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Entamoeba histolytica ist der Erreger der invasiven Amobiasis, die jedes Jahr weltweit zu Mil-
lionen von Erkrankungen und Zehntausenden Todesfallen fuhrt (20). Etwa eine halbe Milliarde
Menschen sind Trager von Amdében, in den meisten Fallen sind diese aber harmlose, nichtpa-
thogene Amoben, frither nichtpathogene E. histolytica, heute Entamoeba dispar genannt (3).
Fur die Einschéatzung einer Amobeninfektion ist es von grofter Bedeutung, pathogene und
nichtpathogene Amében zu unterscheiden. Dies gliickte erstmals SARGEAUNT (4, 15) mit Hilfe
von Isoenzymmustern der Phosphoglukomutase, Hexokinase und Glukosephosphatisomerase.
Spater wurde eine Reihe von genetischen Unterschieden zwischen E. histolytica und E. dispar
entdeckt (z. B. 5, 11, 18, 19), aber auch Antikdrper, die E. histolytica besser als E. dispar er-
kannten (z. B. 6, 9, 16).

In dieser Studie wird am Beispiel eines monoklonalen Antikérpers (EH7) beschrieben, wie
Proben zur Charakterisierung von Oberflachenstrukturen von E. histolytica und fur die Diffe-
renzierung zwischen E. histolytica und E. dispar gewonnen wurden.

Trophozoiten der pathogenen E. histolytica-Stamme SFL-3, 200:NIH, HK-9 und HM-1:IMSS
wurden axenisch bei 37°C in TYI-S-33 Medium (1) geziichtet. Der nichtpathogene E. dispar-
Stamm SAW 142 wuchs xenisch in TYSGM-9 Medium (2).

Vier weibliche BALB/c Mause (Forschungsinstitut fiir Versuchstierzucht, Himberg, Austria)
wurden intraperitoneal immunisiert (Versuchsbeginn Nov. 1993). Die erste Dosis waren 50~
75 ug einer Membranpraparation (13) aus E. histolytica SFL-3 in 150 ul 0,9% (w/v) NaCl, ver-
mischt mit 150 ul von komplettem Freunds Adjuvans, gefolgt von zwei Dosen des Antigens
mit inkomplettem Freunds Adjuvans an den Tagen 27 und 35. Die Inmunantwort wurde mit-
tels ELISA (siehe unten) verfolgt. Drei Tage vor der Fusion erhielten die Mause eine intraveno-
se Injektion von 100 ul (0,5 ug/pl), einen Tag spater von 50 ul von Amébenmembranantigenen
in PBS. Zwel Tage spater wurde der Maus mit dem hochsten ELISA-Titer die Milz entnommen.
Die daraus gewonnenen Splenozyten wurden in einem Verhaltnis 1:5 mit P3-X-Ag8.653X
Myelomzellen fusioniert (7). Die Hybridome wurden in Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin
(HAT) Medium selektiert. ELISA-positive Hybridome wurden mit Hilfe des Grenzverdunnungs-
verfahrens kloniert und in HT Medium mit 10% (v/v) fotalem Kélberserum (Sebak, Suben,
Austria) gezuchtet.
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ELISA-Methoden

Immunoblots

Indirekte Immunfluoreszenz
(12)

Konfokalmikroskopie

Resultate

Produktion von
monoklonalen Antikodrpern

Vergleich zwischen

E. histolytica und E. dispar
Membranantigenen im ELISA
mit Antikdrper EH7

ELISA Mikrotiterplatten (Greiner, Kremsmunster, Austria) wurden mit 100 pl der Membranpra-
paration von E. histolytica oder E. dispar (1 mg/ml in 0,1% [w/v] Ammoniumazetat, 0,2% [w/V]
NaN,) pro Napfchen beschickt und uber Nacht getrocknet. Die Hybridomuberstande wurden in
verschiedenen Verdinnungen in PBS zugesetzt und bei 37°C eine Stunde inkubiert. Die Platten
wurden funfmal gewaschen, und die gebundenen Antikérper wurden mit Peroxidase-gekop-
pelten Antimaus-Antikorpern (Jackson Immunoresearch, West Grove, Pennsylvania) in einer
Verdinnung von 1:1000 detektiert. ABTS (2,2'-Azinobis[3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure])
wurde fUr 30 Minuten zugegeben und die Absorption bei 405 nm bestimmt.

Immunaffinitdtsgereinigtes Galaktoselektin, das nach SDS (Natriumdodecylsulfat)-Polyacryla-
midgel-Elektrophorese auf Nitrozellulose ubertragen worden war, wurde uns dankenswerter-
weise von DR. E. TANNICH (Bernhard Nocht-Institut fur Tropenmedizin, Hamburg) zur Verfu-
gung gestellt. Streifen von der Nitrozellulosemembran wurden mit 1:100 Verdunnungen ver-
schiedener Hybridomuberstande inkubiert. Gebundene Antikorper wurden mit Hilfe von 2%)-
markierten Schaf-Antimaus-Antikdrpern (Amersham, Buckinghamshire, UK) markiert und auf
einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

E. histolytica HM-1:.IMSS-Trophozoiten wurden mit PBS gewaschen, auf ein Deckglaschen in
einer Petrischale Ubertragen und bei 37°C 10 Minuten inkubiert, um die Anheftung der Amo--
ben zu fordern. PBS wurde entfernt und die Deckgldschen wurden 30 Minuten in 3,5% (w/v)
Paraformaldehyd und danach 3 Minuten mit Methanol (-20°C) inkubiert. Danach wurden die
Deckglaschen 30 Minuten in 50 mM NH,CI und 30 Minuten in PBS mit 1% (w/v) Magermilch-
pulver inkubiert und dreimal mit PBS gewaschen. Nun wurden die Deckglaser mit einer 1:100
Verdunnung (1:10 in PBS) von Protein G (Pharmacia, Uppsala, Schweden) gereinigten mono-
klonalen Antikérpern 60 Minuten inkubiert und danach zweimal mit PBS gewaschen. Die Pro-
ben wurden dann 30 Minuten in einer Verdunnung von Rhodamin-markierten Kaninchen-An-
timaus-Antikorpern (Sigma, St. Louis, Missouri) inkubiert, die mit Trophozoiten wie beschrie-
ben (12) praabsorbiert worden waren. Zuletzt wurden die Proben 30 Minuten in PBS mit 1%
(w/v) Magermilchpulver inkubiert, kurz mit PBS gewaschen und mit 70% (v/v) Glycerin in PBS
auf einem Objekttrager fixiert.

Die wie oben beschrieben hergestellten Praparate wurden auf einem Leica DIAPLAN Laser-
konfokalmikroskop (Leica, Heidelberg, Deutschland) mit einem 63X Objektiv untersucht. Die
Rhodamin-markierten Proben wurden nach Anregung bei 568 nm mit einem auf 535 nm
(£ 8 nm) zentrierten RG610 Interferenzfilter betrachtet. Zehn Ebenen mit einem Abstand von
jeweils 0,5 um reichten aus, um eine Zelle von unten bis oben abzubilden. Die dreidimensio-
nale Rekonstruktion von Serien von Konfokalschnitten wurde mit Hilfe der CLSM-Leica Soft-
ware durchgefuhrt. Die Fotografien wurden auf Kodak T-max 400 Filmen mit einer 35 mm
Kamera auf einem Polaroid Freeze-Frame Videomonitor aufgenommen.

Mit einer Membranpraparation von E. histolytica SFL-3 als Mischung von Antigenen wurden
aus einer Fusion insgesamt acht monoklonale Antikdrper gewonnen, die EH1 bis EH8 genannt
wurden. Jeder der Antikorper war sowohl im Immunoblot als auch im ELISA mit Membranan-
tigenen positiv. Diese Mitteilung befafst sich mit dem Antikdrper EH7.

Erste Tests hatten gezeigt, daf® von den acht monoklonalen Antikorpern drei (EH5, EH7 und
EH8) bevorzugt an E. histolytica banden. Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse einer Doppelbestim-
mung fur den Antikorper EH7. Fur diesen Versuch wurden gleiche Mengen von Membranpra-
parationen von den E. histolytica-Stammen SFL-3, 200:NIH, HK-9 und HM-1:IMSS und von
dem E. dispar-Stamm SAW142 zur Beschichtung von ELISA-Platten verwendet und mit einer
1:100 Verdunnung des Antikorpers EH7 inkubiert. Abbildung 1 zeigt, dak alle E histolytica-
Stamme stark positiv und E. dispar negativ reagierten.
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SFL-3 200:NIH HK-9

Abbildung 1:

ELISA mit Membranpraparationen aus verschiedenen E. histolytica und E. dispar Stammen und
dem Antikorper EH7. Membranpraparationen aus E. histolytica SFL-3, 200:NIH, HK-9, HM-1:IMSS
und E. dispar SAW 142 wurden zum Beschichten der ELISA-Platten verwendet. Die Praparationen
wurden mit dem Antikorper EH7 geprobt. Die Balken zeigen die OD,,, der Peroxidasereaktion,
gemessen als Mittelwert von zwei Bestimmungen.

E. histolytics
HM1: INSS

mab 7

Abbildung 2:

Lokalisierung des EH7 Antigens in E. histolytica HM-1: IMSS Trophozoiten mit Hilfe der Konfokal
mikroskopie. A, B, C sind Horizontalebenen, D ist die Vertikalebene in der Mitte der Amobe.
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Zellulare Lokalisation des Antigens, das
von Antikorper EH7 erkannt wird

Um die Lokalisation des EH7 Antigens
in den Amoben zu bestimmen, wurden
die Trophozoiten fixiert und mit dem
Antikorper EH7 inkubiert. Die gebunde-
nen Antikorper wurden mit einem rho-
daminmarkierten zweiten Antikorper
markiert und die Amoben im Konfokal-
mikroskop betrachtet. Abbildung 2 zeigt
vier verschiedene optische Schichten
eines markierten Trophozoiten. Anti-
korper EH7 farbte eindeutig die Oberfla-
che der Amoben, aber auch eine grofde
Zahl von intrazellularen Strukturen. Un-
ter den gleichen Bedingungen erkannte
der Antikorper EH5 fast ausschlief8lich
Oberflachenstrukturen, wahrend der se-
kundare Antikorper allein negativ war
(Resultate nicht gezeigt).

Identifizierung des EH7 Antigens

Proben von Membranpraparationen aus
verschiedenen E. histolytica Stammen
wurden auf einem SDS-Polyacrylamid-
gel aufgetrennt, auf Nitrozellulose ge-
blottet und mit dem Antikorper EH7 in-
kubiert. Dabei trat eine Bande um
170 kD auf, die von der Grofse her dem
gut charakterisierten (8, 10, 17) Galakto-
se-Lektin der Amoben entsprechen
konnte.

Dankenswerterweise stellte DR. E.
TANNICH uns mehrere Blotstreifen mit
isoliertem Galaktose-Lektin zur Verfl-
gung, die wir mit dem Antikorper EH7
und als Kontrolle mit dem Antikorper
EH8 inkubierten. Abbildung 3 zeigt, daf%
der Antikorper EH7 das Galaktose-Lek-
tin erkannte.

Diskussion

In den vergangenen Jahren wurden so-
wohl auf DNS- als auch auf Antikorper-
ebene Nachweismethoden entwickelt,
die pathogene und nichtpathogene
Amoben eindeutig voneinander unter-
scheiden kéonnen und deshalb die Rede-
finition pathogener Amoben als E. hi-
stolytica und nichtpathogener Amoben



als E. dispar (3) als zweler getrennter Arten eindeutig unterstutzen, und eine Um-
schaltung zwischen beiden hochst unwahrscheinlich machen. Damit werden auch
diese Tests wichtiger, denn mit ihrer Hilfe kann man asymptomatische Infektionen
mit E. histolytica und E. dispar unterscheiden (14). Nur im Fall der Infektion mit E. hi-
stolytica ist dann eine Chemotherapie notwendig. Da der Antikorper EH7 das Ga-
laktose-Lektin erkannte, war er den Antikérpern aus dem Labor von PROF. W. A.
PETRI dhnlich, die ebenfalls mit pathogen-spezifischen Epitopen des Galaktose-
Lektins reagierten (9). Der Antikorper EH7 und die beiden anderen E. histolytica
spezifischen Antikorper sollen in Zukunft weiter auf ihre Verwendbarkeit zur Diffe-
renzierung zwischen E. histolytica und E. dispar getestet werden.

Erstaunlicherweise farbte der Antikorper EH7 auch das Innere der Trophozoiten
stark an, obwohl das Galaktose-Lektin eindeutig als Oberflachenprotein bekannt ist.
Man konnte sich vorstellen, dafy der Antikorper frisch synthetisiertes Lektin erkennt,
das die Oberflache noch nicht erreicht hat, aber es kdnnte auch sein, daf die Amo-
ben bei der Phagozytose oder Pinozytose mit den Membranen auch EH7 Antigen
aufnehmen und dann wieder zur Oberflache zurtckfihren.

Mit Hilfe einer Zahl von spezifischen Sonden kann es in Zukunft gelingen, nicht
nur pathogene und nichtpathogene Amében voneinander zu unterscheiden, son-
dern auch die Struktur und Dynamik der Amobenoberflache besser zu verstehen.
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Abbildung 3:

Immunoblot. Galaktose-Lektin, aus
axenisch gewachsenen
Trophozoiten von E. histolytica
HM-1:IMSS wurde auf ein
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen,
auf Nitrozellulose geblottet und mit
einer 1:100 Verdinnung der
Hybridomuberstande von den
Antikorpern EH7 und EH8 geprobt.
Die gebundenen Antikérper
wurden mit '?%j-Schaf-Antimaus-
Antikorpern detektiert.

Spur 1 = Antikorper EH7,

Spur 2 = Kontrollantikorper EH8.

Schliisselworter

Summary

Zusammenfassung

Entamoeba histolytica ist, besonders in den wéarmeren Landern, ein Verursacher von signifik-
anter Morbiditat und Mortalitdt. Um antigene Strukturen des Parasiten zu charakterisieren,
wurde eine Reihe von monoklonalen Antikdrpern gegen eine Membranpréparation von Enta-
moeba histolytica SFL-3 erzeugt. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz wurden die Antigene in gan-
zen Amében lokalisiert. Die Analyse der angefarbten Praparate mit Hilfe der Konfokalmikro-
skopie zeigte, daR Antikdrper EH7 die Oberflache der Amoben, aber auch sehr stark die Vesi-
kelstrukturen im Inneren der Amoben anfarbte. Antikérper EH7 band im Immunoblot an das
gereinigte Galatose-Lektin. Ein ELISA mit Membranpréparationen aus E. histolytica und E. dis-
par Stammen zeigte, dafs das Epitop fur den Antikdrper EH7 bevorzugt auf E. histolytica vor-
kam und deshalb fiir die Differenzierung von E. histolytica {pathogen) und E. dispar (nichtpa-
thogen) nitzlich sein konnte.

Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, monoklonale Antikorper.

A monoclonal antibody for the ditterentiation between
Entamoeba histolytica and Entamoeba dispar

Entamoeba histolytica causes extensive morbidity and mortality worldwide, especially in the
warmer countries. In order to characterize antigenic structures from Entamoeba histolytica, a
panel of mouse monoclonal antibodies was raised against a membrane preparation from
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E. histolytica strain SFL-3. We used immunofluorescence to localize the antigens in entire
amebae. Analysis of stained trophozoites with a laser confocal microscope showed that anti-
body EH7 labelled the surface of the amebae as well as vesicles inside the amebae. Antibody
EH7 bound to the purified galactose lectin of E. histolytica. An ELISA using membrane prepa-
rations from E. histolytica and E. dispar strains showed that the epitope of antibody EH7
occurred preferentially on E. histolytica strains. Therefore antibody EH7 could be useful as a
reagent for the differentiation of E. histolytica (pathogenic) and E. dispar (nonpathogenic).

Key words  Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, monoclonal antibody, diagnosis.
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