matrix angeschaltet werden. Trophozoiten
von E. histolytica reagieren auf den Kontakt mit Proteinen der extrazellularen Matrix und
fangen an diese zu zerstéren (Franco et al., 1997; Talamas-Rohana & Rios, 2000). Wahrend
Prozesse der zelluldaren Antwort auf Stimuli nach 8 Stunden Co-Inkubation mit A1™ und B2P
nicht mehr hochreguliert sind, gehdren Prozesse der Immunantwort weiterhin zu den
signifikant hochregulierten. Allerdings zeigt sich dabei kein Unterschied zwischen den beiden
Ansatzen in der Menge der regulierten Stoffwechselwege aus diesem Bereich. Somit scheint
die starkere Immunantwort auf die nicht-pathogene Linie A vor allem in der friihen Phase der
Infektion eine Rolle zu spielen. Schaut man sich die signifikantesten hochregulierten
Stoffwechselwege nach 8 Stunden Co-Inkubation mit A1™ und B2P an, erkennt man, dass
weiterhin Signalwege von Zytokinen, wie der Interleukin-4 und -13 Signalweg dazu zahlen
(siehe 4.1.3.2.3). Bei 8 Stunden Co-Inkubation mit dem Klon A1" zeigen sich dazu
verschiedene Toll-like Rezeptor Kaskaden hochreguliert, wahrend bei Co-Inkubation mit B2P
nur die Toll-like Rezeptor 7/8 Kaskade hochreguliert ist. Toll-like Rezeptoren spielen eine
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wichtige Rolle bei der Erkennung von Pathogenen und der darauf verdnderten Genexpression
als Reaktion auf diese sowie bei der Regulation der adaptiven Immunantwort (Janeway, 2001;
Underhill & Ozinsky, 2002; Caramalho et al., 2003). Fiir E. histolytica konnte gezeigt werden,
dass das Lipopeptidophosphoglycan der Trophozoiten durch die Toll-like Rezeptoren 2 und 4
gebunden wird und zu einer Ausschiittung von Interleukin-10 fihrt (Maldonado et al., 2000;
Maldonado et al., 2005). Die Toll-like Rezeptor 4 Kaskade findet sich bei 8 Stunden der Co-
Inkubation mit dem nicht-pathogenen Klon A1"P hochreguliert, jedoch nicht bei Co-Inkubation
mit B2P. Die Aktivierung der Toll-like Rezeptor 4 Kaskade durch die Trophozoiten des nicht-
pathogenen Klons A1" konnte einen weiteren Grund fir den nicht-pathogenen Phanotyp
liefern. Die Aktivierung fuhrt zu einer Ausschiittung von Interleukin-10, was durch seine
antiinflammatorische Wirkung eine Resistenz gegen die invasive Verlaufsform der Amobiasis
hervorruft (Hamano et al., 2006). Bei Untersuchungen von pathogenen und nicht-pathogenen
Klonen des Isolats HM-1:IMSS konnte gezeigt werden, dass das Lipopeptidophosphoglycan
Unterschiede zwischen den beiden Klonen zeigt (Isibasi et al., 1990). Moglicherweise besteht
auch zwischen den Klonen A1" und B2P ein Unterschied in der Struktur des
Lipopeptidophosphoglycan, was dazu fuhrt, dass die Trophozoiten des Klons A1"° vom Toll-
like Rezeptor 4 erkannt werden und es somit zu einer antiinflammatorischen Reaktion kommt,
wogegen der B2P nicht erkannt wird. In einer weiteren Studie konnte dariber hinaus gezeigt
werden, dass das Lipopeptidophosphoglycan bei der Aktivierung von natirlichen Killerzellen
eine wichtige Rolle spielt und eine reduzierte Abszessbildung im Tiermodell zur Folge hat,
wenn die Mause vorab mit diesem immunisiert wurden (Lotter et al., 2009).

5.1.2.1.2 Analyse der signifikant runterregulierten Stoffwechselwege der Organoidzellen
nach Co-Inkubation mit Trophozoiten der Klone A1"P und B2P

Im Weiteren wurden die signifikant runterregulierten Zellprozesse und Stoffwechselwege der
Organoidzellen betrachtet, wenn diese zusammen mit Trophozoiten der Klone A1"° und B2P
Co-Inkubiert wurden. Dabei zeigt sich, dass nach 4 Stunden Co-Inkubation mit A1"P und B2P
vor allem Prozesse aus dem Zellstoffwechsel runterreguliert sind (siehe 4.1.3.2.2). Darunter
sind Stoffwechselwege zur Aufrechterhaltung des Zellmetabolismus zusammengefasst.
Betrachtet man die signifikantesten runterregulierten Stoffwechselwege, finden sich bei
beiden Ansatzen Stoffwechselwege aus dem Bereich der biologischen Oxidation
runterreguliert (siehe 4.1.3.2.2). Bei Co-Inkubation mit dem nicht-pathogenen Klon A1"° sind
zusatzlich noch Stoffwechselwege des Fettsduremetabolismus am signifikantesten
runterreguliert. Der Bereich der biologischen Oxidation beinhaltet eine Reihe von Prozessen,
die die Loslichkeit und Ausscheidung von zellfremden Substanzen verbessern (Oesch & Arand,
1999). Eine Folge der Runterregulation ware daher die Anhdaufung von, moglicherweise
toxischen, zellfremden Substanzen innerhalb der Zellen, was zum Tod der Zelle fithren wirde.
Ein solch negativer Effekt auf den Zellstoffwechsel von human Zellen durch Trophozoiten von
E. histolytica, konnte ebenfalls anhand des bereits genannten 3D-Zellmodells gezeigt werden
(Aguilar-Rojas et al., 2020). Dabei sind auch die Runterregulation von Prozessen des
Fettsaurestoffwechsel, sowie das Fehlen von, dafiir relevanten, Proteinen, nach der Co-
Inkubation beschrieben. Nach 8 Stunden der Co-Inkubation mit A1" und B2P sind neben den
Prozessen des Zellstoffwechsels noch Prozesse aus dem RNA-Stoffwechsel, der
Proteinbiosynthese, der Zelldifferenzierung und der Antwort auf Stimuli runterreguliert. Dabei
istinteressant, dass nach Co-Inkubation mit dem nicht-pathogenen Klon A1"° wesentlich mehr
Stoffwechselwege dieser Prozesse signifikant runterreguliert sind. Schaut man auf die
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signifikantesten runterregulierten Stoffwechselwege, zeigen sich bei beiden Ansatzen vor
allem Stoffwechselwege aus dem RNA-Stoffwechsel runterreguliert (siehe 4.1.3.2.4). Es
scheint, als wirden die Trophozoiten durch die Runterregulation dieser Prozesse und
Stoffwechselwege die natlirliche Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels der Humanzellen
storen, was den Tod der Zellen zur Folge hat. Warum nach 8 Stunden Co-Inkuabtion mit dem
nicht-pathogenen Klon A1"™ mehr Stoffwechselwege aus diesen Bereichen runterreguliert
sind bleibt jedoch fraglich.

5.1.2.2 Analyse der Transkriptome von A1"° und B2P nach Co-Inkubation mit Organoidzellen

Die Analyse der Transkriptome von den Trophozoiten der Klone A1™ und B2P nach Co-
Inkubation mit den Organoidzellen konnte eine groRere Anzahl an, im Vergleich zu den
Kontrollen, differentiell exprimierten Genen zeigen (siehe 4.1.3.3). Bei vergleichbaren
Transkriptomanalysen anhand von humanen Kolon Explantaten, zeigte sich nach einer Stunde
der Co-Inkubation ebenfalls eine Vielzahl von differentiell exprimierten Genen in
Trophozoiten der Isolate HM-1:IMSS und Rahman im Vergleich zu normal kultivierten
Trophozoiten (Thibeaux et al., 2013). Bei diesem Modell wurde Gewebe von humanen
Dickdarmbiopsien isoliert und mit 1,6 x 10> Trophozoiten des pathogenen Isolates HM-1:IMSS
und des nicht-pathogenen Isolates Rahman jeweils fiir eine Stunde co-inkubiert. AnschlieRend
erfolgte der Vergleich der Transkriptome zu normal kultivierten Trophozoiten der beiden
Isolate.

5.1.2.2.1 Analyse der signifikant hochregulierten Stoffwechselwege der Trophozoiten A1"°
und B2P nach Co-Inkubation mit Organoidzellen

Um moglicher Unterschiede in der Genexpression zwischen dem nicht-pathogenen Klon A1"°
und dem pathogenen Klon B2P zu analysieren, wenn diese zusammen mit Organoidzellen co-
inkubiert wurden, wurden die, durch die signifikant hochregulierten Gene
Uberreprasentierten Stoffwechselwege genauer betrachtet und miteinander verglichen.
Dabei zeigt sich, dass nach 4 Stunden der Co-Inkubation in A1"™ Stoffwechselwege in
Verbindung mit Cysteinproteasen und Vakuolen hochreguliert sind, wahrend in B2P
Stoffwechselwege in Verbindung mit Peroxisomen und des Zellstoffwechsels hochreguliert
sind (siehe 4.1.3.4.1). In dieser Arbeit konnte weiter gezeigt werden, dass im Vergleich zu den
Kontrollen, in dem nicht-pathogenen Klon A1" nach 4 Stunden der Co-Inkubation mehr
Cysteinproteasen signifikant hochreguliert sind als in dem pathogenen Klon B2P (siehe
4.1.3.5.1). Die Phagozytose von toten Zellen oder deren Bestandteile durch die Trophozoiten
von E. histolytica ist bereits gut beschrieben (Huston et al., 2003). Dabei wird angenommen,
dass die Trophozoiten so das Level von toxischen und das Immunsystem stimulierenden
Subtanzen, welche durch die Zerstérung der Wirtszellen freigesetzt werden, senken. Dies
wirde eine Erklarung fir die hochregulierten Stoffwechselwege in Verbindung mit Vakuolen
in dem Klon A1 liefern, da innerhalb von Vakuolen und Lysosomen diese Stoffe verdaut
werden. In dem pathogenen Klon B2P sind nach 4 Stunden Co-Inkubation dagegen vor allem
Stoffwechselwege in Verbindung mit Peroxisomen und dem Zellstoffwechsel hochreguliert.
Bei der Gewebeinvasion von E. histolytica spielen Peroxisomen eine wichtige Rolle bei dem
Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies (Choi et al., 2005). Weiter konnte gezeigt werden, dass
Trophozoiten mit gehemmter Peroxidaseaktivitit eine geringere Toleranz gegeniber
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oxidativem Stress zeigten sowie nicht in der Lage waren Abszesse in einem Tiermodell
auslosen (Sen et al., 2007). Durch den Vergleich der Proteome konnte bereits eine erhdhte
Menge an Peroxisomen in dem Klon B2P im Vergleich zu A1" gezeigt werden (Biller et al.,
2009). Daher konnte eine Erkldarung fiir den pathogenen Phanotyp von B2P sein, dass die
Trophozoiten, durch eine schnellere Regulation von Peroxisomen-bezogenen
Stoffwechselwegen besser auf oxidativen Stress reagieren kbnnen, was einen Vorteil in der
Abwehr der Immunantwort mit sich bringt. Die Hochregulation von Stoffwechselwegen des
allgemeinen Stoffwechsels, wie Kohlenhydrat- und Fettsdurestoffwechsel konnte in dhnlichen
Versuchen bereits gezeigt werden (Gilchrist et al., 2006; Thibeaux et al.,, 2013). Die
Hochregulation von Stoffwechselwegen des Energiehaushaltes konnte eine Folge des
veranderten Nahrstoffangebots sein. Durch die Zerstérung der humanen Zellen werden
Zucker und Fette frei, die dann von den Trophozoiten aufgenommen werden. Nach 8 Stunden
der Co-Inkubation mit Organoidzellen konnten keine signifikant angereicherten
Stoffwechselwege in den Trophozoiten von A1"P und B2P ausgemacht werden. Schaut man
sich jedoch alle hochregulierten Zellprozesse an, ergibt sich flr die beiden Klone ein dhnliches
Bild (siehe 4.1.3.4.3). Bei beiden Klonen kénnen die meisten hochregulierten Gene Prozessen
aus dem Zellstoffwechsel zugeordnet werden. Schaut man sich die Stoffwechselwege genauer
an, betreffen die meisten wieder den Energiehaushalt, wie Kohlenhydrat- und
Fettsdurestoffwechsel (Daten nicht gezeigt). Da nach 8 Stunden der Co-Inkubation viele der
humanen Organoidzellen bereits lysiert sind, ist eine groRe Menge an Nahrstoffen freigesetzt
worden. Daher sind die Stoffwechselwege des Energiehaushaltes und der Homdostase in den
Trophozoiten hochreguliert.

5.1.2.2.2 Analyse der signifikant runterregulierten Stoffwechselwege der Trophozoiten von
A1"° und B2P nach Co-Inkubation mit Organoidzellen

Betrachtet man die signifikantesten runterregulierten Stoffwechselwege der Trophozoiten
von A1"P und B2P nach 4 Stunden Co-Inkubation mit Organoidzellen, betrifft es bei A1" vor
allem Prozesse, die in Verbindung mit Ribosomen und ribosomaler RNA (rRNA) stehen,
wahrend bei B2P nur Stoffwechselwege der Proteinmodulation zu den signifikantesten zahlen
(siehe 4.1.3.4.2). Nach 8 Stunden der Co-Inkubation sind bei beiden Klonen lberwiegend
Stoffwechselwege des RNA-Stoffwechsel runterreguliert (siehe 4.1.3.4.4). Neben Prozessen
die mit rRNA in Verbindung stehen, sind vor allem auch Prozesse von nicht-codierender RNA
(ncRNA) runterreguliert. Somit scheinen bei Co-Inkubation mit Organoidzellen vor allem
Stoffwechselwege der Expressionsregulation und der post-translationalen Modifikation von
Proteinen runterreguliert zu sein. Zwischen den beiden Klonen ist dabei kein Unterschied zu
erkennen. In E. histolytica sind eine Reihe von ncRNAs beschrieben, die eine wichtige
regulatorische Aufgabe in der Genexpression spielen (Zhang et al., 2008; Zhang et al., 2011;
Morf et al., 2013; Mar-Aguilar et al., 2013). Dabei besteht die grofle Mehrheit der ncRNAs aus
kleinen interferierenden RNAs (siRNA), die am Prozess des Gensilencing beteiligt sind (Kaur &
Lohia, 2004, Vayssie et al., 2004; Boettner et al., 2008). Die Runterregulation der ncRNAs fiihrt
also zu einer erh6hten Produktion von Proteinen, da die Translation nicht mehr durch die
jeweiligen ncRNAs gehemmt wird. Durch die Inkubation der Trophozoiten in dem
Transwellsystem zusammen mit den Organoidzellen verandern sich eine Reihe von Faktoren,
wie Sauerstoff- und Nahrstoffgehalt, fliir die Trophozoiten. Daher miissen bestimmte
Stoffwechselwege in den Trophozoiten aktiviert werden, um z.B. mit reaktiven
Sauerstoffspezies oder einer bestimmten Art von Kohlenhydraten oder Fetten umzugehen.
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Dies konnte ein moglicher Grund fir die Runterregulation der RNA- Stoffwechselwege in den
Klonen A1"P und B2P nach Co-Inkuabtion mit den Organoidzellen sein.

5.1.2.2.3 Expression von Pathogenitdtsfaktoren nach Co-Inkubation

Neben den bereits erwdhnten Cysteinproteasen spielen auch noch amoebapores und
Gal/GalNAc Lektine eine wichtige Rolle bei der Gewebeinvasion von E. histolytica (Tannich et
al., 1991; Petri & Schnaar, 1995; Leippe, 1997). Daher wurde die Expression dieser
Pathogenitatsfaktoren anhand der Transkriptome genauer betrachtet. Dabei zeigte sich, dass
nach 4 Stunden der Co-Inkubation mit Organoidzellen in dem nicht-pathogenen Klon A1 flinf
Cysteinproteasen und dem pathogenen Klon B2P nur eine Cysteinprotease signifikant
hochreguliert sind (siehe 4.1.3.5.1). Von den 50 Cysteinproteasen von E. histolytica sind unter
normalen Kulturbedingungen nur die vier Cysteinproteasen EhCP-A1, EhCP-A2, EhCP-A5 und
EhCP-A7 im hohen MaR exprimiert und machen rund 90% der Proteaseaktivitdt aus
(Bruchhaus et al., 2003; Tillack et al., 2007; Clark et al., 2007; Irmer et al., 2009, Matthiesen et
al., 2013). Die EhCP-A7 ist in beiden Klonen nach 4 Stunden Co-Inkubation signifikant
hochreguliert. Nach Co-Inkubation mit einem humanen Kolon Explantat konnte die EhCP-A7
ebenfalls in dem pathogenen Isolat HM-1:IMSS und dem nicht-pathogenen Isolat Rahman als
signifikant hochreguliert gezeigt werden (Thibeaux et al., 2013). In A1"° sind zudem noch die
Cysteinproteasen EhCP-A1, EhCP-A2, EhCP-A4 und EhCP-B4 signifikant hochreguliert. Fir die
hier genannten Cysteinproteasen konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass sie eine wichtige
Rolle bei der Abszessbildung spielen und in den Trophozoiten des Klons B2P wéhrend der
Leberinvasion signifikant hochreguliert sind im Vergleich zu axenisch kultivierten
Trophozoiten (Gilchrist et al., 2006; Matthiesen et al., 2013). Interessanterweise sind in dem
nicht-pathogenen Klon A1"™ nach 4 Stunden der Co-Inkubation wesentlich mehr
Cysteinproteasen hochreguliert als in dem pathogenen Klon B2P. Nach 8 Stunden der Co-
Inkubation sind in beiden Klonen nur noch zwei Cysteinproteasen signifikant hochreguliert,
wobei in dem Klon B2P ebenfalls drei signifikant runterreguliert sind (siehe 4.1.3.5.2). In A1"P
sind dabei die EhCP-A1 und EhCP-B4 hochreguliert, wahrend in B2P ebenfalls die EhCP-B4 und
zusatzlich die EhCP-B9 hochreguliert sind. Fir die ERCP-B9 konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass diese wahrend der Abszessbildung im Tiermodell in dem Klon B2P signifikant
hochreguliert ist (Matthiesen et al., 2013) Die drei Cysteinproteasen die in dem pathogenen
Klon B2P signifikant runterreguliert sind die EnCP-A4, EhCP-A6 und EhCP-A8. Fir die EhCP-A6
konnte ein Zusammenhang von gesteigerter Expression und temperaturbedingter
Stressantwort gezeigt werden (Weber et al., 2006). Von den vier generell exprimierten
Cysteinproteasen von E. histolytica spielt die EhCP-A5 die wichtigste Rolle bei der
Gewebeinvasion, der Immunantwort und der Abszessbildung (Ankri et al. 1999, Tillack et al.,
2006; Bansal et al., 2009; Thibeaux et al., 2012). Daher ist es moglich, dass diese bereits im
hohen MaRe von den Trophozoiten exprimiert wird und somit nicht zu den signifikant
hochregulierten Genen zahlt.

Die Betrachtung von Genen, die fiir die Gal/GalNAc Lektine codieren konnte zeigen, dass in
dem nicht-pathogenen Klon A1"™ nach 4 Stunden der Co-Inkubation 7 signifikant
runterreguliert sind, wahrend in dem pathogenen Klon B2P 4 signifikant runter- und 2
signifikant hochreguliert sind (siehe 4.1.3.5.1). Nach 8 Stunden der Co-Inkubation sind jeweils
2 Lektingene in beiden Klonen signifikant runterreguliert (siehe 4.1.3.5.2). Das Gal/GalNac
Lektin spielt eine wichtige Rolle bei der Anheftung an die Wirtszellen (Tannich et al., 1991;
Petri & Schnaar, 1995). Daher wiirde man die, fiir die Lektine codierenden Gene, nach Co-

Constantin Koénig 92



5 Diskussion

Inkubation mit den Organoidzellen hochreguliert erwarten. Nach 4 Stunden Co-Inkubation
sind in dem pathogenen Klon B2P zwei Lektingene, die flr die kleine Untereinheit codieren
signifikant hochreguliert. Anhand der Inkubation mit einem humanen Kolon Explantat konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass nach einer Stunde Inkubation in den Trophozoiten des Isolates
HM-1:IMSS das Gen fir die kleine Untereinheit des Lektins signifikant hochreguliert ist
(Thibeaux et al., 2013). Interessanterweise konnte dies nicht fiir die Trophozoiten des nicht-
pathogenen Isolates Rahman gezeigt werden. In einer weiteren Studie konnte dagegen
gezeigt werden, dass in Trophozoiten des Isolates HM-1:IMSS Gene, die fir die kleine
Untereinheit codieren 1 Tag und 29 Tage nach der Infektion von Mausen signifikant
runterreguliert waren (Gilchrist et al., 2006).

In einem weiteren Ansatz wurden die Transkriptome der Trophozoiten der Klone A1" und
B2P, die ohne Organoidzellen tber 4 Stunden in dem Transwell-System inkubierten mit denen
von normal kultivierten Trophozoiten verglichen. Dabei konnte eine Vielzahl von Genen als
differentiell exprimiert gezeigt werden (siehe 4.1.3.5). Bei einer Betrachtung der, in den
Transwell-inkubierten Trophozoiten, signifikant hochregulierten Gene konnten viele Gene
gezeigt werden, die fiir Cysteinproteasen, Lektine und amoebapores codieren. Dabei sind in
dem pathogenen Klon B2P wesentlich mehr Gene, die fiir diese drei Proteinfamilien codieren
signifikant hochreguliert als in A1"P. Unter den Cysteinproteasen findet sich bei beiden Klonen
die bereits beschriebene Cysteinprotease EhCP-A5. Die Transkriptome dienten als Kontrolle
flir die Trophozoiten, die zusammen mit Organoidzellen co-inkubiert wurden. Da diese Gene
bereits bei Kultivierung der Trophozoiten in dem Transwellsystem stark hochreguliert werden,
finden sie sich wahrscheinlich nicht als differentiell exprimiert, wenn man die Transkriptome
mit denen von Trophozoiten vergleicht, die zusammen mit Organoidzellen im Transwell-
System co-inkubiert wurden. Dabei stellt sich die Frage, warum bereits bei Kultivierung in dem
Transwell-System viele der, fiir die Pathogenitatsfaktoren codierenden Gene hochreguliert
werden. Eine mogliche Erkldarung konnte das Matrigel sein, was zum Verschluss der Filter der
Transwelleinsdtze benutzt wurde. Matrigel ist ein Gemisch aus verschiedenen Proteinen der
extrazelluldaren Matrix, welches aus Sarkomen von Mausen extrahiert wird und die
extrazellulare Matrix in verschiedenen Modellen nachstellen soll (Hughes et al., 2010). Es
konnte bereits eine Interaktion mit Trophozoiten des Isolates HM-1:IMSS und Matrigel gezeigt
werden (Emmanuel et al., 2015; Hasan et al., 2018). Dabei konnte unter anderem gezeigt
werden, dass das Gal/GalNAc Lektin eine wichtige Rolle bei der Adhasion an die Proteine des
Matrigel spielt (Emmanuel et al., 2015). Weiter ist beschrieben, dass Trophozoiten von E.
histolytica auf Proteine der extrazelluldaren Matrix mit der Sekretion von Cysteinproteasen
reagieren (Franco et al., 1997; Talamas-Rohana & Rios, 2000). Die Stimulation der
Trophozoiten durch das Matrigel wiirde daher eine Erklarung fir die Hochregulation der
verschiedenen Cysteinproteasen, Lektine und amoebapores liefern. Der pathogene Klon B2P
scheint dabei eine grofRere Anzahl dieser Proteine zu exprimieren, was zum pathogenen
Phanotyp passt. Interessanterweise ist in dem pathogenen Klon B2P die EhMP8-1 signifikant
hochreguliert, wahrend in dem nicht-pathogenen Klon A1" die EhMP8-2 signifikant
hochreguliert ist im Vergleich zu axenisch, mikroaerophil kultivierten Trophozoiten. Es konnte
gezeigt werden, dass Trophozoiten des Isolates HM-1:IMSS die in der Expression der ERMP8-
1 gehemmt waren, Proteine der extrazelluldaren Matrix schlechter Aufnehmen konnten (Hasan
et al., 2018). Dies konnte eine Erklarung fir die Hochregulation der Metalloproteasen bei
Kontakt mit dem Matrigel sein.
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5.2 Die Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 von E. histolytica

Die Metalloproteasen EnMP8-1 und EhMP8-2 sind 2 der insgesamt 22 bisher beschriebenen
Metalloproteasen von E. histolytica. Aufgrund ihres charakteristischen Zink-Bindungsmotivs
zahlen sie zu der Familie M8 der Metalloproteasen. Sie bestehen beide aus einer
extrazellularen Domane, in der das katalytische Zentrum liegt, einer Transmembrandomane
und einer zytoplasmatische Domane (Tillack et al., 2007). Beide Proteine weisen eine
Aminosauresequenzibereinstimmung von 34% auf und dhneln dem sog. Leishmanolysin,
welches ein essentiellen Pathogenitatsfaktor von Leishmania major darstellt und zu einem
wichtigen Impfstoffkandidaten zahlt. Bei L. major dient es vor allem der Abwehr der
Immunantwort, sowie dem Schutz vor einem lysosomalen Abbau der Parasiten, indem es
Zytokine und hydrolytische Enzyme inaktiviert (Kulkarni et al., 2006; Isnard et al., 2012). Fir
die EhRMP8-1 konnte eine Proteaseaktivitat gegeniber succinyliertem Casein gezeigt werden
(Teixeira et al., 2012).

Aufgrund der Ahnlichkeit zu dem Leishmanolysin und dem bereits beschriebenen negativen
Effekt auf die Pathogenitat sollten die beiden Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 in
dieser Arbeit ndaher charakterisiert werden.

5.2.1 Einfluss der ERMP8-1 und EnMP8-2 auf die Pathogenitat

Der Einfluss der beiden Metalloproteasen auf die Pathogenitat der Trophozoiten sollte anhand
verschiedener phanotypischer Untersuchungen bestimmt werden. Dazu wurde mit den drei
silencern A1E"MPE-1 S A1ERMPE-2 Singd A1DPoppel Si des nicht-pathogenen Klons A1™ und dem
silencer B2EMMPE-L S sowie dem Uberexprimierer B2E"MP8-2 UE das pathogenen Klons B2P
gearbeitet. Die Vergleiche der Ergebnisse zu den beiden Wildtypen A1™ und B2°P bzw. B2PNC
sollten mogliche Unterschiede zeigen, die dann auf die Metalloproteasen zuriickzufihren
waren.

Da Cysteinproteasen eine wichtige Rolle bei der Pathogenitat von E. histolytica spielen sollte
die Aktivitat der Cysteinproteasen der unterschiedlichen Transfektanten mit denen der
Wildtypen verglichen werden (Tillack et al., 2006; Lidell et al., 2006; Thibeaux et al., 2013)
Dabei wurde zum einen die Spaltung des Substrates Z-Arg-Arg-pNA durch Lysate der
Trophozoiten Uber die Zeit bestimmt und zum anderen die Aktivitat einzelner
Cysteinproteasen mittels eines Substratgels miteinander verglichen. Dabei konnte fir alle
silencer eine signifikant geringere Cysteinproteaseaktivitat im Vergleich zu den Kontrollen
nachgewiesen werden, wahrend der Uberexprimierer eine signifikant hohere Aktivitat im
Vergleich zu der Kontrolle aufwies (siehe 4.2.4). Diese Ergebnisse konnten durch die Analyse
der Substratgele bestatigt werden (siehe 4.2.5). Generell zeigen die Transfektanten des
pathogenen Klons B2P eine héhere Cysteinproteaseaktivitdt als die des nicht-pathogenen
Klons A1™. Dies deckt sich mit den bereits beschriebenen Cysteinproteaseaktivitiaten der
beiden Klone A1"™ und B2P (Meyer et al, 2016). Eine signifikant erhohte
Cysteinproteaseaktivitat des Uberexprimierers B2E"MP8-2UE sowie eine signifikant reduzierte
Aktivitit des silencers A1E"MP82Si konnte bereits beschrieben werden (Dissertation Lender,
2019). Bisher ist noch kein direkter Zusammenhang von Metalloproteasen und
Cysteinproteasen beschrieben. Jedoch konnten gezeigt werden, dass beide Arten von
Proteasen durch die Zugabe des Peptids B-Amyloid in Makrophagen aktiviert werden kénnen
(Castellano et al., 2014). Bei Kontakt mit Proteinen der extrazellularen Matrix werden das
Leishmanolysin und die Cysteinprotease CP-B gleichermallen von den Amastigoten der
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Leishmania Arten ausgeschuittet (Kulkarni et al., 2008). Eine gegenseitige Aktivierung von
Metalloproteasen durch Spaltung der Proform konnte bereits gezeigt werden (Cui et al.,
2017). Eine solche gegenseitige Aktivierung von Cysteinproteasen in E. histolytica wurde
ebenfalls postuliert (Tillack et al., 2006). Daher ist es denkbar, dass auch die Metalloproteasen
EhMP8-1 und EhMP8-2 die Cysteinproteasen von E. histolytica aktivieren kdénnen. Die
Substratgele zeigen, dass in den silencern des nicht-pathogenen Klons A1"° vor allem die EhCP-
Al und EhCP-A2 schwachere Aktivitat aufweisen, wahrend bei dem silencer des pathogenen
Klons B2P die EnCP-A5 und EhCP-A7 schwachere Aktivitat zeigen.

Die Fahigkeit von E. histolytica pro- und eukaryotische Zellen zu lysieren ist bereits gut
beschrieben, wobei den amoebapores eine wichtige Rolle zugeschrieben wird (Zhang et al.,
2004). Daher sollte ein moglicher Einfluss der Metalloproteasen auf die Lyse von HepG2 Zellen
untersucht werden. Bei HepG2 handelt es sich um eine humane Leber-Krebszelllinie (Aden et
al., 1979). Da sich die invasive Verlaufsform in den meisten Fallen in der Leber manifestiert
und die Trophozoiten das Lebergewebe lysieren und es zu einer Abszessbildung kommt,
wurde diese Zelllinie fur die Versuche ausgewahlt. Dabei zeigte sich, dass die Trophozoiten
der Klone A1"P und B2P generell nicht in der Lage waren die Zellen zu lysieren (siehe 4.2.2).
Dabei hatte die gehemmte oder verstarkte Expression der Metalloproteasen keinen Einfluss
auf die lytische Fahigkeit. Dies konnte ebenfalls fiir die Klone A1"P und B2P sowie fiir die
Transfektanten anhand von THP1 Zellen gezeigt werden (Dissertation Lender, 2019).
Trophozoiten des Isolates G3 in denen die Expression der EhMP8-1 gehemmt wurde zeigten
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Fahigkeit T-Jurkat-Zellen zu lysieren im
Vergleich zum Wildtyp (Teixeira et al., 2012).

Als letztes sollte der Einfluss der Metalloproteasen auf den zytopathischen Effekt auf HepG2
Zellen untersucht werden. Dabei zeigte sich ein signifikant geringerer zytopathischer Effekt
fur die silencer A1E"MPE-1Si - A1ERMP8-2Si\,nq BQENMPE-1Si sowie fiir den Uberexprimierer B2EhMP8-2
UE wohingegen der silencer A1P°PPe! Si keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle A1"P
zeigte (siehe 4.2.3). Bei der in dieser Arbeit untersuchten Invasion der 2D-Organoidkulturen
konnte fiir alle silencer eine signifikant geringere Abnahme des TEER im Vergleich zu den
Kontrollen gemessen werden, was darauf schlieBen lasst, dass diese den Zellrasen langsamer
zerstoren (siehe 4.1.1.3). Unter Ausschluss des silencers A1P°PPe' Si passen diese Ergebnisse
zusammen. Ebenso konnte eine geringere Cysteinproteaseaktivitat fur die silencer festgestellt
werden, was zu einem geringeren zytopathischen Effekt fiihren wiirde (siehe 4.2.4). Jedoch
konnte fiir den Uberexprimierer dabei eine signifikant hohere Proteaseaktivitit festgestellt
werden, was nicht mit den Messungen des zytopathischen Effektes auf HepG2 Zellen
zusammenpasst. Fur Trophozoiten des Isolates HM-1:IMSS bei denen die Expression der
EhMP8-1 gehemmt wurde, konnte ebenfalls ein signifikant geringerer zytopathischer Effekt
auf CHO Zellen im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden (Teixeira et al., 2012). Weiter konnte
gezeigt werden, dass die silencer der EEMP8-2 und EhMP8-1 des nicht-pathogenen Klons A1"P
eine signifikant geringere hamolytische Aktivitat aufwiesen, als der WT A1"P (Dissertation
Lender, 2019). Dabei konnte fir den Uberexprimierer B2E"MP8-2 UE dagegen eine signifkant
gesteigerte hamolytische Aktivitat gezeigt werden. Unter Betrachtung der hier gesammelten
Ergebnisse sowie dem Einbezug der Ergebnisse aus vorangegangenen Arbeiten, scheinen die
beiden Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 von E. histolytica einen negativen Effekt auf
viele Merkmale zu haben, die mit der Pathogenitdt assoziiert werden. Das silencing der
Metalloproteasen in den Trophozoiten flihrt zu einer Reduktion der Cysteinproteaseaktivitat,
der hamolytischen Aktivitat und der zytopathischen Aktivitat auf verschiedene Zelltypen.
Dagegen konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass das silencing der EhMP8-2 zu einer
signifikanten Steigerung der Pathogenitat fiihrte (Meyer et al., 2016). Die Bildung von ALAs ist
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ein komplexer Vorgang, bei dem auch der Wirt und die wirtsspezifische Immunantwort eine
groBe Rolle spielen. Durch die Reduktion von Cysteinproteaseaktivitdit sowie der
zytophatischen Aktivitat, ausgel6st durch eine gehemmte Expression der Metalloproteasen,
kommt es moglicherweise zu weniger Schaden des Wirtsgewebes. Dadurch werden die
Trophozoiten nicht so schnell vom Immunsystem des Wirtes erkannt, was zu einer
ungehinderten Ausbreitung im Wirtsgewebe fihrt. Im Weiteren handelt es sich bei dem
verwendeten artifiziellen Tiermodell und den in vitro Assays um Modelle, die nur bedingt die
Situation in vivo nachstellen kénnen.

5.2.2 Analyse der Transkriptome von silencern der Metalloproteasen

Aufgrund der Unterschiede bei den untersuchten phanotypischen Pathogenitdtsmerkmalen
der silencer wurden die Transkriptome dieser mit denen von A1" und B2P verglichen. Dabei
sollten mogliche Einflisse des silencings der Metalloproteasen auf die Expression anderer
Gene ausgemacht werden, was wiederrum eine mogliche Erklarung fur die Unterschiede der
phadnotypischen Untersuchungen liefern sollte. Das Ausschalten der Expression von Genen in
den Trophozoiten von E. histolytica ruht auf dem RNAi-basierten Verfahren (Bracha et al.,
2003). Dabei wird ein Vektor, der die Zielsequenz und eine bestimmte vorgeschaltete Trigger-
Sequenz enthalt in die Trophozoiten transfiziert. Die Trigger-Sequenz ist eine Gensequenz zu
der die Trophozoiten natirlicherweise eine groRe Anzahl an kleinen gegenldufigen RNAs
(asRNA) bilden, was die Unterdriickung der Expression dieses Gens zur Folge hat.
Interessanterweise fiihrt dies ebenso zur Unterdriickung der Expression der nachgeschalteten
Zielsequenz. Der chromosomale Locus des Zielgens bildet auch nach Verlust des Plasmids
weiterhin asRNAs, was zu einem stabilen silencings des Gens flihrt. In E. histolytica basiert ein
GrofRteil der natiirlichen Genregulation auf der Bildung von asRNAs (Morf et al., 2013; Suresh
et al., 2016). Somit ist es denkbar, dass das artifizielle Ausschalten der fir die EhMP8-1 und
EhMP8-2 codierenden Gene zu einer veranderten Regulation weiterer Gene fiihrt. Solche Off-
target Effekte durch das RNAi-basierte silencing sind bereits beschrieben (Putzbach et al.,
2018). Bei dem silencer A1E"™P&1Si konnte dariiber hinaus schon eine reduzierte Expression
der EhMP8-2 nachgewiesen werden, jedoch konnte kein Einfluss auf die Expression der
EhMP8-1 in dem silencer A1E"MP&2Si gazeigt werden (Dissertation Lender, 2019). In dieser
Arbeit konnten in den beiden silencern A1E"MP&15i ynd A1ENMP8-25i aine Vielzahl von differentiell
exprimierten Genen im Vergleich zu A1"° gezeigt werden (siehe 4.2.6). Dabei sind die meisten
der Gene signifikant runterreguliert, was fir die vorher genannten Problematik der Off-target
Effekte beim RNAi-basiertem silencing spricht. In den silencern A1P°PPe!Si ynd B2ENMP8-1Siging
dagegen nur wenige Gene differentiell exprimiert im Vergleich zu den Wildtypen, wobei die
Mehrzahl an Genen ebenfalls signifikant runterreguliert sind. Beim Vergleich der differentiell
exprimierten Gene der silencer von A1™ zeigt sich, dass erstaunlicherweise nur wenige Gene
in allen drei gleichzeitig runterreguliert sind und keine gleichzeitig hochreguliert sind. Der
oben genannte Einfluss des silencings der EhMP8-1 auf die Expression der ERMP8-2 konnte
nicht bestatigt werden. Unter den signifikant runterregulierten Genen finden sich viele Gene
die fiir Proteine aus der AlG1 Familie codieren. Rund die Halfte der runterregulierten Gene in
A1Poprel Si codieren fiir AIG1 Proteine. Erstmals beschrieben wurden AIG1 Proteine in
Zusammenhang mit der Immunabwehr von Pflanzen (Reuber et al., 1996). In E. histolytica
konnte fir Proteine aus dieser Familie eine Verbindung mit der Antwort auf Stress gezeigt
werden (Ehrenkaufer et al., 2007; Vicente et al., 2009; Penuliar et al., 2015). Dariber hinaus
sind flr einige Proteine aus der Familie auch ein Zusammenhang mit der Pathogenitat
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festgestellt worden (Nakada-Tsukui et al., 2018). Dabei konnte eine gesteigerte Adharenz von
Trophozoiten des Isolates HM-1:IMSS an HRBC gezeigt werden, wenn ein AIGl Gen
Uberexprimiert wurde. Dies konnte eine mogliche Erklarung fur den signifikant geringeren
zytopathischen Effekt auf HepG2 Zellen und die signifikant geringere Abnahme des TEER der
silencer liefern. Die Runterregulation der AIG1 Gene in den silencern kdnnte eine verringerte
Adhadrenz mit sich bringen, was eine schlechtere Kontaktaufnahme an die Organoid- und
HepG2 Zellen zur Folge hatte. Dadurch wiirden diese die Zellen langsamer l6sen bzw.
zerstoren. Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass in den silencern der Metalloproteasen
Gene, die flr Cysteinproteasen codieren signifikant runterreguliert sind (siehe 4.2.6). Dabei
ist in dem silencer B2E"MP&15i dje EnCP-A7 signifikant runterreguliert im Vergleich zu B2P. Dies
lield sich durch die Substratgele bestatigen (siehe 4.2.5). Die EhCP-A1 und EhCP-A2 zeigen zwar
in dem Substratgel eine verringerte Aktivitat fir die silencer A1E"MP8-2 51 ynd A1PoPpel S gind
jedoch nicht signifikant runterreguliert im Vergleich zu A1"P. Gleiches gilt fiir die EhCP-A5 fir
den silencer B2E"MP&-1Si Eg konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass das mRNA Level und
die Aktivitat von Cysteinproteasen von E. histolytica Trophozoiten nicht miteinander
korrelieren (Matthiesen et al., 2013). Unter den signifikant runterregulierten Genen finden
sich bei den silencern des nicht-pathogenen Klons A1" eine Reihe von Genen, die fir die
Untereinheiten des Gal/GalNAc Lektin codieren (siehe 4.2.5). Die Lektine spielen eine wichtige
Rolle bei der Pathogenitdt, da sie das Anheften der Trophozoiten an die Wirtszellen
ermoglichen (Tannich et al., 1991; Petri & Schnaar, 1995). Eine verringerte Expression dieser
Gene fiihrt zu einer geringeren Adharenz, was wiederum, wie bereits fir die aigl Gene
beschrieben, die Ergebnisse der TEER Messungen und des zytopathischen Effektes erklaren
wiirde. Ob es sich dabei um einen direkten Effekt des silencings der Metalloproteasengene
handelt, oder ob durch die bereits beschriebene Problamitik der Off-target Effekte, nur ein
zufalliges silencing dieser Gene auftritt, bleibt dabei fraglich.

5.2.3 Lokalisation der EEMP8-1 und EhMP8-2 mittels Myc-tag

Durch die Lokalisation der beiden Metalloproteasen EhMP8-1 und EhMP8-2 in den
Trophozoiten von E. histolytica sollten mogliche Rickschliisse auf die Funktion gezogen
werden. Dabei wurden die Metalloproteasen artifiziell in den Trophozoiten Gberexprimiert,
wobei zusatzlich ein Myc-tag an diese fusioniert wurde. Mit Hilfe von spezifischen anti-Myc
Antikorpern konnten die beiden Proteasen dann lokalisiert werden. Dabei konnten beide
Metalloproteasen nur im Zytoplasma lokalisiert werden, nicht aber an der Oberflache der
Trophozoiten (siehe 4.2.7). Dieses widerspricht den Ergebnissen von Teixeira et al., welche die
EhMP8-1 mit Hilfe von spezifischen Antikorpern, generiert durch die Immunisierung von
Kaninchen durch rekombinantes EhMP8-1, auf der Oberflache, sowie im Zytoplasma der
Trophozoiten des Isolates HM-1:IMSS lokalisieren konnten (Teixeira et al., 2012). Dabei
konnte sie allerdings nur bei einer geringen Anzahl an Trophozoiten auf der Oberflache
lokalisiert werden. Im Zytoplasma zeigte sich dabei eine spezifische, punktuelle Lokalisation,
wobei bestimmte Bereiche, wie Vakuolen, nicht gefarbt waren. Dies konnte in dieser Arbeit
bestatigt werden und ebenso fir die EhRMP8-2 gezeigt werden. Es scheint, als wiirden die
Metalloproteasen in Vesikeln im Zytoplasma lokalisiert sein. Bei Leishmania major findet sich
das Leishmanolysin auf der Oberflaiche der Promastigoten (Bouvier, 2004). Auch bei der
Untersuchung des Oberflachenproteoms von Trophozoiten des Isolates HM-1:IMSS konnte
die EnMP8-1 gefunden werden (Biller et al., 2004). Allerdings sind in E. histolytica einige der
Cysteinproteasen innerhalb von Vesikeln lokalisiert worden (Jacobs et al., 1998). Daher ware
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es denkbar, dass auch die Metalloproteasen sich in Vesikeln der Trophozoiten befinden.
Kirzlich konnten darliber hinaus in unserer Arbeitsgruppe die beiden Metalloproteasen
EhMP8-1 und EhMP8-2 in dem Proteom von extrazelluldaren Vesikeln der Trophozoiten
nachgewiesen werden (unveroffentlicht). Warum die EhMP8-1 jedoch nicht auf der
Oberflache lokalisiert werden konnte bleibt fraglich. Es ware denkbar, dass die beiden
Proteine aufgrund der artifiziellen Uberexpression mit dem Myc-tag von den Trophozoiten als
zellfremd erkannt werden und daher fiir den Abbau in Vesikel angereichert werden.

6 Ausblick

Viele der Mechanismen und Griinde einer invasiven Verlaufsform der Amobiasis sind
weiterhin ungeklart und Thema der aktuellen Forschung von E. histolytica. Die Entdeckung
und Charakterisierung neuer Pathogenitatsfaktoren spielt dabei eine wichtige Rolle. Aber
auch die Entwicklung und Anwendung guter in vitro Zellmodelle zur Erforschung des Prozesses
der Gewebeinvasion stellt ein wichtiges Hilfsmittel dabei.

In dieser Arbeit wurde fiir die Untersuchung der Gewebeinvasion von E. histolytica mit einem
humanen, intestinalen 2D-Organoidmodell gearbeitet. Dabei wurden zwei Klone desselben
Isolates verwendet, die sich in ihrer Pathogenitdt unterscheiden. Es konnten durch
Transkriptomanalysen deutliche Unterschiede in der Reaktion der humanen Organoidzellen
auf die beiden Klone gezeigt werden. Aber auch in der Genexpression der beiden Klone, wenn
diese mit Organoidzellen zusammen inkubiert wurden, zeigten sich deutliche Unterschiede.
Interessanterweise ergab sich dabei kein Unterschied in der Zerstérung der 2D-
Organoidkulturen zwischen den Klonen. Auch wenn dieses Modell die in vivo Situation schon
recht gut abdeckt, kann noch vieles verandert und sich der Situation in vivo weiter gendhert
werden. Ein grofRes Defizit dieses Modells besteht in der fehlenden oder kaum vorhanden
Mukusschicht. Diese stellt jedoch in vivo die erste Barriere fir die Trophozoiten von E.
histolytica dar und spielt eine wichtige Rolle bei dem Schutz gegen eine invasive Verlausform.
Daher ware ein guter Ansatzpunkt flr die Verbesserung des Organoidmodells die Etablierung
einer intakten Mukusschicht. Weiter spielen auch Immunzellen, wie Granolozyten eine
wichtige Rolle bei der invasiven Verlaufsform. Es sind bereits einige Organoid- und Zellmodelle
beschrieben bei denen zusatzlich verschiedene Immunzellen eingebracht werden konnten. Da
auch das Mikrobiom im Darm einen wichtigen Faktor bei diesen Prozessen darstellt, ware das
Einbringen von typischen Bakterien des Darmes ein guter Ansatz zur Verbesserung des
Modells. Die Arbeit mit Transfektanten, die eine gesteigerte oder gehemmte Expression von
bekannten Pathogenitatsfaktoren aufweisen, konnten anhand dieses Modells genauere
Einblicke in die Funktion der Proteine bei der Invasion zeigen. Auch der Einfluss von bisher
unbekannten Proteinen auf die Pathogenitat konnte in einem solchen Modell einfach getestet
werden.

Die Charakterisierung der beiden Metalloproteasen ERMP8-1 und EhMP8-2 wurde mit Hilfe
unterschiedlicher Transfektanten durchgefiihrt. Dabei wurden die Expression der Gene
mittels RNAi-basiertem silencing gehemmt. Da dieses Verfahren durch Off-target Effekte oft
auch weitere Gene beeinflusst, ware die Etablierung eines spezifischen Gensilencings, wie
dem CRISPR/Cas-System, in E. histolytica ein guter Ansatz. Fur die Transfektanten konnte eine
Reihe signifikanter Unterschiede im zytopathischen Effekt auf HepG2 sowie der
Organoidzellen und in der Cysteinproteaseaktivitat gezeigt werden. Die Untersuchung der
Transkriptome konnte eine Vielzahl von differentiell exprimierten Genen im Vergleich zu den
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Wildtypen zeigen. Diese konnten mogliche Erklarungen fur die Unterschiede in den
phanotypischen Merkmalen liefern. Jedoch bleibt die Frage, ob es sich bei der verdanderten
Expression anderer Gene um Off-target Effekte handelt, oder ob es ein direkter Effekt der
gehemmten Expression der Metalloproteasen ist. Durch ein spezifischen silencing kénnte dies
geklart werden. Die Lokalisation mittels Myc-tag zeigte eine Ansammlung der beiden
Metalloproteasen in Vesikeln des Zytoplasmas. Zwar konnte eine Analyse des Proteoms von
Vesikeln dies bestatigen, jedoch konnte die ERMP8-1, sowie das verwandte Leishmanolysin
auf der Oberflache der jeweiligen Parasiten lokalisiert werden. Um eine Klarheit zu
bekommen, ob die hier gefunden Ergebnisse der Wirklichkeit entsprechen und keine
Fehllokalisation durch die artifizielle Expression entsteht, konnte ein Ansatz darin bestehen,
spezifische Antikdrper mit Hilfe von rekombinant exprimierten Metalloproteasen zu
generieren
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