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Einleitung

Die Pathogenese aller klinischen Manifestationen der Amdbiasis 4Bt sich auf die
gewebszerstérende Wirkung dieser Protozoen zuriickfiihren. Als ein in vitro-Korrelat
der zytotoxischen Aktion von Amében ist der erstmals von McCAUL (4) beschriebene
Chromfreisetzungstest zu betrachten, bei welchem Kulturamében mit 5'Cr-markierten
Gewebekulturzellen inkubiert werden. Durch verschiedene Eingriffe in den Reaktions-
ablauf dieses Tests war es moglich, Aufschiisse Uber den Mechanismus der zellzer-
stdrenden Aktivitat von E. histolytica zu erhalten.

Material und Methodik

Zielzellen:

Gewebekulturzellen vom Typ K562 (abgeleitet von einer menschlichen Erythroleuk-
amie) wurden in Suspension in RPMI mit 10% fetalem Kalberserum (RPMI/FCS) kul-
tiviert.

Radioaktive Markierung der Zielzellen:

2,5 x 108 K562 Zellen wurden einmal in RPMI/FCS gewaschen und zum Bodensatz
100uCi Na,®'CrO, mit einer spezifischen Aktivitat von 1 mCi/mi 1 Stunde lang bei
37°C inkubiert. Danach wurden die Zeilen dreimal in RPMI/FCS gewaschen und auf
eine Dichte von 5 x 10* Zellen/ml in TYI-S33 Medium eingestellt.

Amében:
Trophozoiten des Stammes SFL; wurden monoxenisch in Medium TYI-S3 (1) kulti-
viert. Fur alle Versuche wurden 72-Stunden-Kulturen eingesetzt.

Zytotoxizitatstest”):

Fir den Zytotoxizitatstest wurde als Medium TYI-S33 bzw. RPMI/FCS im Falle von An-
satzen mit Komplement verwendet. Es wurden jeweils 0,2 ml der Suspension radioak-
tiv markierter Zielzellen in einer Dichte von 5x 10*ml, 0,2 mi der Amébensuspension
mit 2,5 x 10%ml bzw. anstelle der Amében als Negativkontrolle 0,2 mi Medium sowie
0,2 ml Medium, Komplement oder unmarkierte Zielzellen (5 x 104/ml) in 1 ml-Réhrchen
pipettiert. Die Rohrchen wurden dann entweder zentrifugiert (2 min. bei 600 g) und in
diesem Zustand weiterinkubiert (Pelletansatz) oder als Suspensionsansatz, wahrend
der gesamten Inkubationszeit in Bewegung gehalten oder als ,Pellet-Suspensions-
Ansatz“ wie oben zentrifugiert, nach 5 Minuten resuspendiert und bis zum Ende des
Versuches in Suspension gehalten. Zur Feststellung der aufgetretenen Lyse wurden
die Rohrchen — soweit es ndtig war — kurz suspendiert, anschlieBend 2 Minuten lang
bei 600 g zentrifugiert und der halbe Uberstand in ein zweites Rdhrchen transferiert.

") Dieser Test wurde nach der von SCHEINER et al. {(5) beschriebenen Methode durchgefihrt.
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Sowohl das Rohrchen, in welchem der Bodensatz + der halbe Uberstand enthalten war,
als auch das Rohrchen, welches nur den halben Uberstand enthielt, wurden in einem
Beckmann-Gamma-Counter gezshlt. Die Chromireisetzung wurde nach der Formel

X
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als MaB fur die Zielzell-Lyse berechnet, wobei

U die Radioaktivitat in 0,3 ml Uberstand,

B die Radioaktivitat im Bodensatz in 0,3 ml Uberstand + Bodensatz
bedeutet. Alle Werte wurden in Dreifachansatzen bestimmt, die Ergebnisse wurden
gemittelt.

Hemmung der Zytotoxitat:

Zur Blockade der Zytotoxizitat verwendeten wir frisches Normal-Humanserum, das in
IHA, IIFT und im Latextest keine Antikdrper gegen E. histolytica erkennen lieB. Dieses
Serum hatte gegen die K562-Zellen in dem im Test eingesetzten Konzentrationen kei-
nerlei zytotoxische Wirkung. Wie schon in einer friiheren Arbeit gezeigt (7), lysiert die-
ses Serum 40—-60% der Amoben.

Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 1 zeigt eine Zeitstudie der zytotoxischen Wirkung von Amében auf Zielzel-
len in den verschiedenen Modifikationen des Zytotoxizitatstests. Wurde durch Zentri-
fugation ein enger Kontakt zwischen Amében und Zielzellen erzwungen, so zeigt sich
typischerweise ein steiler Anstieg in der Zielzell-Lyse, der bereits nach 10 Minuten
etwa die Halfte des GesamtausmaBes der erreichbaren Lyse betragt. Auch in einem
reinen Suspensionsansatz kommt es zur Lyse von Zielzellen, die allerdings sehr
zdgernd auftritt und auch nach 3 Stunden kaum die Hélfte des 30-Minuten-Wertes im
Pellet-Ansatz erreicht. Dieses Ergebnis zeigt, daB die zytotoxische Aktion von Enta-
moeba histolytica auf Gewebekulturzellen eines direkten Kontaktes bedarf, wobei die
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Abb. 1: Zeitstudie eines Chromfreisetzungstests unter verschiedenen Versuchsbedin-
gungen. SFLy:K562=5:1
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Dauer des Kontaktes nur relativ kurz zu sein braucht, weil die Unterbrechung des Kon-
taktes nach 5 Minuten durch Resuspendierung beider Reaktionspartner (Pellet-
Suspension-Ansatz) zumindest zu Beginn der Zytotoxizititsreaktion keine wesent-
liche Hemmung der Zielzell-Lyse im Vergleich zum Pelletansatz herbeifihrt.

DaB dieser Kontakt tatsachlich nur sehr kurz zu bestehen braucht und da3 vor allem
fur den Fortgang der Zielzell-Lyse zytotoxisch wirksame Amében nicht mehr vonnéten
sind, zeigt der nachste Versuch (Abbildung 2):
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Abb. 2: EinfluB von Normalhumanserum als Komplementquelle auf die zytotoxische
Wirksamkeit von SFL, auf K562

Setzten wir 10 Minuten vor Zugabe der radioaktiv markierten Zielzellen zu den Amé-
ben Normalhumanserum als Komplementquelle, so zeigte sich, daf3 die zytotoxische
Aktion der Amoben damit fast vollig, zumindest fur 90 Minuten, auszuschalten war.

Wurden zu den Amében allerdings zuerst die radioaktiv markierten Zielzellen und erst
10 Minuten spater die gleiche Menge Komplement zugesetzt, so zeigte sich die
gewohnte Kinetik der zytotoxischen Aktion von Amében auf die Zielzellen.

Aus diesem Versuch kann abgeleitet werden, daB sich der Ablauf der zytotoxischen
Reaktion in 2 Phasen vollzieht:

89



Die Phase, die darin besteht, daB ein irreversibler Zellschaden durch die Amdbe ent-
steht und die offenbar kontaktabhéngig ist, und zweitens die Phase des Austritts zyto-
plasmatischer Substanzen aus der Zielzelle, fir welche die Anwesenheit zytotoxisch
aktiver Amdben nicht mehr erforderlich ist. Diese Ansicht wird durch die Beobachtung
gestitzt, daB beide Phasen unterschiedliche Temperaturanspriiche besitzen:

Wurden Amében und Zielzellen im Pellet 10 Minuten bei 4°C vorinkubiert, anschlie-
Bend resuspendiert, ein Teil der Ansatze auf 37°C erwdrmt, ein weiterer Teil der
Ansatze bei 4°C belassen und beide Ansatze fur den Rest der Versuchsdauer in
Suspension gehalten, so zeigte sich, daB bei Weiterflihnrung des Versuches bei 37°C
eine Lysekinetik zu beobachten ist, die sich praktisch nicht von der in einem analcgen
Ansatz unterscheidet, bei welchem der Zellkontakt wahrend der ersten 10 Minuten des
Versuches bei 37°C stattgefunden hatte. Es kann also der ,letale Hit* bei 4°C und
37°C mit der gleichen Effektivitat gesetzt werden.

Die zweite Phase ist jedenfalls temperaturabhéangig, da eine signifikante Chromfrei-
setzung nur dann beobachtet werden konnte, wenn die Versuchsansatze auf 37°C
erwarmt wurden.

Die Tatsache, daB der ,letale Hit* zwischen 4°C und 37°C offensichtlich tempera-
turunabhangig und innerhalb sehr kurzer Zeit geflhrt wird, 148t die Vermutung zu, daB
in der Membran der Amdben eine zytotoxisch wirksame Substanz praformiert und
gespeichert vorliegt und dem von LYNCH et al. (3) sowie YOUNG et al. (7) beschrie-
benem ,Poreforming material® entspricht. Den AnstoB zur Freisetzung dieser Sub-
stanzen scheint der Kontakt zur Zielzelle zu liefern, der offenbar durch Lektinbindun-
gen zustandekommt (2).
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Abb. 3: Chromfreisetzungstest im Pellet-Suspensionsansatz bei verschiedenen Tem-
peraturen. SFL;: K562 =5:1

Wir versuchten daher im folgenden Experiment, die Amdben durch fortgesetzte, aber
kurzdauernde Kontakte mit nicht radioaktiv markierten Zielzellen in einem Suspen-
sionsansatz von dieser zytotoxischen Substanz zu depletieren. Zu diesem Zweck ver-
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setzten wir Amoben mit kalten Zielzellen in einem Verhéltnis von 5:1 und hielten beide
Reaktionspartner durch standige Bewegung in Suspension, entnahmen zu verschie-
denen Zeiten Proben, setzten radioaktiv markierte Zielzellen zu und Gberpriften die
verbleibende zytotoxische Aktivitat der Amében in einem Pellet-Suspensions-Ansatz.
Die jeweilige Ausgangslyse wurde in einem parallel gefuhrten Suspensions-Ansatz
mit radioaktiv markierten Zielzellen ermittelt.
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Abb. 4: Chromfreisetzungstest mit Amdben nach verschieden langer Vorinkubation
mit unmarkierten Zielzellen

Wie aus Abbildung 4 ersichtlich ist, nimmt die zytotoxische Kapazitat der Amoben mit
zunehmender Dauer der Inkubation mit nicht markierten Zielzellen unter Suspensions-
bedingungen laufend ab. Dieser Versuch |aBt den Schluf3 zu, daB unter Suspensions-
bedingungen die Kontakte zwischen Amoben und Zielzellen zeitlich so begrenzt sind,
daf es zu einer Triggerung der Amdben und dadurch zu einer Freisetzung des Zytoto-
xins kommt, die Zeit jedoch nicht ausreicht, damit das Zytotoxin auf die Zielzelle tber-
tragen wird. Es geht somit in die waBrige Phase uber und verliert hier sehr rasch seine
Wirksamkeit, wie das bei hydrophoben Proteinen beschrieben wird (7).

Aus den vorliegenden Daten kdnnen wir somit den SchluB3 ziehen, daB die Zielzell-
Lyse durch Trophozoiten von Entamoeba histolytica sichi in 2 Schritten vollzieht:

Der erste Schritt besteht im Setzen eines letalen Signals und ist

a) kontaktabhangig, bedarf
b) des Vorhandenseins funktionell intakter Amdben und vollzieht sich
c) weitgehend temperaturunabhéngig.

Der zweite Schritt besteht in der Auflésung der Zielzelle, die sich

a) auch in Abwesenheit funktionell intakter Amoben vollzieht und
b) temperaturabhangig ist.

Zusammenfassung

In einem Chromfreisetzungstest wurden die Mechanismen der zellzerstdrenden Wir-
kung von Trophozoiten von Entamoeba histolytica untersucht. Durch verschiedene
Eingriffe in den Ablauf des Zytotoxizitatstests lassen die erhaltenen Ergebnisse fol-
gende Rickschliusse auf die zugrundeliegenden Lysemechanismen zu:
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Die zytologische Aktion von E. histolytica vollzieht sich in 2 Schritten:
1. dem Setzen des letalen Schlages, ein Vorgang, der
a) Kontaktabhangig,
b) abh&ngig von der Anwesenheit funktionell intakter Amdben und
¢) temperaturunabhéangig ist.
2. der Lyse der Zielzellen, die
a) nur bei 37°C und
b) unabhéngig von der Anwesenheit funktionell intakter Trophozoiten ablauft.

Daraus wird der SchiuB gezogen, daB Trophozoiten von Entamoeba histolytica ein
praformiertes zytotoxisches Agens an ihrer Oberflache besitzen, das bereits nach kur-
zem Kontakt mit der Zielzelle auf diese Ubertragen wird un in weiterer Folge nach Art
des ,membrane-attack-complex“ einen Verlust der elektrochemischen Eigenschaften
der Zielzellenmembran den Austritt zytoplasmatischer Substanzen bewirkt.

Summary
Mechanisms of the cytolytic action of Entamoeba histolytica

The cytotoxic action of trophozoites of cultured E. histolytica against tissue culture
cells was investigated in a *'Cr-release test. Obviously, the target cell lysis followed a
two step mechanism: The first step (lethal signal) proved to be

i) contact dependent,

ii) temperature independent and required
i) the presence of viable amoebae.
A close contact between Trophozoites and target cells for only 5 min was sufficient to
set the lethal signal. The secon step (lytic event)

i) did not require functionally intact amoebae and was

ii) temperature dependent since the chromium release only proceeded at 37°C.
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