5. Zusammenfassung

Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar sind zwei phylogenetisch eng verwandte
Protozoen-Spezies. Beide kdnnen den Darm des Menschen besiedeln, aber nur die Infektion mit
E. histolytica fihrt zu invasiven Krankheitsverldufen wie Amobenruhr oder Amobenleberabszess
(Amdbiasis). Die genauen Pathomechanismen, die zu diesen zum Teil lebensgefdhrlichen
klinischen Manifestationen fiihren, sind bisher nur unzureichend verstanden, insbesondere da
solche Parasitenproteine, die fiir die Pathogenitit von E. histolytica verantwortlich gemacht
werden, auch in E. dispar nachgewiesen wurden. Umfangreiche genetische
Vergleichsuntersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass sich die beiden Spezies kaum
unterscheiden. Einer der wenigen Unterschiede besteht in einer Familie Asparagin-reicher
Proteine, genannt ARIEL, die in E. histolytica von mindestens 8 Genen kodiert werden, wéhrend
entsprechende Genkopien in E. dispar vollstindig fehlen. Im Zuge dieser Arbeit wurde ARIEL
niher untersucht.

Mindestens 5 verschiedene ARIEL-Proteine mit Molekulargewichten von ~44 bis 55 kDa

werden von den Amoben unter Kulturbedingungen exprimiert. Es handelt sich dabei nicht um
Isoformen eines einzelnen Genproduktes sondern um die Genprodukte verschiedener ariel-Gene,
wie durch Uberexpression einer einzelnen ariel-Genkopie in E. histolytica gezeigt werden
konnte. ARIEL ist membranstidndig und sowohl auf der Zelloberfldche als auch intrazelluldren
Vesikeln lokalisiert. Transfektionsexperimente mit entsprechenden Deletionskonstrukten
ergaben, dass der carboxyterminale Bereich des prematuren Proteins fiir die Membranstdndigkeit
von Bedeutung ist. Ergebnisse dieser Arbeit lassen eine Membranverankerung durch die in
Protozoen weitverbreiteten GPI-Anker unwahrscheinlich erscheinen. Vermutlich erfolgt die
Membranverankerung iliber eine Acylierung eines carboxyterminal gelegenen Serin-Restes, wie
es bereits fiir ein sehr dhnliches Oberflichenprotein von E. histolytica postuliert wurde.
Trotz Anwendung eines breiten Methodenspektrums gelang es nicht, ARIEL aus Amdbenlysaten
zur Homogenitdt zu reinigen. Mogliche posttranslationelle Modifikationen lieBen sich daher nur
unzureichend charakterisieren. Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass eine klassische
N-Glykosylierung trotz mehrerer putativer N-Glykosylierungsstellen innerhalb der ARIEL-
Sequenz weitgehend ausgeschlossen werden kann.

Um das Protein weitergehend zu charakterisieren und insbesondere um eine mogliche
Bedeutung fiir die Pathgogenitidt der Amoben zu untersuchen, wurden transgene E. histolytica
generiert, die ARIEL {iberexprimierten. Durch episomale Transfektion eines entsprechenden
Expressionsvektors, der eine vollstindige arie/-Genkopie enthielt, konnte eine signifikant

verstirkte Expression eines einzelnen ARIEL-Proteins in E. histolytica erzielt werden.
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Gegeniiber entsprechenden Kontrollzellen zeigten diese ARIEL-iiberexprimierenden Zellen
jedoch keinerlei Auffélligkeiten hinsichtlich ihrer Morphologie oder ihres Wachstums.

Neben der Uberexpression von ARIEL in E. histolytica gelang es, ARIEL auch in E. dispar zu
exprimieren. Das Protein wurde in transgenen E. dispar in etwa vergleichbarer Menge wie bei der
Uberexpression in E. histolytica gebildet. Dariiber hinaus stimmten Mobilitit in der SDS-PAGE
und zelluldre Lokalisation des rekombinanten Proteins in beiden Organismen {iberein, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass die Prozessierung des Proteins in beiden Organismen
identisch verlauft.

Verschiedene etablierte in vitro- und in vivo-Testsysteme zur Abschéitzung der Virulenz

transgener, ARIEL-exprimierender E. dispar wurden durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass im
Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen weder die pathophysiologisch wichtige Adhérenz der
Amoben an Zielzellen, noch die Eigenschaft Sdugetier-Zellrasen zu zerstéren (Zytopathogenitét)
gesteigert war. Auch die Phagozytose-Féahigkeit der Amoben war nicht beeinflusst, und im
Gegensatz zu E. histolytica waren die transgenen E. dispar nicht in der Lage, Leberabszesse in
entsprechenden Labortieren zu induzieren.
Die Vakzinierung von Labortieren mit gereinigtem, in Escherichia coli rekombinant
exprimierten, ARIEL erzeugte im Gegensatz zu anderen Membranproteinen aus E. histolytica
keinen Schutz vor der Ausbildung von Amdbenleberabszessen. Es zeigte sich, dass ARIEL
offenbar wenig immunogen ist, da immunisierte Tiere nur sehr schlecht Antikérper gegen das
Protein bildeten. Dariiber hinaus ergaben serologische Untersuchungen, dass nur wenige
Menschen mit Amobiasis signifikante Antikorperspiegel gegen ARIEL entwickeln.

Zusammengenommen ergaben die durchgefiihrten Untersuchungen keinen Hinweis dafiir, dass
ARIEL fiir die Pathogenitit von E. histolytica von Bedeutung ist. Eine abschlieBende Bewertung
steht allerdings noch aus. Wie in anderen Mikroorganismen ist vermutlich auch in E. histolytica
die Pathogenitit ein multifaktorieller Prozess. Die Rolle von ARIEL in diesem Prozess kann erst
dann beurteilt werden, wenn es gelingt, nicht nur die Expression des Proteins in E. histolytica zu
steigern sondern auch zu unterbinden und den resultierenden Phénotyp hinsichtlich seines
pathogenen Potenzials zu untersuchen. Entsprechende Methoden des ,,gene knock-out oder

»gene silencing sind fiir E. histolytica allerdings noch nicht etabliert.
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