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1 EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie und Geschichte

Die Bilharziose (Schistosomiasis) ist eine durch Plattwirmer der Klasse Trematoda
(Saugwirmer), Familie Schistosomatidae, verursachte Infektionskrankheit der Tropen und
Subtropen. Sie ist weltweit die bedeutendste Wurminfektion und nach Malaria die zweit-
wichtigste Tropenkrankheit. Nach Schatzungen der WHO haben rund 200 Millionen
Menschen Schistosomiasis, 500 bis 600 Millionen sind aufgrund ihrer Lebensbedingungen in
den 76 Endemiegebieten exponiert. Jahrlich sterben 800 000 von den betroffenen Menschen
an den Folgen dieser Krankheit (Lang, 1996).

Als Ursprungsgebiet der Schistosomiasis, deren Geschichte sich bis in die Antike zurlck-
verfolgen l&sst, vermutet man die Region der grof3en Seen in Ostafrika. Die Symptomatik der
Bilharziose wurde bereits in aten Papyrusschriften um 1900 v. Ch. dargestellt. Wahrend des
napol eonischen agyptischen Feldzuges 1799-1801 grassierte die Erkrankung in der Truppe.
Mit der Ausweitung des Sklavenhandels ab dem 16-ten Jahrhundert wurde Schistosoma
mansoni durch afrikanische Sklaven nach Amerika importiert und ist heute an der Ostkiiste
Sldamerikas (Brasilien und Venezuela) , in der Karibik (Haiti, Puerto Rico, Guadeluope,
Martinique, St. Lucia, Montserrat), in Saudi-Arabien und Jemen endemisch (Lang, 1996).

Ein entscheidende Wende in der Geschichte dieser Erkrankung war, als 1851 der in einem
Kairoer Krankenhaus arbeitende deutsche Arzt Bilharz wahrend einer Sektion in den
Mesenterialvenen eines agyptischen Jungen kleine fadenférmige Wurmer entdeckte. Er
nannte diese Distomium haematobium, da der Mund und der Bauchsaugnapf der adulten
Wirmer dem Bild zweier Munder dhnelt. Spéter fand Bilharz das Ei des Parasiten im Urin der
infizierten Patienten und schloss so auf einen Zusammenhang zwischen diesen Erregern und
der in weiten Teilen Agyptens auftretende Hamaturie. Dariiber hinaus beschrieb er zwei
unterschiedliche Eitypen, die einen mit einem Endstachel und die anderen mit einem
Seitenstachel. Erstere stellten sich als Ausldser der Blasenbilharziose und |etztere al's Erreger
der Darmbilharziose heraus. Erst 1889 enigte man sich, den Erreger algemein als
»Schistosoma® (von schistos = gespalten; soma = Korper) und die durch ihn hervorgerufene

Krankheit als Schistosomiasis zu bezeichnen.



Betroffen sind bei alen Arten der Schistosomiasis vor allem landliche Bevolkerungsgruppen
mit niedrigem Lebensstandard und schlechten hygienischen Bedingungen. Dies ist sicherlich
ein Hinwels dafir, dass das menschliche Verhalten entscheidend fir die Verbreitung der
Erkrankung ist. Grundsétzlich alerdings wird die Verbreitung der verschiedenen
Schistosomenarten durch das Vorkommen der als Zwischenwirte geeigneten Sif3wasser-
schnecken begrenzt. Zum einen sind also mangelhafte sanitdre Bedingungen in den
betroffenen Landern verantwortlich, zum anderen werden aber auch durch Dammbauten und
Bewasserungsprojekte immer neue Reservoire fur die am Parasitenkreislauf beteiligten
Schnecken geschaffen (Amankwa et al., 1994).

In den Vordergrund ist zu stellen, dass durch den zunehmenden Tourismus in diese

Endemiegebiete auch die Erkrankungsfélle in Deutschland zunehmen.

1.2 Der Parasitenkreidauf

Die Entwicklung und der Lebenszyklus der getrenntgeschlechtlich lebenden Trematoden der
Familie Schistosomatidae stimmen bei den verschiedenen Arten im wesentlichen Uberein. Die
adulten Wirmer halten sich paarweise vereint je nach Art bevorzugt in den mesenterialen
Venen (S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi) oder in Venen des
Urogenitalsysems (S. haematobium) des Endwirts auf (Lang, 1996). Zu Beginn und am Ende
eines Zyklus steht der Endwirt. Nach Reifung eines Wurmpaares legt das Weibchen die Eier
in das Lumen das Gefal3es ab, worauf diese durch das Endothel in das umgebende Gewebe
eindringen. Ein gewisser Teil der abgelegten Eier wandert in die Harnblase, Ureteren oder
Darm und wird so mit Urin oder Stuhl ausgeschieden. Gelangen die Eier ins Wasser,
schlipfen daraus die Larven, sogenannte Miracidien, die nur etwa 48 Stunden lebensfahig
sind. In diesem Zeitraum muissen sie eine geeignete Zwischenwirtsschnecke finden. Nachdem
die Miracidien in die Schnecke eingedrungen sind, entwickeln sich in einer
Vermehrungsphase tiber zwei Generationen von Sporozyten in ca. 15 Wochen die Zerkarien,
die aus der Schnecke in das umgebende Wasser ausschwarmen und bel Kontakt mit dem
geeigneten Endwirt, entweder Mensch oder Saugetier, durch die intakte Haut eindringen. Dies
nennt man den Penetrationsvorgang, bel dem die infektiosen Gabelschwanzlarven ihren
Ruderschwanz verlieren. Sie gelangen dann Gber Lymphbahnen, Venen und Uber die rechte
Kammer des Herzens in die Lungenstrombahn, von wo aus sie in die Leber wandern. Die

vollstandige Reifung und die Paarung der Adulten erfolgt schliefdlich in den intrahepatischen



Pfortader&sten, von denen dann die erwachsenen Trematoden in Paaren vereint bis in die
kleinen mesenteridlen Venen (Darmbilharziose) oder in die Venengeflechte des kleinen
Beckens (Blasenbilharziose) einwandern.

Dort legen die Weibchen wieder Eier, welche entweder im Darm oder im Urogenitaltrakt
granulomatése Entziindungen hervorrufen und aufgrund cytotoxisch-histolytischer Ein-
wirkung ins Frele gelangen (Piekarski, 1987).

Der Entwicklungsvorgang von der Infektion mit den Zerkarien bis zur Eiausscheidung

benttigt in der Regel etwa 30 bis 40 Tage.
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Abbildung 1: Schistosoma mansoni: Schematische Darstellung des Entwicklungskreislaufs



Abbildung 2: Zwischenwirtsschnecke Biomphalaria glabrata

1.3 Der Wirtsfindungsmechanismus

Eine stets weiterwachsende Anzahl von Untersuchungen beschéftigt sich mit der Frage, wie
die verschiedenen Parasiten ihren Wirt finden und erkennen. Die meisten Parasiten, welche
aktiv ihre Wirte erreichen und infizieren, entwickelten im Laufe der Zeit sehr komplexe
Verhaltensmuster und erzielten somit auch eine bemerkenswerte Wirtsspezifitét. Die
unterschiedlichen Parasitenarten identifizieren ihren Wirt mit Hilfe von Mechanismen und in
sténdiger Abhéngigkeit von den Signalen, die der Wirt aussendet und die sich von den
Signalen anderer Spezies unterscheiden, wenn auch nur in ganz minimaler Weise.

Die hohe Komplexitat, Spezifitdt und Vidfatigkeit der Wirtserkennungsstrategien
unterstreichen, dass die Wirtsfindung und die Wirtserkennung sehr wichtige Determinanten in
der Evolution von Parasiten sind (Haas, 2001).

Diese Arbeit beschéftigt sich im Rahmen der Grundlagenforschung mit dem Kreidauf des
Erregers der Darmbilharziose. Ein wichtiger, in seinem Mechanismus immer noch nicht
komplett verstandener Prozess, ist die Schaltstelle zwischen Miracidium und dem
Zwischenwirt, der Schnecke. Miracidien sind nur fir wenige Stunden infektiés und sie
scheinen sich deshalb in ihrem Verhalten hauptsachlich auf das Auffinden und das Eindringen
in die Zwischenwirtsschnecke zu konzentrieren. Haas postulierte in seiner Verdffentlichung
2001, dass sich das Verhaltensmuster der Miracidien letztlich auf vier Phasen der
Wirtsfindung verteilt. In der ersten Phase direkt nach dem Schltpfen aus dem Ei beherrscht
die Zerstreuung das Bild, indem sich die Miracidien, unterstiitzt durch die Orientierung nach
Licht und der Schwerkraft, zunéachst von ihrem Ursprung entfernen und dabei schnell und

geradlinig schwimmen. Dieses orthokinetische Verhalten (Mason und Fripp, 1977) ist an die



bevorzugten Aufenthaltsorte der Wirtsschnecken angepasst. Die Miracidien reagieren positiv
auf Licht und Temperatur (Chernin und Dunavan, 1962; Mason und Fripp, 1977), negativ auf
Schwerkraft. Statistisch gesehen gelangen die Schistosoma mansoni-Miracidien so in die
N&he der Zwischenwirte, da sich die Schnecken bevorzugt nahe der Wasseroberfléache an
Blattern oder Stengeln von Wasserpflanzen aufhaten (Upatham, 1972a, b, c). Diese
Orientierung bereits im Lebensraum des Zwischenwirts wird von Haas als die zweite Phase
bezeichnet. Die dritte Phase, also sobald die Miracidien in den aktiven Raum der Schnecke
gelangen, erfasst die Orientierung der Wimperlarven anhand von chemischen Signalen, die
der Zwischenwirt aussendet. Seit Jahrzehnten versuchten etliche Autoren, diesen Schritt der
chemokinetischen Orientierung zu entschlisseln und die lockwirksame Substanz zu
identifizieren. Die meisten Arbeitsgruppen beschéftigten sich mit Miracidien von
Schistosoma mansoni, aber sehr kontroverse Ergebnisse lassen erahnen, dass bis jetzt noch
kein endglltiges Ziel erreicht wurde. Manche Autoren beschrieben kleinmolekulare
Bestandteile im attraktiven Material, wie zum Beispiel Aminosauren, Magnesiumionen,
Glukose oder Glutathion. Neuere Verdffentlichungen konnten im Gegensatz dazu die Struktur
des attraktiven Materials, das Chernin 1970 as ,,Miraxon® bezeichnete, soweit identifizieren,
dass behauptet wird, dass eine wichtige Rolle grofdmolekulare Glykokonjugate spielen. Genau
diese zwischenwirtsspezifischen Glykokonjugate sind auch fir die letzte Phase der
Wirtsfindung verantwortlich, also fur die direkte Kontaktaufnahme und die Invasion in die
Schnecke.

Klar ist, dass definierte, chemisch lockwirksame Substanzen eine Schlisselrolle im
Mechanismus der Miracidienwirtsfindung tbernehmen, und dass es bisher nicht gelungen ist,
diese in verschiedenen Praparationsschritten zu isolieren und ihre genaue Zusammensetzung
zu identifizieren.

Diese Arbeit beschreibt den neuen Weg, der eingeschlagen wurde, um das , Miraxon*

vidleicht in Zukunft ndher beschreiben zu kdnnen.



2 Material und Methode

Der Bilharziosekreisauf im Labor

2.1 Schneckenhaltung

Naturliche Zwischenwirte fur die Miracidien von Schistosoma mansoni sind rein aquatische
Lungenschnecken der Gattung Biomphalaria. Fur die Versuche wurden siidamerikanische
Wasserschnecken der Art Biomphaaria glabrata verwendet (Stamm Hoechst AG,
Herkunftsland Brasilien). Die nicht infizierten Schnecken wurden in Glasaquarien bei einer
Temperatur von 26-28°C und einem Licht-Dunkelwechsel (LD = 12 : 12) gehalten. In einem
eigens dafir eingerichteten fensterlosen Raum benutzten wir Tageslichtleuchtstoffréhren
(Osram Daylight 5000 De Luxe L36/W19), um so den kinstlichen Tag-Nacht-Rhythmus
aufrecht zu halten. Im Abstand von zwel Wochen wurde das Wasser in den Kunststoff- bzw.
Glaszuchtbecken erneuert, das zu gleichen Teilen Leitungswasser und destilliertes Wasser
enthielt. In jedem Becken befanden sich jeweils durchschnittlich 80 Schnecken. Sie wurden
taglich mit frischem, gewaschenem Kopfsalat gefittert. Kontinuierliche Luftzufuhr Gber

Aquarienpumpen war gewahrleistet.

2.2 Miracidiengewinnung

Als Endwirt innerhalb des Bilharziosekreislaufs dienten ménnliche weil3e NMRI-Méause, die
durch die subkutane Injektion einer Zerkarienaufschwemmung infiziert wurden. Sobald ein
fortgeschrittenes Stadium der Krankheit erreicht war, - etwa nach sechs Wochen, wurden die
Tiere getttet. Die larvenhaltigen Eier wurden aus dem Darm isoliert und anschlief3end mit
Hilfe eines Anreicherungsverfahren konzentriert. Der Uber Nacht autolytisch zersetzte
Darmbrei wurde in eine mit physiologischer NaCl-Losung gefullte Flasche gegeben und zur
mechanischen Freisetzung der miracidienhaltigen Eier fur zwel Stunden auf einer
Schittel apparatur bewegt. Die durch Gaze gefilterte Suspension verblieb in Petrischalen fir
eine Stunde bei 4 °C im Kuhlschrank. Danach wurden die Darmpartikel an der Oberflache
abgesaugt. Diese Suspension konnte fir wenige Tage im Kuhlschrank aufbewahrt werden.
Abermaliges Absaugen des Uberstandes und Auffiillen der Petrischalen mit 28 °C warmem



Wasser unter gleichzeitiger Beleuchtung mit einer Lampe brachte die Miracidien nach kurzer
Zeit zum SchlUpfen, so dass mit der Attraktivitdtsaustestung begonnen werden konnte
(Albrecht,1985, Schmideder, 1988, Netzer, 1990).

2.3 Attraktivitatsaustestung

Zur Vorbereitung der Attraktivitétsaustestung wurde ein Tropfen der Miracidiensuspension in
eine Petrischale pipettiert . Die auszutestenden Proben wurden mit Aqua bidest. verdiinnt und
anschlieffend eine geringe Menge der L6sung in eine Eppendorf-Pipettenspitze gesaugt. Deren
breites Ende wurde mit Parafilm verschlossen und die Spitze in den Tropfen der
Miracidiensuspension getaucht. Unter ein Stereomikroskop gestellt, konnte nun das Verhalten
der Tiere beobachtet werden. War die Probe attraktiv, dnderte sich das Verhalten der vorher
geradlinig und langsam schwimmenden Miracidien in ein ,aufgeregtes’ und durch schnelle
Richtungswechsel gekennzeichnetes Schwimmen. Die Verhaltensénderung nach Hinzufiigen
des attraktiven Materials wurde ja nach Stérke in verschiedene Grade eingeteilt. Nicht
attraktives Material kennzeichneten wir mit ,,-* und attraktives untersuchtes Material versahen
wir mit Pluszeichen von ,+“ bis ,+++*. Dabei wurde jede Substanz mindestens zweimal
getestet.

Vor jeder Versuchsreihe ermittelten wir die Qualité der Miracidiensuspension mit Hilfe von

frisch gewonnenem SCW. Dieses SCW diente ebenfalls al's Positivkontrolle.

2.4 Snail Conditioned W ater

Chernin benutzte erstmals die Bezeichnung Snail Conditioned Water, womit das Wasser
bezeichnet wurde, in welches die Zielschnecken der Miracidien nach einer standardisierten
Zeitspanne verschiedene Substanzen (z.B. Schleim, Stoffwechsel produkte) abgegeben haben.
In Attraktivitétstests mit Miracidien l&sst sich jetzt eine aufféllige Beobachtung machen: Das
zuvor ,inattraktive® Wasser Ubt nun eine Anziehungskraft auf die zugesetzten Miracidien aus
(Chernin 1970, 1972).

24.1 SCW-Gewinnung

Die fur die SCW-Herstellung verwendeten uninfizierten Schnecken waren zuvor in ihren
Aquarien mit frischem, gewaschenem Kopfsalat gefuttert worden.



Um die SCW-Ausbeute zu steigern, wurde innerhalb der Promotionsarbeit von Niels Zorger
(1998) erstmals doppelkonzentriertes SCW eingesetzt, d.h. man versuchte, die doppelte
Menge Schnecken fir jeden Liter SCW zu verwenden.

Mit einem Aquarien-Fischnetz wurden sie aus den Zuchtbecken entnommen, behutsam mit
einem weichen Pinsel unter fliel3endem Leitungswasser gesdubert und in einen 2000 ml-
Standzylinder gesetzt. Etwa 80 Schnecken hatten bei einem Durchmesser von 6-10 mm ein
Gesamtgewicht von 300 g. Dann wurde der Standzylinder mit jeweils 600 ml entionisiertem
Wasser, temperiert auf 26 °C, geflllt. Das Gefald wurde mit Aluminiumfolie abgedeckt und
fur 16 h bel 26 °C und Tageslichtbeleuchtung in den Zuchtraum gestellt. Anschlief3end wurde
das entstandene SCW zur Entfernung grober Verunreinigungen durch eine doppelte Lage
Gaze filtriert, und die Schnecken wieder in die Aquarien gesetzt (Netzer, 1990).

2.4.2 DasSCW-Filtrat

Vor Welterverarbeitung wurde das frisch gewonnene SCW stets auf Attraktivitédt kontrolliert
(Schmideder, 1988). Das SCW reinigte man mit einem Bakterienfilter der Firma Sartorius mit
der definierten Porenweite von 0,2 um. Dafur wurde ein Filtriergerét (Fa. Nalgene, 250 ml)
und eine Elektropumpe zur Erzeugung eines Unterdrucks von 3,0 psi benutzt. Der Filter
musste jeweils nach Reinigung von 50 ml SCW-Filtrat gewechselt werden. Das Filtrat wurde
zu je 250ml in 500 ml-Rundkolben rotierend eingefroren und durch eine WKkf-
Gefriertrocknungsanlage (Freeze dryer) kryolyophilisiert.

Das erhaltene Pulver war nicht vollsténdig wasserl6slich, welches nun portionsweise in 6 ml
Aqua bidest. mechanisch mit einem Glasspatel und einer Pipettenspitze gel st wurde und in
Zentrifugenglaser Uberfuhrt wurde. In einer Du Pont Sorvall RC-5B Refigerated Superspeed
Centrifuge wurde das resuspendierte Material bei 18000 U/min fur 20 min zentrifugiert und
der Uberstand danach vorsichtig dekantiert und in ein anderes GefaR pipettiert. Dieses
Vorgehen, das wasserlosliche Material, also den Uberstand, von dem wasserunléslichem
Material, dem Pellet, zu trennen, wurde noch zweimal wiederholt und die drei Uberstande
vereinigt.

Somit waren schon die ersten Materialien gewonnen, der Uberstand und das Pellet, wel che fiir
die Attraktivitétsaustestung zur Verfligung standen.

Die Herstellung des SCW wurde laufend durchgefthrt, um immer ausreichend Materia fir

die anstehende Praparation und Analyse zur Verfligung zu haben.



2.5 Ammonium-Sulfat-Fallung - Separation durch Prazipitation

Bel der Ammonium-Sulfat-Fallung werden Proteine mit (NH4),SO, ausgefdlt, wobei das
Prinzip auf ,, Salting Out at High Salt Concentration® beruht.

Ein typisches Proteinmolekll in Losung hat hydrophobe Stellen (,, patches*). Zudem ordnen
sich die Wassermolekile um dieses Protein herum an. Durch Hinzufligen von Salzen
aggregieren die Proteine, da sich die Wassermolekile zu den Salzen hin orientieren. Folglich
werden die hydrophoben , patches wieder frei und stehen zur Aggregation mit anderen
Proteinen zur Verfligung.

Wir erhofften uns, durch diesen Schritt der Ammonium-Sulfat-Fallung eine zusdtzliche
Reinigung des SCW-Filtrats zu erreichen.

Zu dem zuvor gewonnenen SCW-Filtrat wurde nun eine 95 %-ige, also geséttigte (NH,4)2SO,4-
Losung hinzugefugt. Ziel war es, funf verschiedene Fraktionen herzustellen, welche sich
durch den Sattigungsgrad des SCW unterschieden: 30% (7,5 ml SCW + 3,2 ml der
gesdttigten (NH4)2SO4-L6sung), 45 % (9,5 ml SCW + 2,6 ml der geséttigten (NH4)2SO,4-
Losung), 60 % (12,0 ml SCW + 4,5 ml der geséttigten (NH4)2SO,4-L6sung), 75 % (15,5 ml
SCW + 9,3 ml der gesdttigten (NH,)»,SO,-L6sung) und vollstandig geséttigt (25 ml SCW +
6,5 g des (NH,4)>S0,-Salzes). Schritt fur Schritt fugten wir dem SCW eine bestimmte Menge
an der geséttigten (NH,)2SO4-L6sung hinzu, um somit die einzelnen Fraktionen herzustellen.
Die Fraktionen wurden jeweils 2 h im Kihlraum ausgeféllt. Die anschlief3ende Zentrifugation
(Du Pont Sorvall RC-5B Refigerated Superspeed Centrifuge) mit 15000 U/min fir 20 min
ermdglichte, das geféllte Sediment vom Uberstand zu trennen und diesen Uberstand fiir die
néchsten Falungen auf die weiteren Fraktionen einzusetzen. Das Sediment wurde jeweils
nach der Zentrifugation in 10 ml Aqua bidest. gelést, in MWCO (Mittleres
Molekulargewicht) 3500 D Dialyseschlauche abgefullt und anschlief3end gegen 5 | dialysiert.
Das Dialysewasser wurde nach vier Stunden gewechselt, und die Dialyse schliefdich drei Mal
durchgefihrt.

Nach der Dialyse Uberfuhrten wir das geféllte Material der verschiedenen Fraktionen jewells
in einen Rundkolben und lief3en es gefriertrocknen.

Funf verschiedene Fraktionen und das gefriergetrocknete Material des nicht fallbaren Uber-
standes standen nun fir einen weiteren Attraktivitatstest zur Verfligung.

Grofite Attraktivitdt auf die Miracidien konnte in Fraktionen beobachtet werden, die auf 60 %
und 75 % gefdlt wurden (siehe Tabelle 2, Seite 27). Mit dieser Testfallung konnte man also
den Bereich genau abstecken, in dem das attraktive Material ausfalt: Der Bereich zwischen



einer Fraktion, die auf 50 % mit Ammonium-Sulfat gefdlt ist und einer, die auf 75 % gefallt
ist.

Da bisher fur die Ammonium-Sulfat-Falung nur eine geringe Menge an Testmateria
eingesetzt wurde, verlangte nun der nachste Schritt, die finffache Menge aufzubereiten und
zu féllen. Erst dann konnte eine préparative Auftrennung durch chromatographische
Methoden durchgeftihrt werden. Die Ammonium-Sulfat-Fallung beinhaltete folglich nur noch
die Fraktionen, - auf 50 % und auf 75 % geféllt, zwischen denen der Bereich der grofdten
Attraktivitét in der , Testfallung* aufgetreten war (auf 50 %: 37,5 ml SCW + 37,5 ml der
geséttigten (NH,4)2SO,4-Losung; auf 75 %: 70,0 ml SCW + 70,0 ml der geséttigten (NH,4)>SO,-
Losung).

2.6 Bilanzierung des Gewichtes der Fraktionen nach Ammonium-Sulfat-
Fallung

Anschlieffend an die Diayse fullten wir das gefélte und dialysierte Material in kleine
Aufbewahrungsgléser. Nach der folgenden Kryolyophilisation konnten wir das Gewicht der
beiden Fraktionen und des Uberstandes der auf 75% geféllten Probe bestimmen (siehe
Tabelle 3, Seite 27).

Die Praparationsschritte bis zu diesem Punkt sind in dem in Abbildung 3 gezeigten
L auf schema zusammengefasst:
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SCW 16h
U
Filtration mit 0,2 um Bakterienfilter
U
Kryolyophilisation
U
Resuspension und 3x-ige Zentrifugation
18000 U/min fur 20 min
U
Separation durch Prézipitation
Ausfalung mit Ammonium-Sulfat (NH4)2SO,
Herstellung von zwei Fraktionen: Auf 50 % und auf 75 % gefallt
U
Dialyse der beiden Fraktionen und des Uberstandes der auf 75 % gefallten Probe
in 3500 D Dialyseschlauch: 3x 4 hgegen 51
U
nach erneuter Kryolyophilisation -
Bestimmung des Gewichtes

Lagerung portioniert in Praparateglaser eingefroren

Abbildung 3:Laufschema A der Materidaufbereitung einschl. Ammonium-Sulfat-Fallung — Material fir
anschlief¥ende HPLC-Laufe
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2.7 CHROMATOGRAPHISCHE METHODEN

Hochleistungschromatographie

Mit der EinfUhrung der HPLC (Hochle stungchromatographie) in den siebziger Jahren erfuhr
die klassische Flissigkeitschromatographie eine entscheidende Weiterentwicklung. lhr
wesentlicher Vorteil besteht darin, dass durch den Einsatz von Driicken bis zu 8700 psi relativ
grof3e Mengen an Substanzengemischen innerhalb Minuten qualitativ getrennt werden kénnen
(Meyer, 1992). Polymorphe Stoffgemische lassen sich heute im Minutenbereich zuverléssig
und reproduzierbar trennen.

Jede chromatographische Trennung beruht auf Unterschieden in den Wandergeschwindig-
keiten der Probenbestandteile. Dies wird durch verschiedene Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
in der stationdren Phase bewirkt. Mit der bewegten Phase wird das Probenmaterial
transportiert. Die chromatographischen Verfahren werden je nach Beschaffenheit der
stationdren und mobilen Phase eingeteilt (Meyer, 1992).

2.7.1 Gechromatographische, préparative Auftrennung mit der HPLC mit
TSK G 3000 SW

Ausschlusschromatographi e (Gel chromatographie)

Fur unsere Analysen verwendeten wir die Ausschlusschromatographie, die sich von den
anderen Chromatographiemethoden prinzipiell unterscheidet, da hier eine Auftrennung eines
Gemisches nicht durch Wechselwirkungen erreicht wird, sondern durch eine Klassifizierung
nach der Molekllgrofie. Die Saulen sind mit einem porésen Material gepackt. Molekllen, die
zu grof3 sind, um in die Poren eindringen zu kdnnen, steht nur das Volumen zwischen den
Partikeln zur Verfigung. Sie verlassen deshalb die Saule ungetrennt (Ausschlussmolekiile)
innerhalb des sogenannten Retentionsvolumens (Volumen des Eluenten zwischen den
Partikeln). Kleinere Molekile diffundieren in diese Poren, stagnieren und verlassen sie - je
nach Grol3e - zu verschiedenen Zeitpunkten. Je weiter die Molekile in die Poren eindringen
konnen, desto grofer ist der erreichbare Anteil des gesamten Porenvolumens und desto spéater
werden sie eluiert. Das Tragermaterial darf keinerlel adsorbtive Kréfte auf das Probengemisch
ausiiben, da ansonsten die Separierung nach Molekilgrofie gestért wirde (Fischer, 1980;
Engelhardt, 1977).
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Abbildung 4: Schema zur Theorie der Ausschlusschromatographie: Die groflen Kreise stellen die stationére
Phase dar. Beim Passieren der Saule wandern die grof3en Molekile (grof3e Punkte) schneller durch die Saule, da
sieim Gegensatz zu den kleineren Molekilen (kleine Punkte) nicht in die Poren des Silicagels (stationére Phase)
eindringen kénnen und deshal b nicht abgefangen werden.

V ersuchsbedingungen:

Saule: Toso Haas; Bioseparation TSK-Gel, G 3000 SW
Max. Druck: 15 bar

Eluent: Aquabidest. steril, 0,2

Flow: 3 ml/min

Druck: 6 - 8 bar

Detektionswellenlénge: A = 210 nm

Temperatur: Raumtemperatur

Uberpriifung und Eichung der Saule

Es wurde ein Standardproteingemisch aus den folgenden Proteinen in 100 ul Puffer

aufgenommen und unter den gleichen Laufbedingungen eingespritzt.

100 ng Katalase (240 000 M)
100 pg Cytochrom C (12 500 M)
100 pg p-Aminobenzoesaure (137 M)

13



Auftragungsbedingungen und V ersuchsdurchfithrung

Material: Krylyophilisiertes Sediment der auf 75 % mit Ammonium-Sulfat -
gefdllten Probe

Das Material wurde in Aqua bidest. steril 0,2 um geldst und anschlief3end in einer Eppendorf-
Zentrifuge 2 min bei 14 000 U/min zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde
aufgetragen.

Aufgetragenes Volumen: 150 pl
Aufgetragene Menge pro Lauf: 0,75 mg Material
Aufgetragene Menge insgesamt: 65,0 mg Material

2.7.2 Gelchromatographische, analytische Auftrennung mit Superdex 200 HR 10/30

V ersuchsbedingungen

Saule: Superdex 200 HR 10/30; Auftrennung von Proteinen und Peptiden
innerhalb des Molekulargewichts von 10 000 - 60 000

Max. Druck: 15 bar

Eluent: Aqua bidest. steril; 0,2 um

Flow: 0,5 ml/min

Detektionswellenlange: A = 210 nm

Temperatur: Raumtemperatur

Auftragungsbedingungen und V ersuchsdurchfiihrung

Aufgetragenens Material: 1. Peakfraktion (Attraktivitét +++) nach der Auftrennung
mit TSK G 3000 SW (siehe Abbildung 8, Seite 29)
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Das kryolyopilisierte Material wurde wiederum in Aqua bidest. steril 0,2 um gelost,
anschlief3end in der Eppendorf - Zentrifuge bel 14 000 U/min fir 2 min zentrifugiert. der
Uberstand wurde dann auf die Saule aufgetragen.

Aufgetragenes Volumen: 75 ul
Aufgetragene Menge pro Lauf: 150 ug Material
aufgetragene Menge insgesamt: 10 mg

2.8 GELELEKTROPHORETISCHE METHODEN

2.8.1 Proteinbestimmung

Bevor das bisher gewonnene Material in willkirlichen Mengen fir die anschlief3enden
gelelektrophoretischen Methoden eingesetzt und aufgetragen wirde, musste eine
Protei nbestimmung durchgef ihrt werden.

Die Proteinbestimmung wurde mit der Methode nach Lowry, verandert nach Pierce (BCA

Protein Assay Reagent) durchgefihrt.

Material: Hierflr wurde von jeder Peakfraktion 1, 2 und 3 nach der Superdex 200 HR
10/30-Auftrennung (siehe Abbildung 9, Seite 30) je 0,5 mg entnommen und
mehrere Verdiinnungsrelhen davon hergestellt. Nach einer Photometermessung
konnte anhand der Extinktionswerte und anhand des BSA-Standards
(Rinderserumabuminstandards) die Menge an Protein pro mg Material

bestimmt werden.

Angestrebt wurde, fur das gelelektrophoretische Verfahren genau 2,5 ug Protein von jeder
Peakfraktion aufzutragen. Somit musste folglich soviel Volumen von jeder Peakfraktion
abpipettiert werden, dass dieses VVolumen genau einer Menge von 2,5 ug Protein entsprechen

wirde.

2.8.2 SDS-Minigelelektrophorese

Verfahren:  Zum Nachwels von Proteinen und zur Charakterisierung ihrer relativen
Molekilmasse benutzt man die sog. trdgergebundene Elektrophorese auf

Polyacrylamidbasis.
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Will man eine elektophoretische Trennung der Proteine nur nach dem Molekulargewicht
erreichen, so muss man durch geeignete Bedingungen daftr sorgen, mégliche Einfllsse von
Ladung und Gestalt auf die Wanderstrecke zu vermeiden. Dies wurde durch Zusatz eines
anionischen Detergenz, Natriumdodecylsulfat (SDS), erreicht. Bindung dieses Reagenz in
einem steten Verhdltnis bewirkt eine uniforme Ladungsverteilung auf den Proteinen. Ein
Reduktionsmittel wie Mercaptoethanol zerstort sdmtliche Disulfidbricken in eventuell
vorhandenen hoheren Strukturen der Proteine. Das Molekulargewicht wird durch den
Vergleich mit parallel zur Probe aufgetragenen ,Standardproteinen* abgeschétzt. Die
Wanderstrecke ist dem Logarithmus des Molekulargewichts direkt proportional. Zur
Identifizierung der Proteinbanden wird das Gel mit einem Farbstoff sichtbar gemacht (Shapiro
et al., 1967).

2.8.2.1 Reagenzien fur die Herstellung der Gelbestandteile

Das Herstellungsverfahren des Gels wurde fur diese Arbeit aufgrund der praktischen
Erfahrungen im Institut fir Mikrobiologie der LMU Miunchen Ubernommen. Es stammte

urspruinglich von Laemmli (1970) und wurde von Fiedler und Mitarbeitern modifiziert.

Material:

Trenngellosung: 40 % (w/v) Acrylamid, 0,73 % (w/v) Bisacrylamid
Trenngel puffer: 750 mM Tris/HCI pH 8,8
Sammelgellosung: 10 % (w/v) Acrylamid, 0,1 % (w/v) Bisacrylamid
Sammelgelpuffer: 250 mM Tris/HCI pH 6,8

SDS-L6sung: 10 % (w/v) SDS
Ammoniumpersulfatlésung (APS): 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat
TEMED: N,N,N",N’,- Tetramethylethylendiamid

Hergestellt wurde ein 8 %-iges Gel.

2.8.2.2 Herstellung des Polyacrylamidgels

Die Durchfiihrung der SDS-Page erfolgte nach Lugtenberg et al. (1975). Fir das Gief3en der
Gele wurde eine Elektrophoreseapparatur der Fa. Biometra verwandt. Zuerst wurden die
beiden als Giel¥formen benutzten Glasplatten mit Aceton entfettet, ein Silicondichtungs-
gummi eingelegt und mit drei Halteklammern aneinander gepresst. Diese Gieflsform wurde in

einen dafr vorgesehenen Stander platziert und mit einer Wasserwaage horizontal
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ausgerichtet. Die Reagenzien wurden unter Berlcksichtigung aller Vorsichtsmal3nahmen
(Latexhandschuhe, Schutzbrille, Abzug) eisgekuhlt in zwei 50 ml Erlmeyerkolben mit Hilfe
von Messpipetten und einem Peleusball pipettiert. Da das zuletzt zugegebene TEMED
(Tetramethylethylendiamid) die Polymerisation des Acrylamids in Gang setzte, musste nun
rasch gegossen werden. Mit einer Pasteurpipette wurde nach und nach das Trenngel von der
Plattenmitte aus bis zu einer Hohe von 7 cm in den Glasplattenspalt geflllt, und dabei darauf
geachtet, dass keine Luftblasen entstanden. Um eine glatte, eben abschlief3ende Gelfront zu
erhalten, wurde sofort mit Wasser Uberschichtet, Nach abgeschl ossener Polymerisation wurde
das Wasser abgekippt und mit einem Stiick Filterpapier vollends vorsichtig entfernt. Nun
wurde ebenso mit dem Sammelgel verfahren. In das oben aufgeschichtete Sammelgel wurde
ein Probenkamm eingesteckt. Nach seiner Entfernung dienten die entstandenen Taschen als

Reservoir fur die Proben.

Probenkamm

Halte-
kammer

Glasplatten-Giel3form

Abbildung 5: Schematische Zeichnung einer Elektrophorese-Apparatur der Fa. Biometra, Frontansicht

2.8.2.3 Vorbereitung der Elektrodenkammer

Nach Entfernung des Dichtungsgummis wurde die Plaite mit den Halteklammern an die
Kammer fixiert, die Kammer bis oben hin mit Elektrodenpuffer aufgeflllt und an den Hoch-
spannungstransformator angeschlossen. Nach einer Vorlaufzeit von 15 Minuten bel 25 mA

konnten wir mit der Auftrennung beginnen.
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2.8.2.4 Aufbereitung der Proben

Die zu analysierenden Proben, das heif3t Proben 1,2 und 3 aus den vorhergehenden Schritten,
wurden in einem Eppendorf-Cup in 15 ul Probenpuffer aufgenommen, gut verschlossen und
5 min bei 100 °C gekocht.

2.8.25 Auftrennungder Proben und des Standards

Mit einer 200 ul-Spritze wurden die Taschen des Gels bei ausgeschaltetem Trafo vorsichtig
mit den verschiedenen Proben und dem Standardgemisch gefillt. Als Standard diente uns der
Rainbow-Marker 1:10 verdunnt, dessen Bande sich tatsachlich farbig auf dem Gel spater
darstellten. Bel einer Stromstérke von 12,5 mA belief3 man das System solange, bis die
Probenfront in das Sammelgel Ubergetreten war. Dann folgte die eigentliche Auftrennung bel
25 mA. Dieser Vorgang war nach etwa 45 min beendet, als die Laufmittelfront fast das Ende
des Gels erreicht hatte.

2.8.3 Farbungvon Gelen

2.8.3.1 Farbung mit Silbernitrat (Dzandu et al., 1984)

Die Silbernitrat-Farbung wurde aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt verwendet, um schwer zu
erkennende Proteinbanden zu identifizieren.

Das Ge wurde, nach anfénglichem Waschen mit 10 % Ethanol in H,O bidest., 30 Minuten
mit der Farbelosung inkubiert und anschlief?end 5 bis 10 min in die Entwicklerldsung
getaucht, bis sich der Hintergrund des Gels grau verféarbte. Die Entwicklungsreaktion wurde
im Stoppbad abgebrochen, und das Gel wieder in Folie eingeschwei(3t.

Das Prinzip der Silberférbung ist das gleiche, das man bei der Entwicklung eines Schwarz-

Wei(3-Fotos anwendet.
Reagenzien:
Waschldsung: 10 % Ethanol in Aqua dest.
Farbel 6sung: 0,1 % Silbernitrat in Aqua dest. (frisch),

bereitgestellt in einem lichtundurchléssigem Gefal?
Entwicklerlésung: 3 % Na,COs, 0,02 % Formaldehyd aus einer 37 %
Stammldsung in Aqua dest. (frisch)
Stoppbad: 1 % Eisessig in Aqua dest.
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2.8.3.2 Farbung mit Coomassie Brilliant Blue R 250 (Weber und Osborn,1969)

Die Polyacrylamidgele wurden 30 min bei Raumtemperatur in 50 ml folgender Farbel 6sung

leicht geschuittelt:

Férbereagenz: 0,63 g Coomassie R 250
113 ml MeOH
113 ml Aqua bidest.
46 ml Eisessig

Das Gel war nun einheitlich tiefblau gefarbt. Um die einzelnen Banden der Proteine nun
sichtbar zu machen, musste das Gel langsam entfarbt werden. Dazu wurde es mit
Entfarbereagenz Ubergossen und tber Nacht auf einem Schiittler bewegt. Die Entféarbel 6sung
bestand aus Eisessig, Methanol und Wasser im Verhdtnis 1:3:6 (v/v).

Fur die Auswertung wurde das Gel schliefdlich mit Hilfe eines Folienschweil3ers und frei von

Luftblasen mit etwas Wasser in eine Kunststoffhille eingebracht.

2.9 Immunologische M ethoden - Glycan Detection Kit

Die Vermutung, dass es sich bei dem untersuchten Material nicht um reine Proteine handeln
wurde, sondern um Glykoproteine, veranlasste uns, diese Zucker in Glykokonjugaten mittels
eines Immunoassays zu detektieren.

Diese Methode dient also zum Nachweis von Glykproteinen auf Nitrocellulose nach erfolgter
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese. Dazu mussten die Glykoproteine noch vor der Auf-
trennung im SDS-Polyacrylamidgel in Ldsung oxidiert und mit Digoxigenin markiert werden.
Die so derivatisierten Proben wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Nachweis des eingebauten Digoxigenins erfolgte dann auf
der Nitrocellulose in einem Enzym-Immunoassay.

Das Prinzip dieser Methode beruht auf folgenden Schritten: Benachbarte Hydroxyl-Gruppen
von Glykokonjugaten werden durch schonende Perjodat-Behandlung zu Aldehydgruppen
oxidiert. Das an einen Spacer (Platzhalter) gebundene Steroidhapten Digoxigenin (DIG) wird
Uber eine Hydrazid-Gruppe kovalent mit der Aldehyd-Gruppe verbunden. Digoxigenin
markierte Glykokonjugate werden dann in einem Enzym-Immunoassay mit Hilfe eines Anti-
korper-Alkalische Phosphatase-K onjugats (<DIG> AP) nachgewiesen (siehe Abbildung 6).
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Oxidation mit Perjodat I-. > n

Lésung
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€—amido-capronséure-hydrazid

SDS-Palyacrylamidgel-Elektrophorese und Transfer auf N\itrocellulose

+<DIG> AP > auf dem
Filter

+ Substrat fir die

AP-Reaktion

(X-Phosphat, NBT) J

Zucker
Oxidierter Zucker
DIG-succinyl-e —amidocapronsaure-hydrazid

<DIG> AP

gg@l‘

Farbreaktion

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Glycan Detection Kit, Prinzip zum Nachweis von Zuckern in
Glykokonjugaten mittels eines Immunoassays, Schritt 1: Perjodat-Behandlung (Oxidation der Hydroxyl-
Gruppen zu Aldehydgruppen), Schritt 2: Bindung des Digoxigenin an die Aldehydgruppe, Schritt 3:

Enzymimmunoassay zum Nachweis der mit Digoxigenin markierten Glykokonjugate

Vorgehen:

1. Erneut mussten al die Schritte, wie unter Kapitel 2.8. beschrieben, wiederholt werden. Das
heil, es mussten wiederum ein 8 %-iges SDS-Gel angefertigt, die Proben 1, 2 und 3
aufgetragen werden und anschlief3end ein Lauf Uber das SDS-Gel durchgefuhrt werden.
Proben 1, 2 und 3 wurden aus der Auftrennung mit Superdex 200 HR 10/30 Ubernommen.

2. Als n&chster Schritt erfolgte der Western-Blot auf dem Nitrocellulosefilter.

3. Und zuletzt wurde der Glycan Detection Kit eingesetzt. Samtliche Reagenzien daflr

stammten von Boehringer Mannheim Biochemica .
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Material: 8 %-iges SDS-Gel
Peak 1 nach Superdex 200 HR 10/30, davon 5,0 ug Protein = 23,0 pl
Peak 2 nach Superdex 200 HR 10/30, davon 2,5 ug Protein = 42,0 pl
Peak 3 nach Superdex 200 HR 10/30, davon 5,0 ug Protein = 34,0 pl
Blotpuffer: 25mM Tris 15,149
192 mM Glycin 729
20 % Methanol 1,01
01%SDS 5gad5! pH=8590
Glycan Detection Kit

Falls die Vermutung, dass es sich bei dem zu untersuchenden Materia tatséchlich um
Glykoproteine handelte, sich bestdtigen wirde, wirden sich bel der Féarbereaktion als letzten
Schritt des Glycan Detection Kit Banden auf der Nitrocellulose anfarben und darstellen

|assen.

2.10 Affinitatschromatographie an Concanavalin A-Sepharose

Das immunologische Verfahren des letzten Schrittes ermdglichte uns, Glykoproteine sichtbar
zu machen. Die Affinitdtschromatographie wurde anschlief3end durchgefihrt, um diese
Glykoproteine voneinander zu trennen.

Das Verfahren beruht darauf, dass L ectine zuckerbindende Proteine sind, die je nach Herkunft
unterschiedliche Zucker erkennen. Mit Lectinen, die kovalent mit Gelmaterialien, wie zum
Beispiel Sepharose, verkniipft sind, lassen sich Glykoproteine spezifisch aus einem Gemisch
von anderen Substanzen entfernen. Durch den Zusatz der entsprechenden monomeren Zucker
werden die Glykoproteine wieder von ihrer Bindungsstelle an den Lectinen verdrangt und

damit von der Saule entfernt.
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Materidl:

Elutionspuffer: a) 50 mM NH4-A cetatpuffer
b) 20 MM o-Methyl-D-Glucosid-Puffer
¢) 150 mM a-Methyl-D-Glucosid-Puffer
d) 300 MM o-Methyl-D-Glucosid-Puffer
Aufgetragenes Material: 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30-Auftrennung,
davon 0,6 mg = 1750 ul in Aquabidest. Gel 6st

Vorgehen:

Auf die mit Concanavalin A-Sepharose bepackte Saule wurde der 1. Peak, der aus der
Auftrennung mit der Superdex 200 HR 10/30-Saule gewonnen wurde, aufgetragen. An-
schlieffend wurden nacheinander die verschiedenen Elutionspuffer Gber die Saule geschickt,
diein ihrer Rethenfolge die Glykoproteine wieder von ihren Bindungsstellen an den Lektinen
verdrangten und damit aus der Saule eluierten. Die Reihenfolge der Elutionspuffer wurde, -
wie unter Material angegeben, eingehalten. Zuerst der Ammonium- Acetat-Puffer, der bereits
die nicht an das Lectin gebundenen Proteine auswaschen wirde. Darauffolgend die o-Methyl-
D-Glucosid-Puffer, angefangen mit 20 mM, dann 150 mM und zuletzt 300 mM. Die einzeln
eluierten Fraktionen, die durch die Wahl des Puffers definiert wurden, wurden in Eppendorf-
Cups aufgefangen und in der Hochgeschwindigkeitszentrifuge SpeedV ac getrocknet.

2.11 Erneute SDS-Elektrophorese

Die einzeln aus der Affinitétschromatographie aufgefangenen Fraktionen wurden wiederum
auf ein 8 %-iges SDS-Gel aufgetragen.

Material: Fraktion 1: 10 ul des mit 50 mM NH4-Acetat-Puffer-eluierten Materials
Fraktion 2: 10 ul des mit 20 mM o-Methyl-D-Glucos d-Puffer-eluierten Materials
Fraktion 3: 30 ul des mit 150 mM a-Methyl-D-Glucosid-Puffer-eluierten Materials
Fraktion 4: 50 ul des mit 300 mM o-Methyl-D-Glucosid-Puffer-eluierten Materials
Vergleichsprobe: Standard = Rainbow-Marker 1:10
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Zum Sichtbarmachen der zu erwartenden Banden wurde hierfir die Silbernitrat Féarbung, wie

unter Kapitel 2.8.3.1 beschrieben, angewandit.

2.12 Attraktivitatstest nach Affinitatschromatographiean Con A

Interessant war nun, wie die Miracidien im Attraktivitétstest auf die einzelnen Fraktionen

nach der Affinitétschromatographie and Concanavalin A-Sepharose reagieren wiirden.

Material: Fraktion 1: 20 ul des mit 50 mM Ammonium Acetat-Puffer-eluierten Materials
Fraktion 2: 20 ul des mit 20 mM o-Methyl-D-Glucosid-Puffer-eluierten Materials
Fraktion 3: 60 ul des mit 150 mM o-Methyl-D-Glucosid-Puffer-eluierten Materials
Fraktion 4: 100 pl des mit 300 mM a-Methyl-D-Glucosid-Puffer-eluierten Materials
Weitere Materialien: NH4-Acetat alein
CHs-Glucosid alein
Aceton allein

2.13 Direktes Einsetzen der SDS-Pagein den Attraktivitatstest

Durch die verschiedenen Methoden der Aufbereitung, - Ammonium Sulfat-Féllung und den
gel chromatographischen Auftrennungen an der HPLC mit TSK G 3000 SW und mit Superdex
200 HR 10/30, konnte bisher der grofite Teil des nicht attraktiven und damit verunreinigenden
Materials abgesondert werden. Dadurch wurde es erst moglich, eine derart gute Auftrennung
auch gelelektrophoretisch mit der SDS-Gelelektrophorese zu erreichen.

Somit bot sich an dieser Stelle ein letzter Versuch an, namlich, das soweit aufbereitete
Material einschliefdlich der Superdex 200 HR 10/39-Auftrennung auf ein SDS-Gel
aufzutragen, einen Lauf durchzuftihren und das Material des Gels anschlief3end direkt in einen

Attraktivitatstest einzusetzen.
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Verfahren:

Die 1. Peakfraktion nach der Superdex 200 HR 10/30-Auftrennung wurde in Aqua bidest.
resuspendiert, in Aceton Uber Nacht gefallt und dann in verschiedenen Verdinnungen auf das
SDS-Gel aufgetragen. Nach dem Lauf wurde das Gel fir 2,5 h bei 50 °C in Isopropanol auf
einem Schittler gewaschen, um fir den Attraktivitéatstest eventuell stérende Faktoren, wie
zum Beispiel SDS oder TRIS-Puffer, aus dem Gel zu entfernen. Das Gel wurde dann sogar
nochmals viermal fir 10 min mit Aqua bidest. gespllt.

Um das Gel nun Uberhaupt in den Attraktivitétstest einsetzten zu kdnnen, mussten die
einzelnen Banden mit einer scharfen Klinge voneinander getrennt werden. Eine Spur, die
zusétzlich auf das gesamte Gel aufgetragen wurde, musste mit Silbernitrat angefarbt werden.
Somit konnte abgeschétzt werden, wo genau die verschiedenen Banden aneinandergrenzen
wrden, die auf den in den Test eingesetzten Gelteilchen nicht sichtbar waren. Es entstanden
Gelteilchen, die direkt fur den Test mit Miracidien verwendet werden konnten.

Material: a) 50 wl der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30 = 10 ug Protein
b) 25 ul der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30 = 5 ug Protein
c) 12,5 ul der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30 = 2,5 ug Protein
d) weitere Testmaterialien: SDS-Gel vor Isopropanolwaschung
SDS-Gel nach Isopropanolwaschung
Gel ohne SDS
Gel ohne SDS und ohne TRIS-Puffer
Dort, wo attraktives Material in den Gelteilchen enthalten sein wirde, wirden die Miracidien

versuchen, sich in das Gel hineinzubohren.
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Chromatographische Methoden
HPLC-Auftrennung
Praparativ mit TSK G 3000 SW-Saule
Analytisch mit Superdex 200 HR 10/30-Saule
U
Attraktivitatstest der 3 erhaltenen Peakfraktionen nach Superdex 200 HR 10/30
U
Gel el ektrophoretische M ethode
Auftragung der 3 Peakfrationen nach Superdex 200 HR 10/30 auf SDS-Gel

U

Immunol ogische Methode

Glycan-Detection-Kit mit vorhergehendem Western-Blot
U
Affinitdtschromatographie an Concanavalin A-Sepharose
der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30
U
Erneute SDS-Page mit eluiertem Materia aus Affinitdtschromatographie

an Con A-Sepharose-Saule

U
Erneuter Attraktivitatstest des eluierten Materias aus Affinitétschromatographie

an Con A-Sepharose-Saule

U
Lauf der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30-Saule tber SDS-Gel
U
Direktes Einsetzen dieses Gelsin den Attraktivitatstest

Abbildung 7: Laufschema B einschliefdlich chromatographische, gelelektrophoretische, immunlogische und
affinitdtschromatographische M ethoden
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3 Ergebnisse

3.1 SCW nach Filtration und Zentrifugation

Das frisch gewonnene SCW, wie unter Kapitel 2.4 beschrieben, wurde zunéchst filtriert und
anschlief3end zentrifugiert. Somit erhielt man bereits die erste Trennung, eine Trennung des
wasserunloglichen Anteils des SCW vom wasserunlgslichen Material, was als Pellet
bezeichnet wurde.

Nach jedem Pr&parationsschritt wurde sofort im Anschluss ein Attraktivitatstest (siehe Kapitel
2.3) mit den lebenden Miracidien durchgefiihrt. Dies war letztlich immer die einzige
Kontrolle Uber die Richtigkeit des weiteren Vorgehens, welche Anteile des aufgereinigten
SCW verworfen werden konnten.

Dies eindeutige Ergebnis des Tests veranlasste uns, den grofen Teil des Ausgangsmaterials,

der nicht in Wasser gel6st werden konnte, zu verwerfen.

Tabelle 1: Attrakivitétstest nach Resuspension des SCW in Wasser und 3x-iger Zentrifugation

Wasserl6sliches Materia = Wasserunl6gliches Materia =
Uberstand Pellet
1. Durchgang +++ -
2. Durchgang +++ -

3.2 Ammonium-Sulfat-Fallung — Separation durch Prazipitation

In friheren Arbeiten wurde das Material, soweit es bisher aufgereinigt war, direkt in die
Hochl e stungschromatographie eingesetzt. In dieser Arbeitsgruppe wurde ein neuer Schritt in
der Reihenfolge der Préparation eingefuhrt. Man erwartete eine zusétzliche Reinigung des
SCW, indem Proteine durch die Ausfallung mit Ammonium-Sulfat von verunreinigendem
Material befreit wirden. Es wurden flnf verschiedene Fraktionen hergestellt, die sich
lediglich im Séttigungsgrad durch das Salz unterschieden: 30 %, 45 %, 60 %, 75 % und
vollstandig geséttigt.
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Wiederum musste im Anschluss daran das so aufbereitete Materia direkt in den
Attraktivitatstest mit den Miracidien eingesetzt werden, um den Bereich der grofdten
Attraktivitat abgrenzen zu kénnen.

Tabelle 2: Attraktivitétstest des SCW nach Ammonium Sulfat-Fallung: Bestimmung des mit Ammonium-Sulfat
geféllten Materials, in dem die grofite Attraktivitét auf Miracidien steckt

Fraktionen: 30 % 45 % 60 % 75% | Vollsténdig Nicht
Séttigungs- gesdttigt fallbarer
grad Uberstand
1. Durchgang - + ++ +++ ++ -
2. Durchgang + ++ +++ +++ + -

Die grofdte Attraktivitdt zeigte sich in den Fraktionen, die auf 60 % und auf 75 % gefallt
wurden, was bedeutete, dass das attraktive Material im Bereich zweier Fraktionen zu finden
sein muss, die eine auf 50 %, die andere auf 75 % gefdllt.

Bisher wurde mit sehr wenig Material gearbeitet, gerade ausreichend fur diese Testfadlung.
Um aber préparativ weiter fortfahren zu konnen, mussten 2,5 g des Ausgangs-SCW in al
diese Schritte eingesetzt werden und letztlich auf 50 % und auf 75 % gefallt werden.

Um einen Anhaltspunkt zu haben, mit welcher Menge an aufbereitetem Material man
weiterarbeiten konnte und wieviel Uberhaupt fur die néchsten Prdparationsschritte zur
Verfugung stand, wurde das Gewicht der Fraktionen nach Ammonium-Sulfat-Fallung
bestimmt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Bilanzierung des Gewichts nach Ammonium-Sulfat-Fallung

Sediment der auf 50 % | Sediment der auf 75% | Uberstand der auf
gefdlten Probe gefdllten Probe 75 % geféllten Probe

Gewicht 39 mg 65 mg 227 mg

Zusammenfassend wurde bisher das attraktive Material im Sediment der auf 75 % geféllten
Probe angereichert und dadurch ein beachtlicher Tell der verunreinigenden Substanzen
abgesondert. Die 30 mg des Sediments der auf 50 % geféllten Probe und die 227 mg des
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Uberstands der auf 75 % geféllten Probe wurden zunéchst aulRer Acht gelassen , und mit den
65 mg des Sediments der auf 75 % gefélten Probe wurde weitergearbeitet.

3.3 Chromatographische Verfahren an der HPLC (High Performance
Liquid Chromatographie)

Die 65mg waren folglich das Ausgangsmaterial, das fir die gelchromatographischen
Auftrennungsschritte erstmals eingesetzt. wurde.

3.3.1 Préparative Auftrennung an der TSK G 3000 SW-Saule

Die TSK 3000-Saule trennt nach Molekulgrofie, wobei die Elution von geldsten Substanzen
nach abnehmendem Mol ekulargewicht erfolgt (Unger, 1995).

Pro Lauf wurden 0,75 mg Material Uber die Séule geschickt.

In den vorangegangen Arbeiten wurden bisher immer zwel deutlich abgrenzbare Peak-
fraktionen beschrieben, die sich im Chromatogramm nach der Elution aus der Saule
abzeichneten. In dieser Arbeit konnten mit der TSK G 3000 SW-Saule finf verschiedene
Peakfraktionen eluiert werden, die mit 1, 2, 2b, 3 und 4 (siehe Abbildung 8) benannt wurden.
Die Peakfraktionen wurden getrennt voneinander in Rundkolben gesammelt und zun&chst
gefriergetrocknet. Bei der folgenden Attraktivitéatstestung stellte sich heraus, dass in der 1.
Peakfraktion die grofdte Attraktivitét (siehe Tabelle 4) steckte.

Die Ergebnisse von Beer und Zorger konnten reproduziert werden, und wieder konnte ein
beachtlicher Tell unattraktiven Materials abgetrennt werden (Diss. Techn. Uni. Minchen,
1997).

Tabelle 4: Attraktivitatstest des Materials nach HPL C-Auftrennung mit TSK G 3000 SW. Eingesetzt wurde das
mit Ammonium-Sulfat geféllte SCW. Durch die praparative Auftrennung an der TSK 3000-Saule konnten finf

voneinander getrennte Fraktionen gesammelt werden, die mit Peakfraktion 1, 2, 2b, 3 und 4 benannt wurden.

Peakfraktion 1 2 2b 3 4
1.Durchgang + (+) (+) - (+)
2.Durchgang +++ ++ + + +
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Abbildung 8: Auftrennung des Sediments der auf 75 % gefallten Probe mit TSK G 3000 SW. In die préparative
Auftrennung durch die TSK G 3000 SW-Saule wurde das mit Ammonium-Sulfat geféllte SCW eingesetzt.
Dadurch konnten finf voneinander getrennte Peakfraktionen gesammelt werden, die mit 1, 2, 2b, 3 und 4

benannt wurden.

Um Uber die praparative Auftrennungsfahigkeit der TSK-Saule hinaus eine analytische
Auftrennung an der HPLC zu erreichen, strebten wir die Gelfiltration mit der Superdex 200
HR 10/30-Séule an.

3.3.2 Analytische Auftrennung an der Superdex 200 HR 10/30-Saule

Die 1. Peakfraktion nach der Auftrennung mit der TSK G 3000 SW-Sdule diente as
Auftragungsmateria fur die Laufe Uber die Superdex 200 HR 10/30, wobei pro Lauf exakt
150 ug Material aufgetragen wurden.

Wiederum konnten bel dieser gelchromatographischen Auftrennung drei verschiedene
Peakfraktionen eluiert und in Rundkolben aufgefangen werden (siehe Abbildung 9), die mit 1,

2, und 3 benannt wurden.
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Abbildung 9: Auftrennung der 1. Peakfraktion nach TSK G 3000 SW mit Superdex 200 HR 10/30. In die
analytische Auftrennung durch die Superdex 200 HR 10/30-Sdule wurde das mit Peakfraktion 1 benannte
Material nach der TSK G 3000 SW-Auftrennung eingesetzt. Dadurch wiederum konnten drei voneinander

getrennte Peakfraktionen gsammelt werden, die mit 1, 2 und 3 benannt wurden.

Der Attraktivitatstest dieser drei Peakfraktionen zeigte eindeutig, dass in der 1. Peakfraktion
die grofdte Attraktivitat steckte, Peakfraktionen 2 und 3 alerdings kaum oder gar keinen an-
ziehenden und lockwirksamen Effekt auf die Miracidien hatten (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Attraktivitétstest der 3 Peakfraktionen nach Superdex 200 HR 10/30

Peakfraktion 1 2 3
1. Durchgang ++ (+) -
2. Durchgang +++ (+) (+)

3.4 Gelelektrophoretische Verfahren

Die chromatographische Auftrennung erlaubte noch nicht, konkrete Aussagen Uber die
Molekilgrofie oder den Charakter der Molekile zu machen.

Vielmehr machten wir uns die gelelektrophoretische Auftrennung mit dem SDS
polyacrylamid-Gel zunutze, um Proteine an sich und Molekillmasse zu charakterisieren.
Primar stellten wir ein 8 %-iges SDS-Gel her, in dessen Probentaschen, so wie es unter
Kapitel 2.8.2 beschrieben wurde, genau 2,5 ug Protein von jedem der drel Peaks nach der
Superdex 200 HR 10/30-Auftrennung aufgetragen wurden.

Nach Laufende farbten wir das Gel einmal mit Silbernitrat (Dzandu et a., 1984) an (siehe
Abbildung 10).

In dlen drei Proben, die aufgetragen wurden, sind im oberen Teil, kurz nach Eintritt in das
Trenngel, zwel scharfe Banden zu erkennen, weiter mehrere dicke Banden etwa auf der Halfte
der Trenngelstrecke und eine schwach sichtbare Bande im unteren Drittel. Somit konnte keine
genaue Aussage Uber die Molekilmassen getroffen werden, da - verglichen mit dem Standard
- sich die angefarbten Banden Uber das gesamte Trenngel verteilten. Man konnte lediglich
behaupten, dass sich das attraktive Material eher im Bereich htherer Molekiilmassen befand.
Hervorzuheben allerdings war, dass es erstmals gelungen war, das SCW auch
gelelektrophoretisch gut aufzutrennen und darzustellen.

In einem zweiten gelelektrophoretischen Lauf trugen wir 2,5 ug der 1. Peakfraktion auf das
8 %-ige SDS-Gel auf und farbten es anschlief3end mit Coomassie (Weber und Osborn, 1969)
an (siehe Abbildung 11).
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gesamte Trenngellange

Abbildung 10: 8 %-iges SDS-Gel der 3 Peakfraktionen nach Superdex 200 HR 10/30, Silbernitratféarbung; Spur
1:.1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30, Spur 2: 2. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30, Spur 3:
Standard = Rainbow-Marker 1:10, Spur 4: 3. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30

gesamte Trenngellange

Abbildung 11: 8 %-iges SDS-Gel der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30, Coomassie-Farbung; Spur
1: 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30, Spur 2: nichts, Spur 3: Standard = Rainbow-Marker 1:10
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Bande, die mit der Coomassie-Farbung sichtbar gemacht wurden, deckten sich weitgehend
mit denen der Silbernitratfarbung. Nur die eine Bande im unteren Drittel des Trenngels
konnte mit der Coomassie-Farbung besser dargestellt werden.

Unsere Vermutung, dass es sich bel den Banden, die sich auf den SDS-Gelen abzeichneten,
nicht um reine Proteine, sondern vielmehr um Glykoproteine handelte, veranlasste uns, im
néchsten Schritt auf immunol ogische M ethoden zurtickzugreifen.

3.5 Immunologische M ethoden - Glycan Detection Kit

Zucker in Glykokonjugaten konnen mittels eines Immunoassays detektiert werden (siehe
Kapitel 2.9). Man setzte in den Glycan Detection Kit (Boehringer Mannheim Biochemica)
wiederum die drei Peakfraktionen nach der Superdex 200 HR 10/30-Auftrennung ein. Die
darin enthaltenen Glykoproteine mussten vorerst mit Digoxigenin markiert werden, dann mit
Hilfe eines SDS-Gels aufgetrennt werden und anschlief3end auf eine Nitrocellulose Ubertragen
werden. Als letzter Schritt des Glycan Detection Kit wurde eine Farbereaktion durchgefihrt
(siehe Abbildung 12).

Tatsachlich kamen vier Bande in jeder der Spuren auf der Nitrocellulose zum Vorschein.
Diese Tatsache lieferte den Bewels dafiir, dass das attraktive Material tatséchlich aus Glyko-
proteinen bestand, die sich gelelektrophoretisch mit Hilfe eines Immunoassays darstellen
lief3en (siehe Abbildung 12).

Um diese vier Glykoproteine nun nicht nur gelelektrophoretisch sichtbar werden zu lassen,
sondern sie womaoglich voneinander trennen zu konnen, wurde im nachsten Schritt eine
L ektin-Saule eingebaut.
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Abbildung 12: Nitrocellulose des Glycan Detection Kit der drei Peakfraktionen nach Superdex 200 HR 10/30.
Durch die analytische Auftrennung an der Superdex 200 HR 10/30-Saule konnten drei Peakfraktionen
gesammelt werden, in denen Glykokonjugate als Hauptbestandteil des attraktiven Materials vermutet wurden.
Zum Nachweis dieser Glykokonjugate wurde der Glycan Detection Kit eingesetzt. Auf der Nitrocellulose kamen

vier getrennt voneinander sichtbare Bande zum Vorschein.

3.6 Affinitatschromatographie an Concanavalin A-Sepharose

Das Prinzip, dass mit Lektinen, die kovalent mit Gelmaterialien verknlpft sind, sich Glyko-
proteine spezifisch aus einem Gemisch von anderen Substanzen entfernen lassen, machten wir
unsin diesem Praparationsschritt zunutze.

Auf die mit Concanavalin A-Sepharose bepackte Saule wurde die 1. Peakfraktion nach der
Auftrennung an der Superdex 200 HR 10/30-Saule aufgetragen. Der Ammonium-A cetat-
Puffer sollte die nicht an das Lektin gebundenen Proteine auswaschen. Darauffolgend wurden
die a-Methyl-D-Glucosid-Puffer, angefangen mit 20 mM, dann 150 mM und zuletzt 300 mM
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Uber die Saule geschickt und die so einzeln euierten Fraktionen in Eppendorf-Cups
aufgefangen.

Um diese Fraktionen nun fir den Betrachter sichtbar zu machen, wurden sie auf ein 8 %-iges
SDS-Gel aufgetragen, und dieses mit Silbernitrat angeférbt (siehe Abbildung 13).

gesamte Trenngellange

Abbildung 13: 8 %-iges SDS-Gel der Fraktionen nach Affinitdtschromatographie an Concanavalin A-
Sepharose, Silbernitratfarbung; Spur 1: Standard = Rainbow-Marker 1:10, Spur 2: Fraktion 1 mit Ammonium
Acetat-Puffer eluiert, Spur 3: Fraktion 2 mit 20 MM CHs-Glc-Puffer eluiert, Spur 4: Fraktion 3 mit 150 mM
CHs-Glc-Puffer eluiert, Spur 5: Fraktion 4 mit 300 mM CHs-Glc-Puffer eluiert

Anhand des Gels (siehe Abbildung 13) konnte die Aussage getroffen werden, dass das zu
untersuchende Material, adso die 1. Peakfraktion nach der Superdex 200 HR 10/30
Auftrennung, nicht an die mit Concanavalin A- Sepharose bepackte Sdule bindet. Schon der
Ammonium-Acetat-Puffer hat den groften Teil des aufgetragenen Materials von der Saule
gewaschen. Man musste folglich annehmen, dass nichts oder nur wenig der attraktiven
Glykoproteine an Glucose, Mannose oder Glucosamin bindet.

Interessant war nun, wie sich die einzelnen Fraktionen nach der Affinitétschromatographie an
Concanavalin A-Sepharose in einem Attraktivitétstest verhalten wirden.

35



Die verschiedenen Fraktionen wurden Uber Nacht mit Aceton gefallt und dann in den Test mit
den Miracidien eingesetzt (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Attraktivitétstest der einzelnen Fraktionen nach Affinitdtschromatographie an Con A

Mit NH,- Mit20mM | Mit150mM | Mit300 mM | NH,-Acetat CHs- Aceton
Acetat-Puffer |  Glucosid- Glucosid- Glucosid- alein Glucosid alein
Puffer Puffer Puffer alein
1. Durchgang +++ +++ + + - - -
2.Durchgang | +++ +++ (+) (+) - - -

Es wurde zunéchst klar, dass die Puffer allein und das Aceton keine Attraktivitdt auf
Miracidien hatte und somit das Ergebnis des Tests nicht verféschten und beeinflussten.
Grofdte Attraktivitdt steckte in Fraktionen 1 und 2, wobei 3 und 4 nur eine sehr geringe
lockwirksame Wirkung auf die Wimpernlarven austiben konnten (siehe Tabelle 6).

Also Ubereinstimmend mit dem Ergebnis, das man anhand der SDS-Page, auf die die
verschiedenen Fraktionen nach dem Lauf Uber die Concanavalin-Saule aufgetragen wurden,
an attraktivem Material bel der
Affinitdtschromatographie mit dem Ammonium-Acetat-Puffer und dem 20 mM Glucosid-

vertreten konnte, wurde bereits der grolte Antell

Puffer von der Saule gewaschen. Dies bedeutete, dass auch im Attraktivitatstest zu diesem
Zeitpunkt bestdtigen konnte, dass die attraktiven Glykoproteine nicht an Glucose, Mannose

oder Glucosamin binden.

3.7 Direktes Einsetzen der SDS-Pagein den Attraktivitatstest

Sowie unter Kapitel 2.13 beschrieben, wurde das attraktive Material nach der Superdex 200
HR 10/30-Auftrennung erneut auf ein SDS-Gel aufgetragen, und anschlief3end dieses Gel
direkt in einen Attraktivitétstest mit Miracidien eingesetzt (siehe Abbildung 14). Sobad das
Gelstuickchen auf die Miracidien eine lockwirksame Attraktivitét ausiibte, versuchten diese

sich in das Gel hineinzubohren.
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Abbildung 14: Direktes Einsetzen der SDS-Page in den Attraktivitdtstest mit Material der 1. Peakfraktion nach
Superdex 200 HR 10/30-Auftrennung; Spur 1 entspricht 50 pl der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30
(10 pg Protein); Spur 2 entspricht 25 pl (5 pg Protein) und Spur 3 entspricht 12,5 pl (2,5 pug Protein). An den mit
gestrichelten Linien gekennzeichneten Stellen wurde die Gelspur unterteilt, die dadurch entstandenen
Gelstiickchen wurden direkt in den Attraktivitétstest eingesetzt.

Als Ergebnis war zu bemerken, dass keines der vorbereiteten Gele, auf die lediglich die
Vergleichsproben aufgetragen wurden, Attraktivitét auf die Miracidien zeigte:

SDS-Gel vor Isopropanol ewaschung: -

SDS-Gel nach Isopropanolwaschung: -

Gel ohne SDS: -

Gel ohne SDS und ohne TRIS-Puffer: -
Betrachtete man die einzelnen Trenngele, auf die attraktives Material aufgetragen wurde, fand
man in jeder Verdinnung im unteren Drittel des gesamten Trenngels eine Attraktivitét (siehe
Abbildung 14).
Zusammenfassend konnte man aus diesem letzten Schritt postulieren, dass sich das
»Miraxon" gelelektrophoretisch wie Molekile zwischen 30000 und 45000 D verhdlt.
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4 Diskussion

4.1 DieRolle eneschemischen Stimulusim Wirtsfindungspr ozef3

Eine Wirtsschneckenpopulation stellt fur die Larven von Trematoden eine unterschiedlich
zusammengesetzte, gemischte Gruppe in ihrer Umwelt dar. Die Individuen einer
Schneckenpopulation einer bestimmten Spezies sind morphologisch, physiologisch und
genetisch sehr vielféltig. Die Miracidien des Bilharziosekreislaufs sind in der diffizilen
Situation, den geeigneten Wirt zu wahlen und finden zu mussen, sobald sie mit dieser
heterogenen Zwischenwirtsgruppe konfrontiert werden.
Haben Miracidien eine ,, Préferenz* fir eine individuelle Schnecke gegeniiber den anderen?
Welche Rolle spielt ein chemischer Stimulus im Wirtsfindungsprozess?
Angesichts der kurzen Lebensdauer des Miracidiums von nur wenigen Stunden, ist das
Verhalten der Larve darauf fixiert, ihren Zwischenwirt zu lokalisieren und zu infizieren. Haas
(1988), Schmidt und Roberts (1989) datierten diese Lebensdauer auf 5 bis 6 Stunden, Chernin
(1974) immerhin auf 12 Stunden.
Nach Haas (1988) kdnnen mindestens vier Phasen der Wirtsfindung unterschieden werden:

e Vertellungsphase (, pre-infective dispersal phase*),

e Aufsuchen des Lebensraumes des Zwischenwirts (,, microhabitat-selection”),

e Orientierung zum Zwischenwirt (,, host-directed orientation®),

e Anheftung und Eindringverhalten (,, attachment and penetration®).
Innerhalb ihrer ersten Lebensstunden schwimmen frisch geschlipfte S. mansoni-Miracidien
relativ schnell und geradlinig (Mason u. Fripp 1976, Saladin 1979, Sukhdeo u. Mettrick 1987,
Haas 1988). Ihr Verhalten scheint dabel geonegativ und photopositiv beeinflufét zu sein, so
dass sie nach oben und zum Licht hin gerichtet schwimmen (Wright 1974, Chernin 1974,
Haas 1988). Die photopositive Ausrichtung vermégen die Tiere trotz des Fehlens
makroskopischer Photorezeptoren, sogenannter Augenflecken (, eye spots*), wie sie bei den
Miracidien anderer Trematoden (z.B. Trichobilharzia) ausgebildet sind, zu leisten. S.
mansoni-Miracidien besitzen hierfir Photozellen in ihren Zilien, die ihnen diese hochsensible
Leistung erméglichen (Brooker 1972, Sukhdeo u. Mettrick 1987). Chemische Reize spielen in
der Verteilungsphase eine untergeordnete Rolle (Saladin 1979, Haas 1995).
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In der zweiten Phase, dso etwa nach ener Stunde veringern die Miracidien ihre
Schwimmgeschwindigkeit, wahrend die Rate ihrer Richtungswechsel zunimmt (Mason wu.
Fripp 1976, Saladin 1979, Haas 1988). Die Larven suchen die tkologischen Nischen ab, in
denen sich gewdhnlich ihr natirlicher Zwischenwirt aufhédlt. Die infektibse Potenz und
Chemosensitivitéat der Miracidien nimmt dabei zu (Saladin 1979).

Sobald die Larve in die Néhe ihres Wirts gelangt, also den , active space’ (Wilson 1970)
erreicht, reagiert sie auf chemische Signalstoffe der Schnecke, die bel den Miracidien eine
Verhaltensanderung, , behavioural response*, ausdsen (Chernin 1970, Saadin 1979,
Samuelson et al. 1984). Messbar sind diese Bewegungsdnderungen an einer Zunahme der
Rate an Richtungswechseln (,rate of change of direction”), sowie eine Zunahme der
Schwimmgeschwindigkeit (Chernin 1970, Mason u. Fripp 1976, Haas 1988). Wenn das
Miracidium den Einflussbereich des chemischen , Lockstoffes* verlasst, reagiert es mit einer
abrupten 180 -Wende (,180 turnback®) und schwimmt mit einer hohen Rate an
Richtungswechseln weiter (Maclnnis 1965, Chernin 1970).

In der letzten Phase kommt es schliefdlich zum Anheften und Eindringen in die Schnecke
(, attachment, remaining on the host and penetration). Der Vorgang des Anheftens und der
Penetration der Parasitenlarve sind noch weitgehend ungeklart (Haas 1988, 1992). Maclnnis
studierte 1965 die Lockwirkung chemischer Signastoffe an S. mansoni-Miracidien, indem er
Agarpyramiden mit diesen Stoffen impragnierte. Einige Wimperlarven versuchten, in die
Agarbldcke einzudringen, wobei verschiedene typische Verhaltensmuster beobachtet werden
konnten. Maclnnis beschrieb diese as Drehung (,turning“) nach BerUhren der Oberflache,
Kontakte mit Umkehr (, contacts with return*), wiederholte Anheftungsversuche (,,repeated
investigation*), Anheftung (, attachment”) und letztlich Eindringen in den Zwischenwirt
(, penetration”).

Wahrend die ersten beiden Phasen, die Verteillungsphase und die Phase, in der die Larven den
Lebensraum des Zwischenwirts aufsuchen, instinktiv ablaufen bzw. von Umweltfaktoren
(z.B. Licht und Wéarme) gesteuert werden, werden die letzten beiden Phasen in grof3em Malie
von chemischen Stimuli ausgel 6st (Haber! et al. 1995).

Auf die Frage, ob fur die beschriebenen Verhaltensantworten der Miracidien verschiedene
oder ein- und derselbe chemische Stimulus verantwortlich sind, finden sich widersprtichliche
Antworten und Angaben in der Literatur.

In neuer und aktueller Literatur wird noch ein weiterer Aspekt diskutiert, der auf der
Annahme basiert, dass innerhalb des S. mansoni- und Biomphalaria glabrata - Systems die

Grol3e des Zwischenwirts eine grof3e Rolle spielt (Theron, Rognon u. Pages, 1998). Kénnen
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Miracidien zwischen Schnecken von verschiedener Grofde und unterschiedlichem Alter
unterscheiden? Theron und seine Mitarbeiter beobachteten in einem Wirtsfindungsexperiment
Miracidien, die sie einer heterogenen Gruppe von Biomphalaria glabrata-Schnecken
aussetzten. Die Schnecken unterschieden sich speziell in diesen beiden Merkmalen der Grol3e
und des Alters . Das Ergebnis konnte bekraftigen, dass signifikant mehr Miracidien von
mittelalten und mittelgrol3en (,, subadult”) Schnecken angelockt wurden. Sehr junge, unreife
(“juvenile") und auch alte, grof3e (,, adult*) Schnecken zeigten nur geringe Attraktivitdt auf die
Miracidien. Diese Tatsache konnte folglich die Annahme zuriickweisen, dass mittelgrofie
Schnecken nur deshalb eine hohe Infektionsrate aufzeigen, weil sie zufélig ener
Uberproportionalen Stlickzahl von Miracidien ausgesetzt wurden (Anderson u. Crombie,
1984). Mittelgrofl3e, subaldulte Schnecken locken tatséachlich mehr Miracidien an.

Das Finden und Erkennen der Zwischenwirtsschnecke ist und bleibt Thema vieler
Untersuchungen (Haas et al., 1995), wobei mittlerweile Ubereinstimmung und Akzeptanz
darin gefunden wurde, dass chemische Lockstoffe eine Verhaltensveranderung bei den

Wimperlarven ausl 6sen, sobald diese sich dem Wirt néhern und in ihn eindringen.

4.2 Methodik und Interpretation der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde versucht, aus dem SCW von Biomphalaria glabrata ein Makromol ekl
zu isolieren und ndher zu beschreiben, das derartige Verhaltensanderungen bei S. mansoni-
Miracidien ausl6st. Durch Filtration, Zentrifugation, Ammonium-Sulfat-Fallung und Dialyse
wurde das Material immer weiter aufgetrennt. In den Attraktivitdtsmessungen wurde gepriift,
ob die separierten Komponenten eine Reizantwort bei den Larven bewirkten. Uber
chromatographische, gelelektrophoretische und zuletzt immunologische Verfahren wurde

schliefdich versucht, die attraktiven Fraktionen ndher zu charakterisieren.

4.2.1 SCW-Gewinnung

Die SCW-Gewinnung erfolgte nach der Methode von Netzer (1989), der in seiner
Dissertationsarbeit die idealen Bedingungen zur Gewinnung von mit attraktivem Material
hochangereicherten SCW erarbeitete. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Arbeiten wurde
diesmal doppelkonzentriertes SCW verwendet. Eine beachtliche Steigerung der Material-
ausbeute konnte erreicht werden, indem statt nur 150 g jetzt 300 g Schnecken eingesetzt
wurden. Allein durch die Methodik der Aufreinigung in der Filtration, Zentrifugation und
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Ammonium-Sulfat-Fallung musste mit gewissen Materialverlusten gerechnet werden, so dass
uns die gesteigerte M aterialausbeute sehr zu Hilfe kam.

4.2.2 Attraktivitatstestung

Sowohl nach jedem Préparationsschritt, als auch nach anderen Manipulation des SCW spielte
die Attraktivitdétsmessung eine signifikant wichtige Rolle in der Untersuchung der
Wirtsokalisation von Parasitenlarven. Schliefdlich stellte dieses Verfahren, in dem getestet
wurde, ob eine chemische Verbindung eine Verhaltensanderung bei den Miracidien ausl6sen
kann, die einzige Moglichkeit dar, ein etwaiges Attraktans zu erkennen, um dieses fir die
weitere Praparation Uberhaupt verwenden zu kénnen.

Will man den Wirtsfindungsprozess in seiner Gesamtheit kléren, muss man beriicksichtigen,
dass es sich um ein multifaktorielles Geschehen handelt (Haas et a, 1991, Haberl und Haas
1992) und dass verschiedene chemische Stimuli fUr die einzelnen Phasen der Wirtsfindung
verantwortlich sind. Manche Autoren machen sogar das Nichtverstandnis des Miracidien-
verhaltens dafir verantwortlich, dass eben durch die Wahl einer ungeeigneten
Austestmethode die Verdffentlichung oft so kontroverser, teilweise zweifelhafter Ergebnisse
zustande kommt (Sukhdeo und Mettrick 1987).

Im wesentlichen lassen sich drei Verfahrensprinzipien beschreiben: Die Zahlkammer (,,choice
chamber”), die Punktinokulation (,, point inoculation*) und das Einbringen der Testsubstanzen
in feste Medien (Agar). Das erstgenannte V erfahrensprinzip erschien as nicht geeignet, da es
sich bel dem Verhalten bei der Wirtslokalisation nicht um eine zielgerichtete Chemotaxis,
sondern um ein Chemoklinokinese handelt (Saladin 1979, Roberts et al. 1979. Sukhdeo u.
Mettrick 1987, Haas 1988).

Sowie Chernin 1970 bereits erstmals SCW mit Hilfe einer Glaskapillare in eine
Miracidiensuspension einbrachte und dabei das Verhalten der Miracidien unter dem
Lichtmikroskop beobachtete, wurde dieses Verfahren as , point inoculation® benannt. Fur
Chernin war das Ergebnis positiv, wenn sich die Miracidien in eéinem Schwarm in einer
elipsoiden Zone um die getestete Substanz bewegten. Sowohl in den vorangegangenen
Arbeiten, als auch in dieser wurde die Methode der Punktinokulation tbernommen und als
Attraktivitatstest eingesetzt. Zum einen Uberzeugte sie durch die Einfachheit ihrer
Durchfihrung und zum anderen dadurch, dass bereits geringe Probenmengen fir eine
eindeutige Aussage ausreichten. Der Nachteil dieser Methode lag sicherlich darin, dass

Ergebnisse nicht quantifizierbar waren. Nur mit vid Ubung und Erfahrung konnten
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Unterschiede in der Stadrke des Verhaltens der Wimperlarven erkannt werden, wenn
Uberhaupt.

Auch das Verfahren, die zu testende Probe in Agar einzubringen, machten wir uns im letzten
Préparationsschritt dieser Arbeit zunutze. Wissen musste man dazu, dass Haberl und Haas,
modifiziert nach Maclnnis (1965) das Miracidienverhalten zusétzlich in drei Einzelkategorien
unterteilten, ndmlich ,turning”, , contact with return“ (CR) und , repeatet investigation® (RI).
Dabel hielten sie RI fir die typische Reizantwort, die dem Anheftungsprozef? an die Schnecke
vorausgeht (Haberl und Haas 1992).Hierzu waren unsere Aussagen Uber das Verhalten der
Miracidien gegentiber dem Testgel sicherlich zu ungenau, um daraus tatséchliche Ergebnisse

postulieren zu kénnen.

4.2.3 Préaparation des SCWs

Das frisch gewonnene SCW reinigte man vor Weiterverarbeitung mit einem Bakterienfilter
der Firma Sartorius mit der definierten Porenweite von 0,2 um. Das in der darauffolgenden
Zentrifugation gewonnene Material, auf der einen Seite das Pellet, das nicht wasserléslich
war, und auf der anderen Seite der Uberstand, konnte erstmals in den Attraktivitatstest
eingesetzt werden. Bis hier glich die Préparation der, wie sie bereits von Netzer (1989) und
Fichtelscherer (1996) beschrieben wurde. Das dabei abgetrennte Kalziumkarbonat-Pellet
wurde verworfen, da es, wie schon Fichtelscherer (1996) feststellte, keine Attraktivitét zeigte.
In den friheren Arbeiten wurde nun das attraktive Material sofort fir die chromatographische
Auftrennung auf der TSK 3000-Saule eingesetzt. Gestltzt auf die Ergebnisse von
Fichtlscherer (1996), der eine ausgezeichnete Trennleistung mit einer Molekularsiebsaule als
stationdre Phase erzielte, arbeiteten auch Beer (1997) und Zorger (1998) mit dem gleichen
Verfahren weiter. Augenmerk wurde stets besonders auf die ldentifizierung des
Molekllgewichts gelegt. Schon 1988 wurde von Schmideder die Methode der
Hochleistungschromatographie (HPLC) eingefuihrt. Wahrend Schmideder mit einer C18-
Umkehrséule arbeitete und nach erfolgter Auftrennung zu dem Ergebnis kam, dass es sich bei
dem gesuchten Molkil um eine kleinmolekulare, sehr polare Substanz handeln muss,
beschrieben Fichtlscherer (1996) und Beer (1997) das ,Miraxon® as grofdmolekular mit
einem Molekiilgewicht zwischen 10* und 10° M. Vieles deutet darauf hin, dass es sich beim
Wirtsfindungsprozess von S. mansoni-Miracidien um ein multifaktorielles Geschehen mit
mehreren beteiligten chemischen Stimuli handeln kénnte (Chernin 1070, Haberl und Haas
1992). Vielleicht verhielt es sich so, dass in der Tat klein- und grol3molekulare Substanzen
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eine Rolle spielten, die kleinmolekularen mehr in der Fernwirkung und die grol3molekularen
in der Nahwirkung.

Diese Vermutung veranlasste uns, den Versuch zu starten, das SCW noch in einem der
chromatographischen Auftrennung vorgeschalteten Schritt weiter zu reinigen und
aufzubereiten. Wir setzten das bisher nur filtrierte und zentrifugierte SCW in eine
Ammonium-Sulfat-Féllung ein. Proteine werden nach dem Prinzip , Salting Out at High Salt
Concentration® ausgefallt. Mit verschiedenen Salzkonzentrationen wurde das SCW behandelt,
so dass sich die einzelnen Fraktionen durch ihren Séttigungsgrad mit Ammonium-Sulfat
unterschieden: 30 %, 45 %, 60 %, 75 % und vollstandig geséttigt. Anschliefsend wurde das
SCW dialysiert und darauffolgend in einen erneuten Attraktivitatstest mit Miracidien
eingesetzt. Da sich die grofte Attraktivitdt in dem Bereich zeigte, in dem das Materia auf
50 % und auf 75 % gefdlt wurde, konnten die restlichen Fraktionen verworfen werden. Die
attraktiven Proteine mussten also irgendwo innerhalb dieser beiden Fraktionen des geféllten
SCW enthalten sein. Ein grof3er Teil an verunreinigendem Material konnte wiederum durch
die Ammonium-Sulfat-Fallung abgesondert werden.

Erst jetzt machten wir uns die chromatographische Auftrennung mittels Hochleistungs-
chromatographie zunutze. Wir strebten zunéchst eine praparative Auftrennung an der TSK
3000-Saule an und trugen das Material auf, das wir a's Sediment nach der Ammonium-Sulfat-
Fallung auf 75 % gewinnen konnten. Es wurden funf verschiedene Peakfraktionen eluiert, die
wir getrennt voneinander gesammelt haben, um sie dann wiederum in den Attraktivitétstest
einzusetzen. Der Test mit den Wimperlarven zeigte eine eindeutig positive Attraktivitét in der
1. Peakfraktion. Somit beschlossen wir, die Auftrennung an der TSK 3000-Saule wirklich nur
als préparativen Schritt zu nutzen, und die vier anderen Peakfraktionen vorerst aul3er Acht zu
lassen. Vielmehr interessierte uns, diese 1. Peakfraktion noch weiter zu identifizieren. Wir
setzten dieses Material nochmals in die Hochleistungschromatographie ein, alerdings liefzen
wir es Uber die Superdex 200 HR 10/30- Saule laufen, um eine analytische Auftrennung zu
erhalten.

Von friheren Arbeitsgruppen wurde versucht, schon nach einer Auftrennung durch die
Hochleistungschromatographie mit anderen Methoden der Identifizierung des ,,Miraxons'
ndher zu kommen. So untersuchte Zorger (1998) die attraktive Fraktion nach einer Auf-
trennung mit der Hochleistungschromatographie, mit der Gaschromatographie und der
Aminosaureanalyse. Bei der Gaschromatographie herrschten die Zucker Galactose und
Glucose vor. Auch Mannose und die beiden Aminozucker Glukosamin und Galaktosamin

konnten detektiert werden. Diese Ergebnissse deckten sich mit denen von Beer (1997) und
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Cordes (1996). Schmideder konnte schon 1988 in dem unbehandelten SCW sechs Zucker,
namlich Rhamnose, Mannose, Arabinose, Galactose, Xylose und Glucose nachweisen, die er
anschlief3end auf ihre Attraktivitdt hin untersuchte. Erstaunlicherweise konnte er bei keinem
der Zucker eine Verhaltensénderung der Miracidien feststellen.

Die verschiedenen Aminosaureanalysen des SCW waren nicht sehr aufschlussreich. Sowohl
Zorger (1998), Cordes (1996), Fichtlscherer (1996) als auch Beer (1997) konnten mit ihren
Anaysen ale im Standard enthaltenen Aminosduren nachweisen. Auch Schmideder (1998)
fand 16 Aminosduren in dem unaufbereitetem SCW. Bel ihm zeigten Asparaginsdure,
Glutaminsdure und Histidin in isolierter Form Attraktivitét. Bel der Untersuchung der Abgabe
von Aminosauren verschiedener Wirtsschnecken stief?en Thomas und Eaton 1993 bei der
Schnecke Biomphalaria glabrata auf ebenfalls 16 Aminosauren und wiesen zusétzlich
Phosphoserin und Ethanolamin nach. Fur diese Autoren spielten die beiden Aminosduren
Glutaminsdure und Asparaginsdure eine tragende Rolle, da sie in hdherer Konzentration von
der Schnecke in die Umgebung abgegeben werden. Zusétzlich beschrieb Maclnnis 1965 diese
beiden Aminosauren als Ausloser des Penetrationsverhaltens bei Schistosoma mansoni
(Thomas u, Eaton, 1993). Das vermehrte Auftreten von Aminosduren und bestimmten
Zuckern in den attraktiven Fraktionen ermoglicht die Annahme, dass es sich bel dem
»Miraxon® um ein Glykoprotein oder Proteoglykan handelt. Auch von anderen Autoren wird
postuliert, dass die Substanz, die Verhatensdnderungen bel Miracidien audost, ein
Glykoprotein vom Mucin-Typ sei. Haas und Mitarbeiter (2000) untersuchten , snail-
conditioned water von Lymnea truncatula und Lymnea stagnalis, das das typische
Wirtsfindungsverhalten bel den Miracidien von Fasciola hepatica und Trichobilharzia ocellata
hervorrief. Auch von ihnen wurde das attraktive Material speziell auf seine Zusammensetzung
von Aminosauren und Kohlenhydrate untersucht. Der Anteil von Serin und Threonin unter
den Aminosauren lag Uber 30 %, was typisch fur ein Glykoprotein vom Mucin-Typ ist.
Weiter wurde unter den Zuckern hauptséchlich Galaktose und Fucose gefunden, aber auch
kleinere Mengen von neun anderen Monosacchariden. Erneut wurde die Heterogenitét der
attraktiven Substanz bestétigt.

Der Weg, auf dem wir uns befanden, indem wir das jeweils attraktive Material mit der
Hochdruckfltissigkeitschromatographie an zwel verschiedenen und hintereinandergeschalteten
Saulen auftrennten, fuhrte uns zu einer Sduberung und Reinigung des Materials, wie es bisher
noch nicht gelungen war. Bei der Auftrennung an der Superdex 200 HR 10/30-Saule wurden

drei voneinander getrennte Peakfraktionen eluiert, von uns aufgefangen und dann in den



Attraktivitatstest eingesetzt. Nur die 1. Peakfraktion konnte eine Verhatensdnderung bel den
Miracidien hervorrufen.

Mit dieser Substanz arbeiteten wir weiter und bereiteten es fir die Gelelektrophorese mit dem
SDS-Polyacrylamidgel vor. In den vorangegangenen Arbeiten konnten ausschliefdlich
Angaben darlber gefunden werden, dass Versuche, die im SCW enthaltenen
Proteinkomponenten mit Polyacrylamidgelen aufzutrennen, scheiterten. Auf herkémmlichen
7,5 %-igen bis 10 %-igen Gelen zeichneten sich keine differenzierbaren Bande ab, sondern
das Material verschmierte tUber den gesamten Lauf (Haberl, 1995). Erst als Haberl SDS-Pages
mit einem Gradienten von 4 - 22,5 % verwendete, erhielt er verwertbare Ergebnisse.

Wir konzentrierten uns auf das 8 %-ige SDS-Gel, Uber das wir ale drei Peakfraktionen aus
der Auftrennung mit der Superdex 200 HR 10/30-Saule laufen lief3en. Sowohl durch die
Coomassie-Farbung (Weber und Osborn, 1969) as auch durch die Silbernitrat-Farbung
wurden relativ scharfe Bande detektiert.

Dass es sich bei dem ,Miraxon® um ein Glykoprotein handeln wirde, wurde bereits an
anderer Stelle diskutiert. Zorger (1998) hatte die Idee, zur genaueren Charakterisierung des
hochaufgereinigten SCW immunologische Methoden einzusetzen. Er markierte bestimmte
Bande eines SDS-Gels mit Hilfe von Antiserum gegen Galactan der Schnecke Biomphalaria
glabrata und untersuchte anschlief3end ihre Zusammensetzung. Der Western-Blot, den er
durchfihrte, konnte kein aussagekraftiges Ergebnis erbringen, da sich dasim SCW enthaltene
Galactan Uber den gesamten Gelverlauf verteilt hatte. So schien das Galactan in jedem
Gelbezirk enthalten zu sein. Auch Haberl versuchte in seiner Dissertation (1995) Proteine des
SCW mit Hilfe der Elektrophorese auf eine PV DF-Membran zu Ubertragen. Er férbte in seiner
Arbeit Glykoproteine mit Hilfe des Digoxigenin-Systems an, wobei die nicht gewlnschte
Anférbung des Hintergrunds ihm die Analyse der Proteinbanden erschwerte.

In dieser Arbeit machten wir uns die Substanz Digoxigenin aus dem Glycan Detection Kit der
Firma Boehringer Mannheim Biochemica erneut zunutze. Diese Methode diente zum
Nachweis von Glykoproteinen auf Nitrocellulose mittels eines Immunoassays. Eingesetzt
wurden die drei Peakfraktionen, die wir aus der Auftrennung mit der Superdex 200 HR 10/30-
Saule gewinnen konnten. Bei der Farbereaktion als letzten Schritt des Glycan Detection Kit
wurden vier klare Bande in jeder Spur auf der Nitrocellulose sichtbar. Das war nun dafUr
beweisend, dass das attraktive Materia tatsachlich aus Glykoproteinen bestand, und dass eine
Maoglichkeit erarbeitet wurde, diese Glykoproteine auch gelel ektrophoretisch darzustellen.

Um diese vier Glykoproteine nicht nur gelelektrophoretisch sichtbar werden zu lassen,

sondern sie sogar voneinander zu separieren, wurde in einem darauffolgendem Schritt eine
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Lektin-Saule eingebaut. An einer Concanavalin A-Sepharose-Saule sollten affinitétschroma-
tographisch die verschiedenen Glykoproteine getrennt voneinander eluiert werden, insofern
das Materia Uberhaupt an die Saule bindet. Als Materia setzten wir in diesen Schritt die 1.
Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30-Auftrennung ein. Uber die Concanavalin A-
Sepharose-Saule wurden direkt nach Auftragen des attraktiven Materias die verschiedenen
Puffer geschickt, die die Glykoproteine wieder von ihren Bindungsstellen an den Lektinen
verdréngen und somit von der Saule eluieren sollten.

Die einzeln aufgefangenen Fraktionen wurden auf ein 8 %-iges SDS-Gel aufgetragen, und
dieses wiederum mit Silbernitrat angefarbt. Als Ergebnis konnte jedoch nur die Aussage
getroffen werden, dass nichts oder nur sehr wenig der Glykoproteine an Glucose, Mannose
oder Glucosamen bindet.

Interessanterweise experimentierten Haas und Mitarbeiter etwa zur gleichen Zeit mit SDS
Gelen, Gelelektrophorese und Lectin-Blots. Sie trennten das resuspendierte SCW primér
elektrophoretisch Uber ein Natrium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamidgel auf, Ubertrugen dieses
Gel direkt auf eine FluoroTrans-Membran. Darauf konnten anschlief3end Glykoproteine
immunologisch detektiert werden, indem sie mit Digoxigenin gekennzeichnete Lectine
benutzten. Anscheinend wurde zundchst in der SDS-Page nach Silbernitratfarbung kein
einziges Protein sichtbar, erst in den Western-Blots wurden die Glykoproteine entdeckt, als
die gekennzeichneten Lektine immunol ogisch erkannt wurden. Nichtsdestoweniger kamen die
Proben mehr a's unscharfe Spuren denn als scharfe Bande zum Vorschein, so wie es typisch
ist fir sehr hoch glykosylierte Mukuskomponenten (Cottrell et a., 1993). Diese sehr
verwaschenen Bande vertellten sich Uber die gesamte Lange der Spuren, das heift, dass die
Proteine eine Grof3e von 80 kD bis zu 250 kD hatten. Tatsachlich ist auch hier zum Vorschein
gekommen, dass das attraktive Materia nicht an Mannose, Glukose und Glukosamin bindet,
vielmehr aber an Fukose und Galaktose. Zusammenfassend aber postulierten Haas und
Mitarbeiter, dass man immer noch von ,, miracidia-attracting glycoproteins* (MAGS) sprechen
muss, deren effektive Komponenten Aggregate von verschiedenen Typen von Molekilen
sind. Um die molekulare Basis des Zwischenwirtsfindungsprozesses von Miracidien zu
verstehen, brauchen wir mehr Information tGber die Strukturen und die terminalen Endungen
der Kohlenhydratketten innerhalb der Glykoproteine. Auf einem sicherlich erfolgsver-
sprechendem Weg befindet man sich derzeit mit den Lektin-Versuchen. In solchen Versuchen
wurden zum Beispiel terminal 3-Galaktose-verbundene Amine und 3-verbundene Acetyl-
glucosamine in Lymnaea truncatula und L. stagnalis zum Vorschein gebracht (Haberl und

Haas 2000). Und trotzdem konnten die Miracidien zwischen den beiden Spezies
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unterscheiden, was vermuten lasst, dass tatsichlich sterische Anordnungen oder auch
quantitative Unterschiede in den Glykoproteinen verantwortlich fur das spezifische

Wirtsfindungsverhalten sind.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Eine der haufigsten und am langsten bekannten Tropenkrankheiten ist die intestinale
menschliche Bilharziose, und der weltweit verbreitetste Erreger daflr ist die Trematodenart
Schistosoma mansoni.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, den Mechanismus der Zwischenwirtfindung und
die dafir notwendigen chemischen Signale genauer zu untersuchen, - ein Makromolekil zu
isolieren und ndher zu beschreiben.

Im ersten Teil der Arbeit wurden die durchgefihrten Versuchs- und Praparationsschritte
beschrieben und deren Ergebnisse erlautert. Am Anfang stand im Mittelpunkt, das attraktive
Material, also das SCW, so weit wie mdglich aufzubereiten und es von den verunreinigenden
Materialien zu befreien. Es standen uns, wie auch in friheren Arbeiten beschrieben, primér
die Filtration und die Zentrifugation zur Verfigung. Das bel der Zentrifugation
zurlickbleibende Pellet konnte keine Verhatensdnderung bei Miracidien hervorrufen und
somit verworfen werden. Besonderes Augenmerk wurde auf die bestmégliche Sauberung des
Materials gelegt und deshab der neue, bisher nirgends durchgefihrte Schritt der Ammonium-
Sulfat-Falung dazwischengeschaltet. Der daraus resultierende Erfolg wurde erst einige
Versuchsschritte spéter sichtbar. Zundchst wurde eine weitere Materialkonzentration und
Auftrennung mit Hilfe der Hochleistungschromatographie an der TSK 3000-Saule und
anschlieffend an der Superdex 200 HR 10/30-Séaule erreicht. Beide Saulen erreichten eine
Klassifizierung des Materials nach der Molekllgrélie, wobel die TSK-Saule lediglich der
préparativen Auftrennung diente, die Superdex-Saule hingegen bereits anal ytische Ergebnisse
lieferte. Schliefdlich gelang es uns, gelelektrophoretisch mit der SDS-Minigel el ektrophorese
scharfe Bande nach der Anfarbung des Gels zum Vorschein zu bringen. Das war der Erfolg,
den wir der Ammonium-Sulfat-Fallung zuschreiben konnten. Da es gelungen war, das
Attraktans auf einem SDS-Gdl in relativ klaren und scharfen Bande darzustellen, Ubertrugen
wir dieses Gel mit Hilfe einer immunologischen Technik, dem Western-Blot, auf einen
Nitrocellulosefilter. Mit Hilfe des Glycan Detection Kit der Firma Boehringer Mannheim
Biochemica wurden bel der Farbereaktion als letzter Schritt der , Glycan Detection Kit-
Technik® vier klare Bande in jeder der Spuren auf der Nitrocellulose detektiert. Dies war
letztendlich der Beweis dafir, dass das nun hochgereinigte SCW als attraktiven
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Hauptbestandteil Glykoproteine enthielt, und dass diese Proteine auch gelelektrophoretisch
darstellbar sind.

Im Mittelpunkt des zweiten Tells dieser Arbeit stand die Diskussion, ob das attraktive
Material tatsachlich aus Glykoproteinen besteht und mit welchen Mitteln das verschiedene
Arbeitsgruppen dieses bisher nachzuweisen versuchten. Erstaunlicherweise machten sich
Haas und Mitarbeiter ungefdhr zeitgleich immunologische Methoden und Lectin-Blots zu-
nutze (Kalbe, 2000). Allerdings beschrieben die Autoren, dass es nach wie vor nicht mdglich
sei, Uber die genauen Strukturen und terminalen Endungen der Kohlenhydrate suffizient
Aussagen zu machen. Diese Erkenntnisse scheinen aber Voraussetzung dafir zu sein, die
molekulare Basis des Wirtsfindungsprozesses von Miracidien verstehen und exakt

beschreiben zu kénnen.
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Abbildung 7:
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Abbildung 8:

Auftrennung des Sediments der auf 75 % gefédlten Probe mit TSK G 3000 SW. In die praparative
Auftrennung durch die TSK G 3000 SW-Saule wurde das mit Ammonium-Sulfat geféllte SCW
eingesetzt. Dadurch konnten funf voneinander getrennte Peakfraktionen gesammelt werden, die mit
1, 2, 2b, 3 und 4 benannt wurden.

Abbildung 9:

Auftrennung der 1. Peakfraktion nach TSK G 3000 SW mit Superdex 200 HR 10/30. In die
analytische Auftrennung durch die Superdex 200 HR 10/30-Saule wurde das mit Peakfraktion 1
benannte Material nach der TSK G 3000 SW-Auftrennung eingesetzt. Dadurch wiederum konnten
drei voneinander getrennte Peakfraktionen gesammelt werden, die mit 1, 2 und 3 benannt wurden.

Abbildung 10:

8 %-iges SDS-Gel der 3 Peakfraktionen nach Superdex 200 HR 10/30, Silbernitratfarbung; Spur 1:
1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30, Spur 2: 2. Peakfraktion nach Superdex 200 HR
10/30, Spur 3: Standard = Rainbow-Marker 1:10, Spur 4: 3. Peakfraktion nach Superdex 200 HR
10/30

Abbildung 11:

8 %-iges SDS-Gel der 1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30, Coomassie- Farbung; Spur 1:
1. Peakfraktion nach Superdex 200 HR 10/30, Spur 2: nichts, Spur 3: Standard = Rainbow-Marker
1:10

Abbildung 12:

Nitrocellulose des Glycan Detection Kit der 3 Peakfraktionen nach Superdex 200 HR 10/30. Durch
die analytische Auftrennung an der Superdex 200 HR 10/30-Saule konnten drel Peakfraktionen
gesammelt werden, in denen Glykokonjugate als Hauptbestandteil des attraktiven Materials
vermutet wurden. Zum Nachweis dieser Glykokonjugate wurde der Glycan Detection Kit
eingesetzt. Auf der Nitrocellulose kamen vier getrennt voneinander sichtbare Bande zum

Vorschein.
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Abbildung 13:

8 %-iges SDS-Gel der Fraktionen nach Affinitétschromatographie an Concanavalin A-Sepharose,
Silbernitratfarbung; Spur 1. Standard = Rainbow-Marker 1:10, Spur 2: Fraktion 1 mit Ammonium-
Acetat-Puffer eluiert, Spur 3: Fraktion 2 mit 20 MM CH3z-Glc-Puffer eluiert, Spur 4: Fraktion 3 mit
150mM CHs-Glc-Puffer eluiert, Spur 5: Fraktion 4 mit 300 mM CHs-Glc- Puffer eluiert

Abbildung 14:

Direktes Einsetzen der SDS-Page in den Attraktivitatstest mit Material der 1. Peakfraktion nach
Superdex 200 HR 10/30-Auftrennung; Spur 1 entspricht 50 pl der 1. Peakfraktion nach Superdex
200 HR 10/30 (10 g Protein), Spur 2 entspricht 25 ul (5 ug Protein) und Spur 3 entspricht 12,5 pl
(2,5 ug Protein). An den mit gestrichelten Linien gekennzeichneten Stellen wurde die Gelspur
unterteilt, die dadurch entstandenen Gelstlickchen wurden direkt in den Attraktivitétstest eingesetzt.
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