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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit einer Erregerart von Schistosomiasis,
einer der bedeutendsten Tropenkrankheit.

Waéhrend die Ursache der Erkrankung bis in die Mitte des 19. Jahrhunderts un-
bekannt blieb, kannte man die Symptome schon in der alten &gyptischen Kultur.
So wird im ,Papyrus Ebers®, dessen Entstehung ca. 1500 vor Christus datiert
wird, der blutige Urin als die typische Symptomatik der Schistosomiasis be-
schrieben.

Sir Armand Ruffer entdecke 1910 in zwei Mumien, die aus der Zeit der 20. Pha-
raonendynastie stammten (1250-1000 v.Chr.), verkalkte Eier von Schistosomen
(28). Erst im Jahre 1851 wurde von dem deutschen Arzt Theodor Bilharz der Er-
reger Schistosoma haematobium entdeckt (4).

Auch heute hat die Infektion nichts von ihrer Bedeutung verloren. Laut WHO sind
zur Zeit ca. 200 Millionen Menschen weltweit an der Schistosomiasis infiziert,
davon ca. 120 Millionen symptomatisch (38). Trotz Fortschritten in Therapie und
Pravention ist die Krankheit noch lange nicht unter Kontrolle und die Zahl der
betroffenen Menschen steigt weiter. Die Ursachen hierflr liegen groBteils in den
sozialen und wirtschaftlichen Bedingungen der Dritten Welt [(20), (35)].

Der enorme Bevdlkerungszuwachs in der Dritten Welt, die steigende Mobilitat
und das Problem der Defakation fihrt zu einer steigenden Belastung der Trink-
wasservorrate. Immer weitreichendere Bewdsserungssysteme werden nétig, um
den Bedarf an Wasser und Nahrung zu decken. Die daflr geschaffenen kunstli-
chen Bewasserungssysteme flhren neben einer Verbesserung der Lebensquali-
tat jedoch auch zu einer weiteren Verbreitung der Schistosomiasis.

Der zunehmende Reiseverkehr groBer Bevdlkerungsanteile der westlichen Lan-
der in die Tropen fiihrte dazu, daB die Behandlung und Pravention der Schisto-

somiasis auch in den entwickelten Lander eine zunehmende Bedeutung erlangt.



1.1. Epidemiologie

Von fiinf menschenpathogenen Schistosomenarten ragen drei Arten besonders

heraus:

1. Schistosoma mansoni

- Erreger der Darm- und Leberbilharziose

- Zwischenwirt: Schnecken der Gattung Biomphalaria

- Verbreitungsgebiet: Afrika (Madagaskar), Arabische-Halbinsel, Brasilien, Ve-
nezuela, Karibik

2. Schistosoma haematobium
- Erreger der Urogenitalbilharziose

- Zwischenwirt: Schnecken der Gattung Bulinus

Verbreitungsgebiet: Afrika (Madagaskar), Arabische Halbinsel, Mesopotamien

3. Schistosoma japonicum

- Erreger der asiatischen Leber- und Darmbilharziose

- Zwischenwirt: verschiedene Arten der Schneckengattung Oncomelania
- Verbreitungsgebiet: Ostasien (hauptsachlich China, Philippinen)

An die endemische Verbreitung der Schistosomiasis sind einige Voraussetzun-
gen geknipft. So kann die Krankheit nur in Gebieten auftreten, in denen hohe
Wassertemperaturen das Uberleben der spezifischen Zwischenwirtsschnecken
ermdglichen und in denen Schistosomenlarven vorkommen. Aufgrund der
schlechten sanitéaren Verhéltnisse gelangen Schistosomeneier, die von infizierten
Menschen ausgeschieden werden, ins Wasser und kdnnen dort ihrerseits zur

Infektion von Schnecken flhren.



Abb.1.1b. Geographische Verteilung von Schistosoma mansoni (37)



Abb. 1.1c. Geographische Verteilung von Schistosoma japonicum (37)

1.2. Biologie der Schistosomiasis

1.2.1. Morphologie

Die Gattung der Schistosomen wird zur Klasse der Trematoden (Saugwirmer)
gerechnet. Herausragend ist die Eigenschaft, daB sie getrenntgeschlechtlich als
Paar (Parchenegel) in Venen (Aderegel) leben.

Alle Schistosomenarten zeichnen sich durch einen deutlichen Sexualdimorphis-
mus aus. Die Mannchen sind 6-10 mm lang, dorsoventral abgeplattet und an den
Randern ventral eingerollt. In dieser, Canalis gynaecophorus genannten Spalte,
liegt das wesentlich schlankere, fadenférmige Weibchen (7-15 mm lang). Durch
dieses morphologisches Erscheinungsbild entsteht der Eindruck eines gespalte-

nen Koérpers (griechisch schistos: gespalten; soma: der Kérper; Abb. 1.2.1.).



Abb. 1.2.1. Parchen von Schistosoma mansoni (26)
BN Bauchsaugnapf
W Weibchen, das im Canalis gynaecophorus des Mannchens liegt
M Mannchen

MN Mundsaugnapf
CG Canalis gynaecophorus

Schwanz

F

Abb. 1.2.2. Mikroskopisches Bild einer Cercarie (7)
Die Abbildung zeigt eine einzelne Cercarie, wie sie im Wasser anzutreffen ist.
Der komplette Schwanz wird bei Eindringen in die menschliche Haut abgeworfen.



Die morphologischen Merkmale aller Trematoden — der Mund- und Bauchsaug-
napf — sind auch bei den Schistosomen zu finden. Sie liegen nahe zusammen
am vorderen Abschnitt des Kérpers. Der Mundsaugnapf dient gleichzeitig der
Aufnahme der Nahrung und Ausscheidung der verdauten Nahrungsreste (Blut).

1.2.2. Entwicklungszyklus von Schistosomen

R
e
e

S.h. Sm

Bu]mus (17@)
. Mirazidiium

Biomphalaria

S Syws

Cncomelania

Abb.1.2.2. Schematische Darstellung des Entwicklungskreislaufes von Schistosomen
zwischen Schnecke (Zwischenwirt) und Mensch (Endwirt) (8)

1. Infizierte Patienten scheiden mit dem Urin oder Faces Schistosomen-Eier aus.

2. Kommt ein Schistosomen-Ei in Berlihrung mit StiBwasser, entweicht aus ihm das
Mirazidium.

3. Die Miracidien infizieren die Wirtsschnecken
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In den Wirtsschnecken entwickeln sich die Miracidien zu Sporozysten. Im Endsta-
dium der Entwicklung in der Wirtsschnecken entweichen Cercarien aus der Schnek-
ke in das Wasser.

Die Cercarien durchdringen bei Berlihrung die menschliche Haut. Bei der Invasion
verlieren die Cercarien ihren Schwanz.

Der restliche Kérper der Cercarie wandert Uber das Blut zum Pfortadersystem der
Leber und zum Splanchniskussystem des Darmes (bei S. mansoni). Dort entwickeln
sie sich zu Parchenegel.

Der Entwicklungszyklus der drei humanmedizinisch wichtigsten Arten gestaltet

sich im Prinzip ahnlich, abhangig von den jeweiligen Zwischenwirten, den suB-

wasserbewohnenden Schnecken.

Darstellung des Infektions- und Entwicklungszyklus von
Schistosoma mansoni:

1.

Mit Hilfe histio-cytotoxischer Einwirkungen gelangen die Eier ins Gewebe und
im Falle von S. mansoni auch ins Darmlumen. Die gepaarten, geschlechtsrei-
fen Wirmer leben bevorzugt in den Mesenterial- und Darmvenen, sowie im
Pfortadersystem der Leber. Dort erfolgt die Eiablage.

Das Ei wird Uber Fakalien mit einem reifen Mirazidium ausgeschieden. Ge-
langt das Ei in StBwasser, schlipft das Mirazidium. Danach muB3 es inner-
halb von 24 eine geeignete Wirtsschnecke gefunden haben.

Es folgt die Infektion einer Schnecke. Dort verwandelt sich das Mirazidium in
ein sackartiges Gebilde, die sogenannte Muttersporozyste. Diese bildet
schlauchférmige Tochtersporozysten, die in die Mitteldarmdriise der Schnek-
ke wandern.

Die Tochtersporozysten bringen dann die  charakteristischen
Gabelschwanzlarven, Cercarien, hervor.

Aus einer infizierten Schnecke entweichen ca. 28 Tage nach der Infektion die
Cercarien ins Wasser.
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6. Die Cercarien durchdringen die Haut eines Menschen. Die jungen Parasiten
(Schistosomula) dringen in LymphgefaBe oder Hautvenen ein und gelangen
passiv mit dem Blutstrom ins Herz. Uber das Kapillarsystem der Lunge ge-
langen sie in das Pfortadersystem der Leber. Ihre Geschlechtsreife erreichen
sie dort 4-6 Wochen nach der Infektion.

1.3. Pathogenese

Die im GefaBsystem des Menschen lebenden Parchenegel kénnen bis zu 6 Jah-
re alt werden. Sie geben permanent Eier ab, die verantwortlich sind fiir die Sym-
ptome der Schistosomiasis.

Neben GefaBverschlissen, die durch die mechanische Wirkung der Eier hervor-
gerufen werden, verandern sie durch abgegebene toxische Stoffe, die sie abge-
ben, ihr umgebendes Gewebe. So kann es zu einer Bildung von sog. Eigranulo-
men (,Pseudotuberkeln®) kommen, die der Ausgang einer sich entwickelnden
Fibrose sind.

Bei der Schistosomiasis lassen sich drei Stadien des klinischen Erscheinungsbil-

des unterscheiden:

1. Cercarien-Dermatitis:
Hervorgerufen durch die Cercarieninvasion kommt es zu einer allergischen
Hautreaktion mit Juckreiz und papulésen Veranderungen. Bei der in Europa
beobachteten Badedermatitis, die durch intrakutane Invasion von Cercarien
vogelspezifischer Schistosomenarten hervorgerufen wird, tritt oft eine starkere
Hautreaktion auf als bei der Bilharzia-Cercarieninvasion.

2. Akut-febriles Initialstadium:
4-6 Wochen im AnschluB an eine Infektion kann es zu Fieberschiben kom-
men. Die Symptome sind jedoch leicht mit anderen Infektionskrankheiten zu
verwechseln. Ausgepragte Beschwerden treten mit dem Beginn der Eiauss-
cheidung der Wirmer auf (sog. Katayama-Syndrom).
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3. Chronisches Stadium:

Bei Darmbilharziose:

Bei Urogenitalbilharziose:

entzindliche

Dickdarmveranderungen,

blutig-

schleimige Durchfélle; Veranderung von Milz-

und Leber bis zur Leberfibrose

Haematurie, Brennen der Harnréhre und Harn-

drang, bei

(hauptséchlich in Agypten)

1.4. Therapie und Prophylaxe

Fortschreiten auch Blasenkrebs

Flr die Behandlung der Schistosomiasis stehen folgende Medikamente zur Aus-

wahl:
Praparat Wirksamkeit gegen
Internationaler Schistosoma | Schistosoma | Schistosoma
Handelsname | y30matobium | mansoni japonicum
Name
Metrifonat Bilarcil + - -
Oxamnniquin | Mansil, Vansil - +** -
Praziquantel Biltricide + + +
Tab. 1.4. Wirksamkeit verschiedener Praparate auf Schistosomen-Arten
+ = wirksam, - = unwirksam, ** Wirkung auf sidamerikanische Stamme besser als auf afrikani-

sche

Bei einer frihzeitigen Behandlung der Schistosomiasis mit einem adaquaten

Therapeutikum, z.B. mit Praziquantel, zeigt die Behandlung eine gute Heilungs-

chance von bis zu 90 % bei S. mansoni und S. haematobium und 50 % bei S.

japonicum. Eine Immunitat besteht nach durchgemachter Erkrankung aber nicht,

sodal es zu einer Reinfektion kommen kann.
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Eine dauerhafte prophylaktische Einnahme von Chemotherapeutika scheidet
schon aus Kostengrinden aus (11).

Eine andere Mdoglichkeit, eine Infektion zu vermeiden, bestiinde darin, den Kon-
takt mit infiziertem Wasser zu vermeiden. Flr Touristen ist dies eine gute
SchutzmaBnahme, doch bei der ansassigen Bevoélkerung wirden sich daraus
groBe Probleme ergeben, da dies einschneidende Anderung in den Lebensge-
wohnheiten zur Folge hatte. Es miBten Wassertanks errichtet werden, um das
Wasser mindestens 48 Stunden bis zum Absterben der Cercarien zu lagern, oder
das Wasser miBte immer abgekocht werden. Zudem muBten bei allen Kontakten
mit SiBwasser Gummistiefel getragen werden.

Bisherige BemUhungen, mit einer Immunisierung die Bevdlkerung zu schitzen,
waren bislang erfolglos (27).

Es missen noch viele Anstrengungen unternommen werden, um eine kosten-
gunstige, praktikable und umweltvertragliche Methode zur langfristigen Bekamp-
fung der Schistosomiasis zu finden.

Die gréBte Wirkung zur Einddmmung der Schistosomiasis erzielt immer noch die
Verbesserung der hygienischen Verhaltnissen in den betroffenen Landern. Nur
wenn es nachhaltig gelingt, den Infektionskreislauf zu stoppen indem infizierte
Menschen ihre Fékalien nicht unmittelbar in die Gewasser abgeben, kann eine
deutliche Reduzierung der Schistosomiasis bis hin zur Ausrottung erreicht wer-
den.
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1.5. Physikalische Grundlagen

1.5.1. Elektromagnetisches Spektrum

Ein zentraler Punkt der Arbeit war, die Reaktion der Cercarien auf Licht zu unter-
suchen. Licht spielt im Tagesrhythmus von Pflanzen, Tieren und Menschen eine
Hauptrolle.

Der Mensch kann nur den Bereich zwischen 380 und 780 nm des elektromagne-
tischen Spektrums als Licht wahrnehmen. Wir unterscheiden in diesem Bereich
Licht verschiedener Farbe, welche von der Wellenlange der Strahlung abhangt.

Ainm
b 4 2 0 2 4 -6 -8 510 S - RV S I
100 10 100 100 10 10 10 100 10 10 10 10
I I
Radiowellen ; ‘
uptwlellan
| i o
? | 5 £
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208 % | Eaﬁ% = e 2 5e : ¥ £
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EEY S PE £ £ £9 53 (g ER
ezl 8235 : ia 55| 598 183 R
800nm ___— 600 nm ———_400 nm
N
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Abb. 1.5.1. Schematische Ubersicht iiber das elektromagnetische Strahlungsspektrum
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1.5.2 Eigenschaften des Lichtes

Bei Lichteinwirkung auf einen Kérper kénnen sich folgende GréBen verandern:
Intensitat des Lichts

Spektrale Zusammensetzung des Lichts

Polarisation

Lichtrichtung

o & 0D~

Bestrahlungsdauer

Die Lichtfarbe ergibt sich aus dem Anteil der Wellenlange des Lichts. Die Ener-
gie, die pro Photon ausgesandt wird, ist um so gréBer, je héher die Frequenz und
je kurzer die Wellenlange des Lichts ist.

C=AXV E=hxv

¢ = Ausbreitungsgeschwindigkeit des Lichts E = Energie pro Photon

A = Wellenlange h = Planck’sche Konstante
v = Frequenz v = Frequenz

Aus den Gleichungen ergibt sich der Zusammenhang, daB z.B. kurzwellige
Strahlung (violett mit 395 nm) fast doppelt so viel Energie pro Photon besitzt wie
langwellige Strahlung (rot mit 650 nm).

Licht breitet sich in jedem Medium unterschiedlich aus. In Wasser dringt nur ein
Teil der Strahlung ein, da Licht im Wasser z.T. absorbiert und z.T. an der Ober-
flache reflektiert wird. Die Absorption von Licht in Wasser wird vorrangig von den
im Wasser geldsten Partikeln gepragt. Je verschmutzter das Wasser ist, in desto
geringerer Tiefe kdnnen Lichtstrahlen eindringen.

Licht, das auf ein Molekdl trifft, bringt die Elektronen dieses Molekils in einen
angeregten Zustand, d.h. es absorbiert Energie. Ob Licht von einem Stoff absor-

biert werden kann, héngt eng mit der Farbe des Stoffes zusammen. Nur die



-16 -

Lichtstrahlen, die nicht von einem Gegenstand absorbiert werden, erreichen un-
ser Auge und erscheinen dann fir unser Auge in dieser Farbe.

Die fUr die verschiedenen Lebewesen unserer Erde sichtbaren Spektralbereiche
variieren sehr stark. So sehen manche Insekten z.B. UV-Strahlung, wahrend ro-

tes Licht fUr sie nicht wahrnehmbar ist.

1.5.3. Photophysikalische Einheiten

Im nachfolgenden werden die photophysikalischen GréBen dargestellt, wie sie in
der Arbeit verwendet werden.

Es stehen sich dabei zwei Systeme gegenliber. Einmal die rein physikalischen
GréBen und zum anderen ein System photometrischer Einheiten, welches sich
an der spektralen Lichtempfindlichkeit des menschlichen Auges orientiert. Somit
sagen die photometrischen GrdBen, je mehr die Lichtempfindung des untersuch-
ten Organismus von der des Menschen abweicht, umso weniger ist Gber die wirk-
liche Strahlungsempfindlichkeit auszusagen. Deshalb kdénnen photometrische
GréBen nur mit groBem Aufwand und unter Einbeziehung der spektralen Emp-
findlichkeitskurve des Menschen in physikalische GrdBen umgerechnet werden.

Tabelle 1.5.3. Photophysikalische Einheiten

Photometrische GroBen Physikalische GroBen
Lichtmenge (Lumensekunde = Ims) Strahlungsmenge (Joule = J)
Lichtstarke (Candela = cd) Strahlstarke (Mol)
Leuchtdichte (Cd/m?) Strahldichte (Mol/m?)
Beleuchtungsstarke (Lux = Ix) Bestrahlstarke (Watt/m?)
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1.5.4. Licht und Temperatur

Wird Strahlung von einem geeigneten Stoff absorbiert, so erhéht sich dessen
Temperatur. Abhangig von der spekiralen Zusammensetzung des Lichts erfolgt
diese Erhéhung unterschiedlich stark. Kaltlicht (blau) erwarmt einen Kérper nicht
so deutlich wie Warmlicht (rot), obwohl es viel mehr Energie pro Photon besitzt.
Am wirksamsten zur Erwarmung von Kérpern ist Infrarotlicht.

Bei vielen wechselwarmen Tieren hangen ihre gesamten Reaktionen, besonders
ihre Reaktion auf Licht, sehr stark von der Temperatur ab. Sowohl unterschiedli-
che Temperatur als auch unterschiedliche Lichtstarken — und Wellenlangen wir-
ken sich auch auf das Schwimmverhalten von Cercarien aus
[(1),(4),(9),(19),(23)(29),(36)].

1.5.5. Periodische Erscheinungen bei Organismen

Viele Organismen, selbst die winzigsten Einzeller, zeigen periodische Verénde-
rungen ihrer Verhaltensweisen, die sich dem Tag-Nacht-Rhythmus, den Jahres-
zeiten, dem Gezeitenrhythmus oder dem Mondphasenrhythmus anpassen. Die
Anpassung an solche duBeren Rhythmen flhrte wahrscheinlich zur Entwicklung
einer Inneren Uhr“ die auch bei Fehlen der AuBenrhythmik weiterlauft. Dieser
innere Rhythmus weicht jedoch von dem exogenen Rhythmus meist um kleine
Zeitbetrage ab, muB also durch auBere ,Zeitgeber immer wieder neu synchroni-
siert werden. Als auBere Zeitgeber fungieren hierbei meist Licht oder Tempera-
tur. Da diese endogenen Rhythmen nur circa-Rhythmen darstellen, hat sich fir
die Terminologie circadian fur tagesperiodisch, circatidal flr gezeitenperiodisch
eingebulrgert.

Auch viele parasitare Organismen zeigen ausgepragte periodische Erscheinun-
gen, wie bei Cercarien auch schon festgestelll werden konnte
[(2),(3),(5),(24),(32)]. Da Parasiten sehr gut an ihren Wirtsorganismus angepasst
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sind, liegt die Vermutung nahe, dafB3 sie auch an die Zeitrhythmen ihrer Wirte an-
gepalbt sind. Nur so ist eine optimale Wirtsfindung gewébhrleistet.

1.6. Terminologie bei reizphysiologischen Untersuchungen

Eine Reaktion auf einen externen Reiz stellt eine reizbedingte Anderung der mo-
torischen Aktivitat eines Organismus dar. Die Folge kann eine Anderung der Be-
wegung oder der Orientierung sein. Das Minimum an Energie, das notwendig ist,
um eine Antwort hervorzurufen, wird als Schwellenwert bezeichnet.

Unter Erregungspotential versteht man die Starke des Erregungszustandes.
Wird die Reizschwelle, die sich variabel andern kann, erreicht, wird die Bewe-
gung nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip ausgelést. D.h. wird die Reizschwelle
tberschritten, kommt es immer zu der Auslésung einer Bewegung.

Die Beobachtung, daB Organismen durch Gabe von Lichtreizen ihr Verhalten
verandern kénnen, pragte den Begriff Photokinesis. Es kann dabei sowohl zu
einer Veradnderung der Bewegungsgeschwindigkeit als auch der Anzahl der aus-
geflhrten Bewegungen kommen.

Aktivitat ohne duBeren Reiz wird als Leerwert bezeichnet. Nimmt die Aktivitat
durch den Reiz zu, bezeichnet man das als positive Kinesis. Wird die Aktivitat
geringer, handelt es sich um eine negative Kinesis.

Als Taxis bezeichnet man eine Bewegung, deren Orientierung von der Reizrich-
tung abhangig ist. Bewegt sich der Organismus auf die Reizquelle zu, dann ist
die Taxis positiv, bewegt er sich von der Reizquelle weg, negativ.

Kommt es bei Organismen zu einer Ansammlung in einem Gebiet hdherer Reiz-

intensitat, dann handelt es sich um eine Akkumulation oder Dispersion.
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1.7. Die Wahrnehmung von Licht

1.7.1. Biochemie des Sehvorgangs

Entwicklung und Existenz des Lebens auf der Erde sind untrennbar mit dem Licht
der Sonne verbunden. Die Evolution von photosynthetischen Systemen wurde
initiiert, in denen eine Umsetzung von Lichtenergie in chemische Energie vorge-
nommen wird. Das Sonnenlicht bewirkte dartiber hinaus die Entstehung von pho-
tosensitiven Systemen (Photorezeptoren), mit deren Hilfe es den Organismen
mdglich wurde, sich innerhalb ihres Lebensraumes orientieren zu kénnen.

Die verschiedenen Arten wurden aufgrund der Konkurrenz innerhalb des Oko-
systems gezwungen, eine dkologische Nische zu besetzen, in der sie eine Uber-
legenheit Uber andere Organismen fir ihre Erhaltung ausbilden kénnen. Das
Spektrum und die Intensitdt des Sonnenlichts in diesen Nischen unterliegen
deutlichen Variationen. So nimmt z.B. der Anteil des roten Lichts mit zunehmen-
der Wassertiefe ab. In der Evolution haben die Organismen auf diese spektrale
Verteilung mit einer erstaunlichen Variation und Anpassung photorelevanter Sy-
steme reagiert. Pflanzen sind in der Regel an einen Ort gebunden und auf die
dort vorhandenen Bedingungen angewiesen. Zur Ausrichtung ihres photosynthe-
tischen Apparats (Chlorophyll) auf die flr sie optimalen Lichtverhaltnisse haben
sie ein Photorezeptorsystem (Phytochrom) entwickelt. Dieses Rezeptorsystem
ermdglicht Pflanzen, sowohl die Richtung als auch die Intensitdt des Sonnen-
lichts zu ermitteln und unter Umstédnden mit einem veranderten Wachstum zu
reagieren.

Griinalgen und Bakterien sind im Gegensatz zu den standortfesten Pflanzen in
der Lage, sich in Kopplung mit motorischen Systemen (Flagellen) in Richtung
gunstiger Lichtverhaltnisse zu bewegen (Phototaxis)[19]. Diese Fahigkeit von
Bakterien, auf lichtinduzierte Reize zu reagieren, ist schon seit langem bekannt.
So entdeckte im Jahre 1883 Engelmann, daB Bakterien, die er aus dem Rhein
isoliert hatte, nicht nur auf chemische Reize reagierten, sondern auch auf

Veranderungen des Lichts (2).



-20-

Bei Tieren reduziert sich die Ausnutzung des Lichts auf den photosensorischen
Bereich, der Informationsgehalt des Lichts wird fiir die Ortung, die Wahrnehmung
der Gestalt und teilweise auch der Farbe von Objekten verwendet. Dieses ist u.a.
notwendig fir die Suche von Nahrung oder der Flucht vor Feinden.

Die molekulare Grundlage fir die Wechselwirkung der Organismen mit dem Licht
wird durch Chromoproteine gebildet. Diese setzen sich aus zwei Bestandteilen
zusammen: Zum einen aus der Proteinkomponente und zum anderen aus dem
Chromophor, einer niedermolekularen Einheit. Die Kombination der beiden Ver-
bindungen ist notwendig, weil die Peptidketten des Proteins alleine flr sich keine
relevante Lichtabsorption aufweisen. Diese Eigenschaft besitzt hingegen das
Chromophor, so daB mit der Einbindung der ,farbgebenden® Substanz in das
Apoprotein ein photosensitives Molekll entsteht. Darlber hinaus kann das
Chromophor Uber Verénderung in der Proteinstruktur seine Lichtabsorbieren-
deneigenschaften soweit verandern, daB die Chromoproteine Uber den gesam-
ten Bereich des sichtbaren Lichts mit diesem in Wechselwirkung treten und in ein
Reiz umwandeln kénnen.

Unter den Chromoproteinen findet sich eine Reihe von Strukturen, deren Ge-
meinsamkeit darin besteht, daB sie als Chromophor Retinal 1 oder Retinal 2 (Vit-
amin-A-Aldehyd) und das Protein Opsin verwenden. Dazu gehdren besonders
die Sehpigmente der hdheren Tiere (Rhodopsin), die phototaktischen Pigmente
niederer Lebewesen und das Purpurpigment Bacteriorhodopsin. Reines Retinal
besitzt ein starkes Absorptionsmaximum bei 370 nm, reines Opsin bei 280 nm.
Die Verbindung von Retinal und Opsin flhrt zu einem ausgepragten Absorpti-
onsmaximum bei etwa 500 nm neben einem schwécheren bei ca. 280 nm. Die
Lage des Maximums im langwelligen Bereich hangt von der Struktur des Opsin
ab und ist art- und klassenspezifisch. Retinal 1 als chromophore Gruppe besitzen
die Sehfarbstoffe Rhodopsin, Jodopsin und Retinochrom. Retinal 2 ist dagegen
Bestandteil der Porphyropsine und des Cyanopsins

Bei Landvertebraten kommen fast ausnahmslos Rhodopsine vor, deren Absorp-
tionsmaxima in recht engen Bereichen liegen. Eine gréBere Variabilitat in der
Lage der Absorptionsmaxima weisen z.B. die Sehfarbstoffe von Fischen auf, was
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in erster Linie in Zusammenhang mit den gréBeren Unterschieden in den Licht-
absorptionseigenschaften ihrer Lebensrdume zu sehen ist. Um diesen Unter-
schied gerecht zu werden, haben die Fische zwei Sehfarbstoffsysteme ausgebil-
det, das Rhodopsin-System und das Porphyropsin-System. Diese Beobachtung
konnte auch auf Rhodopsine von Nichtvertebraten Ubertragen werden. Bacteri-
orhodopsin besitzt ein sehr engen Absorptionsbereich (16).

Abb. 1.7.1.Verteilung der spektralen Absorptionsmaxima der Sehpigmente
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Abb. 1.7.1.1. Verteilung der spektralen Absorptionsmaxima rhodopsinbasierender Sehpigmente
einer Auswahl untersuchter Arten. Es zeigt sich, daB diese Arten eine hohe Variationsbreite auf-
weisen, da diese sich unterschiedlichen Lichtverhaltnissen anpassen missen wie z.B. Meerwas-
serfische, die auch in tiefere Wasserregionen leben. Solche Arten, die diese Anpassung nicht
vollziehen, besitzen ein eng eingegrenztes, spezifisches Maximumsfeld (z.B. Sduger)[16]

Bei allen Sehfarbstoffen liegt das Retinal in der cis-Form vor und geht bei Belich-
tung in seine all-trans-Form Uber. Diese Konfigurationsanderung leitet eine Reihe

von sehr rasch ablaufenden Reaktionen ein, die schlieBlich in der Bildung von
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Meta-Verbindungen einen vorlaufigen Abschluss findet. Einher geht eine Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums um ca. 120 nm zum kurzwelligen Bereich
hin.

Die folgenden Schritte laufen bei Vertebraten und Invertebraten unterschiedlich
ab. Fir die Vertebraten sei der prinzipielle Ablauf am Beispiel des Rhodopsins
erlautert. Das aus dem Rhodopsin Uber die Zwischenstufe Metarhodopsin | her-
vorgegangene Metarhodopsin Il zerfallt in die beiden Komponenten des Sehfarb-
stoffes, so das im Photorezeptor freies all-trans-Retinal | und Opsin vorliegen.
Dieser Schritt, den man als Bleichung des Sehfarbstoffes bezeichnet, erfolgt ei-
nige Minuten nach der Lichtabsorption, wahrend die Bildung von Metarhodopsin |
schon rasch nach 1 ms, die von Metarhodopsin Il nach 1 s abgeschlossen ist.
Nach der Spaltung setzt die Regeneration des Sehfarbstoffes ein.

Beim Bacteriorhodopsin wurde ein ahnlicher Mechanismus entdeckt. Das Bacte-
riorhodpsin (BR) zerfallt nach der Detektion eines Lichtquants Uber Zwischenstu-
fen zu Metarhodopsin | und Metarhodopsin Il. Eine direkte Umwandlung in Bacte-
riorhodopsin ist auch hier nicht méglich, sondern gelangt nur Uber eine Reisome-
risierung des Chromphor in die sog. all-E-Form in seine Ausgangsform zurtck.
Die Metarhodopsine der Invertebraten sind im Gegensatz dazu thermostabile
Farbstoffe, die nicht ausbleichen. Dies lasst sich damit begriinden, daB bei Inver-
tebraten das Opsin nicht nur das cis-Retinal komplementiert, sonder auch die all-
trans-Form, so daB eine bestandige Verbindung besteht. Es stellt sich zwischen
Rhodopsin und Metarhodopsin ein bestimmtes Mengenverhéltnis ein, das im
kurzwelligen Bereich zugunsten des Rhodopsins, im langwelligen Bereich dage-
gen zugunsten des Metarhodopsins verschoben ist. Durch Lichteinwirkung wan-

delt sich das Metarhodopsin wieder in Rhodopsin zuriick (Photoregeneration).
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Abb. 1.7.1.2. zeigt als Beispiel die Transduktion (Umwandlung von Licht in ein Sehimpuls) bei
Vertebraten. Ein Lichtquant regt Rhodopsin (Rh) an. Uber Zwischenstufen Praelumirhodopsin (P)
und Lumlrhodospln (L) geht das Rhodospin nach ca. 10 ~ sin Metarhodopsin | (M) Gber. Dieses
zerfallt in ca. 10 2 s in Metarhodopsin Il (Mll). Das Metarhodopsin Il zerfallt weiterhin in die bei-
den Komponenten all-trans-Retinal und Opsin. Danach setzt die Regeneration des Sehfarbstoffes
wieder ein (16).
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Abb. 1.7.1.3. Transduktion bei Invertebraten

Ein Lichtquant regt Rhodopsin (Rh) an. Uber Zwischenstufen Praelumirhodopsin (P) und Lu-
mirhodospin (L) geht das Rhodospin in die saure Metarhodopsinform tber (Ms) tber. Das saure
Metarhodopsin ist thermostabil und kann Gber die Aufnahme von Licht wieder direkt in Rhodopsin
umgewandelt werden (16).
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1.7.2. Potentialtypen und Potentialbildung

An den Sehzellmembranen werden durch die photolytischen Reaktionen Potenti-
aldnderungen verursacht, die eng zeitlich mit dem Reaktionsschritt vom Me-
tarhodopsin | zum Metarhodopsin Il bzw. mit dem entsprechenden Schritt bei den

anderen Sehrfarbstoffen gekoppelt sind.

Potentialtypen: In der Regel depolarisieren die Sehzellen der Invertrebraten

wahrend die Vertebraten hyperpolarisieren.

Licht
mv § Zeit
} 0 d
erhidhte Membranleitfahighkeit
¢ ) N—
lonenstréme -50

.

‘ — Lichtreiz 2 sec

Rezeptorpotential

Abb. 1.7.2.1. Rezeptorpotential von Invertebraten bei Erregung. Trifft ein Lichtstrahl das Rho-
dopsin einer Retinualuzelle kommt es (ber eine Kaskade zu einer Ausschittung von Ca™ in die
Zelle. Dies hat eine lonenkonzentrationserhdhung in der Zelle zur Folge und fihrt damit zur einer
Depolarisation. Nach Beendigung des Reizes kehrt das Membranpotential zu seinem Ausgangs-
wert zurlck (14).
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Abb. 1.7.2.2. Rezeptorpotential von Vertebraten bei Erregung. Durch den erhdhten Einstrom von
Ca ** wahrend eines Lichtreizes werden die Na+-Kanale verschlossen. Dies hat ein Sinken der
Na*-Konzentration in der Zelle zur Folge, wodurch das elekirische Potential der Zellmembran
abfallt. Es kommt zu einer Hyperpolarisation. Nach Beendigung des Reizes kehrt das Membran-
potential zu seinem Ausgangswert zuriick (16)

Mechanismen der Potentialbildung: Nicht nur die Reaktionsweise der Sehzel-
len von Invertebraten und Vertebraten sind verschieden, es zeigen sich auch un-
terschiedliche Permeabilitatseigenschaften der Zellmembran fir Na*. Wahrend
auf der einen Seite die Sehzellen der Invertebraten bei Dunkelheit nahezu im-
permeabel fir Na* sind, flieBt in der Vertebraten-Sehzelle standig ein lonenstrom
aus dem Innensegment in das AuBensegment, der im wesentlichen von Na* ge-
tragen wird. Der Einstrom von Na* in das AuBensegment wird dagegen fast voll-
standig unterdriickt, so daB es zu einer Anreicherung von Na* im Extrazellular-
raum kommt, die zu der bei Belichtung auftretenden Hyperpolarisation flhrt.

Der photochemische Primarprozess, also die Umwandlung von Licht in ein
Sehimpuls, wird Transduktion genannt. Dabei stellt das Protein Rhodopsin (Rh)
die lichtempfindliche Substanz dar.

Trifft ein Lichtstrahl Rhodopsin (Rh), verwandelt sich dieses in Metarhodopsin (M
) {Abb. 1.7.3.1}. Das Metarhodopsin (M I) ist nun in der Lage, Uber die Wandlung
von a,b,g-GDP zu a-GTP die Phospholipase C (PLC) zu aktivieren. Die Phospho-
lipase (PLC) beschleunigt dann die Synthese von Inositoltriphosphat (IP3) aus
Phosphotidylinositolbiphosphonat (PIP2). IP3 fUhrt dazu, daB aus den intrazellu-
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laren Ca**-Speichern Ca™ ausgeschittert wird. Dadurch wird die intrazellulare
Ca™"-Konzentration erhdht. Gleichzeitig kommt es durch die IPs-Aktivierung zu
einer Offnung von membrangebundenen Na*-Kanilen an der Membran und es
stromen Na*-lonen in die Zelle ein. Dies hat eine Depolarisation zur Folge (Abb.
1.7.3.2). Die genaue Funktionsweise der Offnung der Na*-Kandle ist noch nicht
geklart (Abb. 1.7.3.3).

Der ganze Prozess von der Absorption der Lichtquanten bis zur Offnung der
Ca*"-Kanéile bendtigt nur einig 10 ms, so daB eine sehr schnelle Reizantwort
maoglich wird.

Die Erregungsantwort wird ebenso wieder schnell abgeschaltet. Findet keine Ak-
tivierung der Proteinkinase C mehr statt, wird der Ca**-Einstrom sofort gestoppt,

das Membranpotential kehrt zu seinem Ausgangswert zurtick (Abb. 1.7.3.2.)

hv

(B oy

Zellmembran

++

Ca

Abb. 1.7.2.3 zeigt den Transduktionsprozess. Uber die Umwandlung von GDP zu GTP wird das
Enzym Phospholipase C (PLC) angeregt. Diese verstarkt die Bildung von Inositoltriphosphat
(IP3). IP3 bewirkt die Ausschiittung von Ca™ aus den submebranaren Zisternen (SMC). Es
kommt dadurch zu einer hohen Ca**-Konzentration direkt an den Rhabdomeren. Die gestrichel-
ten Linien zeigen weiterhin die vermuteten Effekte des Ca*™. Man geht davon aus, daB es gleich-
zeitig zu einem aktivierten Einstrom von Ca™ und Na* (SOC = Store operated channel) aus dem
extrazellularen Raum in die Zelle kommt und dort das Erregungspotential verstarkt (17).
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1.7.3. Typen der Sehzellen

Photosensible Strukturen von Sehzellen zeigen auch innerhalb enger systemati-
scher Verwandschaftskreise eine ungeheuere Formenvielfalt. Es lassen sich
zwei Grundtypen erkennen, der Ciliar-Typ und der Rhabdomer-Typ. Bei den
Sehzellen vom cilidren Typ bilden Auffaltungen der Cilienmembran die lichtemp-
findliche Struktur, beim Rhabdomer-Typ sind es die Mikrovillisdume, die aus der
Membran der Sehzelle selbst hervorgehen. In beiden Fallen kommt es auf diese
Weise zu der notwendigen OberflachenvergréBerung, um die Sehpigmente in die
Membran einlagern zu kdnnen.

Uber die einfachen Rezeptoren hinaus, die sich auf den Zellmembranen befin-
den, entwickelten sich wahrend der Evolution aufwendige abbildende optische
Systeme. Uber Grubenaugen (z.B. bei Napfschnecken) und sog. Lochkamera-
Augen (Tintenfisch) bedeutet die Entstehung der Linsenaugen ein wichtiger Fort-
schritt in der Evolution, da diese eine héhere Auflésung und hohe Lichtempfind-

lichkeit ermoglichen als vergleichbare ,einfache” Rezeptoren ohne Linsensystem.

Rhabdomer aus Mdikrowilli

e it Sehfarbstoff

Mucleus

fitochondrien

Ao

Abb. 1.7.3.1. Photorezeptor vom Rhabdomer-Typ
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Mikrotubuli

Abb. 1.7.3.2. Photorezeptor vom Ciliar-Typ
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1.7.4. Die Bedeutung von Rhodopsin bei Schistosoma mansoni

Lange Zeit war der physiologische Mechanismus des Sehsystems der Miracidien
und Cercarien von Schistosoma mansoni nicht bekannt, obwohl aufgrund des
Verhaltensmusters vermutet wurde, daB Rhodopsin ein Rolle spielen kdnne.
Durch die moderne Nukleinsaurediagnostik konnten in den letzten Jahren einige
Sachverhalte geklart werden.

So gelang es mit Hilfe einer Realtime-PCR, ein flir Schistosoma mansoni spezifi-
sches Rhodopsin (SmMRHO) zu sequenzieren, es mit Rhodopsinen anderer Was-
serinvertebraten zu vergleichen und das SmRHO diesen zuzuordnen. Weiterhin
konnte mit einer Indirekten Immunfluoreszenz nachgewiesen werden, daB sich
im oberen Kérperbereich der Cercarie von S.mansoni an zwei sich gegenlberlie-
genden Stellen an der Oberflache der Zellmembran eine hohe Konzentration von
SmRHO befindet. Diese konnte man gewissermaBen als ,Augenflecke” identifi-
zieren (Abb. 1.7.4.2) (15). Ein lichtmikroskopisch sichtbarer Augenfleck, der mit
einer Linse bedeckt ist wie bei Trichobilharzia ocellata, konnte nicht festgestellt

werden.

Abb. 1.7.4. Die rot markierten Stellen zeigen das SmRHO, das sich in
der Zellmembran (griin markiert) des oberen Kdérperteils der Cercarie
befindet (Ind. Immunfluoreszenz) (18).
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1.8. Aufgabenstellung

Licht beeinfluBt sehr stark alle Stadien des Lebens von Schistosoma mansoni.
Zahlreiche Untersuchungen Gber die Lichtphysiologie der Miracidien (21), die
Bedeutung des Lichts beim Schliipfen aus dem Ei und der Zwischenwirtfindung
der Miracidien liegen vor. Auch Uber die Cercarienausscheidung und deren licht-
abhangige Rhythmik (6) und die Bedeutung des Lichts flr die Endwirtfindung und
das Eindringen in diesen (25) gibt es viele wissenschaftliche Arbeiten.

Das Problem der Lichtphysiologie von freien Cercarien konnte jedoch aufgrund
der fehlenden technischen Voraussetzungen bisher nicht adaquat beantwortet
werden. Die grundlegenden Untersuchungen auf diesem Gebiet wurden meist in
sehr zeitaufwendiger ,Handarbeit® durchgefihrt [(29), (31)]. Daher waren die
auswertbaren Datenmengen meist nicht sehr umfangreich.

Mit Hilfe von Computern ist es nun mdéglich geworden, jeweils eine freie Cercarie
Uber die ganze Dauer ihres Lebens zu beobachten und alle wichtigen Daten so-

fort fr eine spatere Auswertung aufzuzeichnen.

Dabei standen folgenden Schwerpunkte im Mittelpunkt der Arbeit:

1. Entwicklung eines Versuchsaufbaues, mit dem es méglich ist, eine Cerca-
rie Uber einen langen Zeitraum zu beobachten und ohne direkte menschli-
che Uberwachung den Versuch automatisiert durchfiihren zu kénnen.

2. Untersuchung einer gréBeren Anzahl einzelner Cercarien unter verschie-
denen Bedingungen, um Aussagen Uber die gesamte Cercarienpopulation

treffen zu kbnnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere
2.1.1. Aufrechterhaltung des Wirtskreislaufes
a) Gewinnung von Miracidien

Zur Durchfihrung der Versuchsreihen verwendeten wir einen Schistosoma man-
soni — Stamm der Firma Hoechst AG (Herkunft Brasilien). Dieser Stamm wird in
weiBen Mausen (NMRI) gehalten. Aus infizierten und mit Ather eingeschlaferten
Mausen wird zundchst der gesamte Darm entfernt. Der Zustand der Leber gibt
dabei AufschluB3 darlber, ob im Darm genligend Schistosomeneier vorliegen. Ist
diese grau und mit weiBen Granulomen durchsetzt, ist eine gute Ausbeute an
Schistosomeneiern gewahrleistet. Der Darm wird in diesem Fall zerkleinert und
abgedeckt eine Nacht aufbewahrt.

Am néachsten Tag wird der Mausedarm in eine Flasche geflllt und mit physiolo-
gischer Kochsalzlésung 2 Stunden geschittelt. Die gewonnene Suspension wird
zur Abtrennung der groben Bestandteile durch Gaze in ein Becherglas abge-
schuttet. Dieses wird wieder Uber Nacht in einem Kihlschrank aufbewahrt. Die
Zugabe von physiologischer Kochsalzlésung und die niedrige Temperatur wirken
in dieser Phase schlipfhemmend.

Der Uberstand wird am nachsten Tag abgesaugt und mit gekiihltem, abgestan-
denen Leitungswasser aufgegossen. Der Uberstand wird ca. 45 Minuten spéter
wieder abgesaugt und zusammen mit warmem Leitungswasser in eine Petrischa-
le ausgegossen. Unter einer Lampe lasst man dann ca. 30 Minuten lang die Mi-

racidien schlipfen.

b) Infektion der Schnecken

Als Zwischenwirt flir Schistosoma mansoni werden Schnecken der Art Biompha-

laria glabrata (Stamm Hoechst, Herkunft Brasilien) verwendet. Fir die Versuche



-32-

wurden Tiere der roten Albinorasse eingesetzt, da die sich im Labor problemlos
halten und vermehren lassen.

MittelgroBe Schnecken (ca. 1,5 cm im Durchmesser) werden einzeln in etwas
Wasser eingesetzt, jeweils mit ca. 10 Miracidien infiziert und 6 Stunden unter
einer Lampe stehen gelassen. Nach ca. 28 Tagen beginnt bei einer erfolgreichen
Infektion die Ausschiittung von Cercarien.

c) Haltungsbedingungen der Schnecken

Die infizierten Schnecken befinden sich in drei Vollglasaquarien, die ca. 20 Liter
Fassungsvermbgen haben. Dabei werden die Becken sténdig bellftet und das
Wasser konstant auf 27°C gewarmt.

Um stérendes Licht zu vermeiden, stehen die Becken in einem verdunkelten
Raum, der von natirlichem Tageslicht véllig abgeschirmt ist. Uber eine Zeit-
schaltuhr wird im 12-Stunden-Rhythmus ein Hell-Dunkel-Wechsel erzeugt, wobei
die Hellphase von 6.00 bis 18.00 Uhr dauert.

Als Nahrung dient frischer Salat, mit dem die Schnecken regelmaBig gefittert
werden. Das Wasser wird alle 2 Wochen gewechselt.

2.1.2. Gewinnung von Cercarien

Um Cercarien einer bestimmten Schnecke zu gewinnen, wurden die Schnecken
farblich markiert, bevor sie mit einzelnen Miracidien infiziert wurden. Dies ge-
schah mit nummerierten und farblich unterschiedlichen Bienenmarkierungspunk-
ten.

Um auch nach einem einzuplanendem Ausfall einiger Schnecken durch Abster-
ben oder miBgllckter Infektion noch eine ausreichende Anzahl infizierter
Schnecken zu haben, wurden pro Infektionszyklus jeweils 25 Schnecken mar-
kiert.

Zur Gewinnung von Cercarien wurde die gewilnschte positive Schnecke in ein

Becherglas mit dem gleichen Medium wie im Aquarium (destilliertes Was-
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ser/Leitungswasser im Verhéltnis 1:1) 15 Minuten isoliert. Unter einem Mikroskop
wurde nun das Schllpfen der Cercarien beobachtet. Das SchlUpfen der Cercari-
en wurde auf die Zeit zwischen 9.30 und 11.00 Uhr gelegt, da in diesem Zeitraum
ca. 2/3 aller Cercarien schlipfen [(1), (23)]. Mit Hilfe einer Pipette wurde ver-
sucht, mdglichst schnell eine frei schwimmende Cercarie einzufangen und sofort

in die Beobachtungskuivette zu setzen.

2.1.3. Verhalten von freien Cercarien

Um das Verhalten frei schwimmender Cercarien beschreiben zu kdnnen ist es
Voraussetzung, dieses Verhalten zu beobachten, aufzuzeichnen und zu analy-
sieren.

Cercarien von Schistosoma mansoni schwimmen intermittierend, d.h. daB sich
aktive Schwimmst6éBe mit passiven Phasen abwechseln.

Wahrend des passiven Absinkens (Abb. 2.1.3. e, P-Phase) sind die Enden in der
Furca eingerollt und dienen der Cercarie als Treibanker. Dies fihrt dazu, daB die
Cercarie beim Absinken abgebremst wird.

Es lassen sich zwei Formen des aktiven Schwimmens bei Cercarien von Schi-
stosoma mansoni beschreiben.

Das Rickwartsschwimmen (A-Phase, Abb. 2.1.3. a + b) fuhrt die Cercarie an die
Wasseroberflache. Dabei lasst sie ihren Kopf nach unten hangen und fihrt die
vorwartstreibenden Bewegungen mit dem Schwanzende aus. Der Schwanz-
stamm krimmt sich dabei in schneller Folge nach rechts und links, wobei die ab-
gespreizten Aste der Furca als Ruder wirken. Abhéngig von der Wassertempera-
tur kann die Cercarie Schwimmgeschwindigkeiten von bis zu 2 mm/sec errei-
chen.

Beim selten zu beobachtenden Vorwéartsschwimmen (Abb. 2.1.3. ¢ + d) legt die
Cercarie die Furca-Aste eng aneinander. AuBerdem scheint sie ihren Kérper zu
strecken, da sie in diesem Augenblick schmaler und langer wirkt. Mit schlangen-
ahnlichem Hin- und Herwinden ihres Kérper bewegt sich die Cercarie in Richtung
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ihres Kopfes. Da dieser in der Regel in Richtung des Wasserboden zeigt, flhrt
diese Bewegung zu einer Entfernung der Cercarie von der Wasseroberflache.

Mit Hilfe einer Videoaufzeichnung des jeweiligen Versuches wurde eine Moglich-
keit geschaffen, aktives Vorwartsschwimmen vom passiven Absinken unter-

scheiden zu konnen.

- f Q.

2 a) S0 e)

a + b Riclkwarnsschwimmen (A-Fhase) & Absinken (P-Phase)

c + d “orwartsschwimmen

Abb. 2.1.3. Schwimmphasen bei Cercarien von Schistosoma mansoni:

A-Phase (Rickwartsschwimmen): Die Skizzen a + b zeigen die propellerartigen Bewegungen

= Aktiphase des Schwanzendes, mit dem die Cercarie in der Aktiv-Phase
(A-Phase) an die Wasseroberflache schwimmt

P-Phase (Absinken): Wahrend der Passiv-Phase (P-Phase) breitet die Cercarie

= Passivphase Ihre Schwanzhélften aus und reduziert somit die Absinkge-
schwindigkeit.

Vorwartsschwimmen: In den Skizzen c+d werden die Bewegungen bei aktivem

Vorwartsschwimmen gezeigt. Es kommt zu einer schlangenar-
tig Verkrimmung und Entspannung des gesamten Kérpers.
Das Vorwértsschwimmen lasst sich selten beobachten und

spielt im Verhalten der Cercarie kaum ein Bedeutung.
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2.1.4. Parameter fur das Verhalten freier Cercarien

Aufgrund der visuellen Beobachtungen kann man im Verhalten der Cercarien

vier verschiedene Zustande unterschieden:

A-Phase: Aktives Aufwartsschwimmen
P-Phase: Passives Absinken
Aufenthalt am Boden: Ruhephase am Boden liegend bis ca. 3 mm im

unteren Bereich der Beobachtungskivette

Aufenthalt an der Oberflache: Zeit, in der sich die Cercarie in einem Bereich
von 5 mm unterhalb der Wasseroberflache be-
findet

Diese Phasen wurden zur Steuerung des Versuchsablaufes in das Computer-
programm Ubernommen. Fir jeden Zustand wurde dessen Dauer und der Auf-
enthaltsort der Cercarie am Anfang und am Ende des Zustandes gespeichert.

Mit Hilfe eines Auswerteprogramms wurden dann die nachfolgenden Parameter

fir die Verhaltensbeschreibung freier Cercarien ermittelt und fir eine Auswertung

aufbereitet.

tA (s) = Dauer der Aktivphase (SchwimmstoBdauer)
tP (s) = Dauer der Passivphase (Absinkzeit)
sA(mm) = L&nge der Aktivphase (SchwimmstoBlange)
sP(mm) = Lange der Passivphase (Absinkstrecke)

tO (s) = Zeit an der Oberflache (pro Stunde)

tB (s) = Zeit am Boden (pro Stunde)

Vv

(mm/s) = Aufstiegsgeschwindigkeit [berechnet]
(mm/s) = Abstiegsgeschwindigkeit [berechnet]
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2.2. Versuchsgerate

2.2.1. Entwicklung des computergesteuerten Beobachtungssy-
stems

Die Untersuchung des Cercarienverhaltens (vom Schliipfen bis zum Tod) wurden
am Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der Techni-
schen Universitat Manchen durchgefihrt. Dazu wurde ein automatisches Beob-
achtungssystem entwickelt.

Mit diesem ist es mdglich, einzelne Cercarien Uber ihren ganzen Lebenszeitraum
zu beobachten, die Versuchsbedingungen Temperatur und Licht zu verandern
und automatisiert Daten Uber das Verhalten der Cercarien aufzuzeichnen. Ein
Schwerpunkt bei der Entwicklung des Systems war es, Fehlerquellen, die bei
frheren Versuchsanordnungen aufgrund rein visueller Beobachtung auftraten,
auszuschlieBen.

Diese Fehler bestanden vorwiegend darin, daB die zu ermittelnden MeBgréBen in
der Regel manuell erfaBt wurden. Die Entwicklung eines Computerprogramms
durch Schorp (31) beseitigte dieses Manko. Es ermdglicht die zeitnahe und zeit-
lich exakte Erfassung der ermittelten Daten durch einen Personal Computer. Mit
Hilfe einer gleichzeitigen Aufzeichnung des Versuches durch ein mitlaufendes
Videoband ist zusatzlich eine genaue Kontrolle und Auffindung von potentiellen
Fehlbeurteilungen maglich.

Fir eine direkte visuelle Beobachtung der Cercarien zur Interpretation ihres Ver-
haltens steht ein Mikroskop zur Verfligung. Mit diesem werden die Einstellungen
fur das Nachfihrsystem vorgenommen. Durch die unmittelbare Beobachtung
kann man zusétzliche Informationen Uber das Verhalten von Cercarien gewin-

nen.
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2.2.2. Versuchsaufbau

Auslegearm (2.2.7.)

B
tl“] Scl‘u*ittrlnntur
@ r___ Monochromator|
225) '
Hintergrund- T 7116
T~ ~I71T " L
::]29 1;],;311 tung h Mikroskop mit
- Kiivette 9 Videokamera
Beleuchtungs- 2.2.3) 2.2.7)
anlage
(2.2.4bh.)
Wasser || YWasserbad 1
- pumpe &= (2.2.3)
Spannungsgerit i l
2.2.4a.)
Heizstah
Wasserhad 2
Stemersignal
Softrittmator
I
|
Ringewandeifes u ED
Meitzlsignal
if— Schwellenwertkomparator
{2.2.6h.)
Computer
2.2 6¢.) Videorekorder
(2.2.6h.)

Abb. 2.2.2. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Die zu beobachtende Cercarie wird in die Kuvette eingebracht. Uber das Mikroskop findet die
genaue Ausrichtung der MeBeinrichtung statt. Die eingebaute Videokamera liefert an den
Schwellenwertkomparator ein Videosignal, das dieser in ein Digitalsignal umwandelt und an den
angeschlossenen Computer weiter liefert. Uber ein Computerprogramm wird das Digitalsignal
verarbeitet und an den Schrittmotor in Form eines Stellbefehls zurlick gesendet.

Die Beobachtungseinheit mit dem Mikroskop, der Videokamera und der Hintergrundbeleuchtung
sind Uber einen Auslegearm mit dem Stellmotor verbunden, der vertikale Bewegungen ausfiihren
kann und somit der Bewegung der Cercarie folgen kann.
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2.2.3. Kuvette und Wasserbad 1

Waéhrend der gesamten Versuchsdauer befindet sich die Cercarie innerhalb einer
Klvette mit der GréBe 1cm x 1cm x 4cm (InnenmaB). Der Rand der Kiivette ist
mit schwarzen Glas abgedeckt, damit stérende Reflexe von der Seite ausge-

schlossen werden. Diese Klvette ist im Wasserbad 1 integriert.

) Fuleitung des Warmekreislaufes gl T

e — e
D e —

divWasserbad 1

elGlaswand

fikivette l

Abb. 2.2.3. Wasserbad 1 und Beobachtungskiivette 3
Das Wasserbad 1 umgibt die Beobachtungskivette. Uber
seitliche Offnungen (b+c) ist das Wasserbad 1 mit dem
Wasserkreislauf verbunden, der die Kivette konstant er-

warmt. Die Gr6Be des Wasserbades 1 betragt 7cm x 7cm
x 20 cm.

Die Seitenwénde des Wasserbades 1, durch die der Strahlengang des Beobach-
tungslichtes durchtritt, bestehen aus Glas, da sich dieses gut reinigen lasst und

wenig verkratzt. Dies ist notwendig, da Verunreinigungen und Kratzer sowohl auf
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der Kivette wie auch an den Durchsichtswande aufgrund des empfindlichen Zei-
lenabtastgerates zu Fehlern flihren kénnen.

Der Boden, die seitlichen Wande und die obere Abdeckung bestehen aus Plexi-
glas.

Uber Schlduche ist es mit dem zweiten Wasserbad verbunden. Dort erwarmt ein
Heizstab, in dem ein Temperaturregler integriert ist, das Wasser. Dieses muf3 vor
jedem Versuch gefiltert werden, da selbst kleinste Partikel im Mikroskop sichtbar
werden.

Eine Pumpe beférdert das Wasser vom Wasserbad 2 in Wasserbad 1. Passiv
flieBt es in das Wasserbad 2 zurtck.

Eine Trennung ist deshalb erforderlich, da die Beobachtungseinheit relativ klein
sein muB, um fir eine Beobachtung mit dem Mikroskop geringe Durchtrittsfla-

chen zu erreichen.

2.2.4. Wasserbad 2 und Beleuchtungsanlage

Uber Schlauche ist das Wasserbad 1 (Abb. 2.2.3.) mit dem Wasserbad 2 ver-
bunden. Der Wasserkreislauf ist mit herkdmmlichen Leitungswasser gefullt, wel-
ches allerdings durch Filter gereinigt wurde. Im Wasserbad 2 befindet sich ein
Heizstab, der Uber ein Digitalthermometer auf ca. 0,2° C genau eingestellt wer-
den kann. Das im Wasserbad 2 erwarmte Wasser wird durch eine Pumpe in das
Wasserbad 1 gepumpt. Der Wasserkreislauf ist luftdicht nach auBen verschlos-
sen. Da sich das Wasser standig in der Zirkulation befindet und die Zulaufe zum
Wasserbad 1 kurz gehalten wurden, findet nahezu keine Abklhlung des Was-
sers statt. Zur Erzeugung von tageslichtahnlichem Licht wird eine 2000-W Xe-
nonlampe (Osram) verwendet. Diese wird Uber ein externes Spannungsgerat mit
Strom versorgt. Das Spannungsgerat (Abb. 2.2.4a.) ibernimmt die exakte Steue-

rung der Spannungs- und Stromversorgung der Xenonlampe.
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Abb. 2.2.4a. Spannungsgerat zur Versorgung der Xenonlampe
Uber eine 380 A Starkstromleitung wird das Spannungsgerat von extern versorgt.

Die Xenonlampe ist in einem Metallgeh&use eingebaut (Abb. 2.2.4b.). Nach einer
Einglihzeit von etwa 5 Minuten kommt es zur starken Erwarmung des Lampen-
gehduses und des Raumes. Daher wurde zur Abfiihrung der Warme und des
Ozons eine Absauganlage installiert. Zusatzlich sind zur Vermeidung einer zu
starken Aufheizung der Wasserbader das Lampengehduse und die Versuchs-

einheit in zwei Raume getrennt.
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a) oberer
Liftungseinlass

b) Starkstrom vom

Spannungsgerat

¢) Vorrichtung zum
Ziinden der Lampe

Abb. 2.2.4b. Lampengehause (Eigenbau)
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2.2.5. Monochromator

Das Licht, das aus dem Lampengehause der Xenonlampe austritt, wird in Lin-
sen gebundelt und Uber ein Prisma zu einem Monochromator der Firma Kratos
(Kratos Surface Analysis, Eppstein) geleitet (Abb. 2.2.5.). Dieser ermdglicht die
genaue Filterung des Lichtes der Xenonlampe in das Licht der gewlnschten
Wellenlange.

Uber ein Rohr wird das Licht in den Versuchsraum geleitet und iiber ein Spiegel

von oben auf die Kivette gelenkt.

chtaustritt aus dem Lampengehause

b} Linsensystem zur Lichtbindelung

Abb. 2.2.5. Monochromator (Fa. Kratos) und Lampengehéause mit Linsensystem (Eigen-
bau)
Uber die Einstellschraube (d) wird die gewiinschte Wellenlange eingestellt. Das aus
dem Lampengehduse austretende Licht wird Gber ein Linsensystem gebilindelt und
in den Monochromator gelenkt.
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2.2.6. Echtzeit-Bildanalyse durch Schwellenwertkomparator

Um die Bewegung der Cercarien aufzuzeichnen kam ein Bildauswertegerat (Abb.
2.2.6a.) zum Einsatz, das von Wimmer (39) entwickelt wurde. Es ermdglicht die

Bildanalyse des von der Videokamera aufgenommenen Bildes in Echtzeit.

Fnvbeli fahine
v Fensterdraife

A bt brcite

b} Videorekorder a) Zeilenabtastgerat

Abb. 2.2.6a. Schwellenwertkomparator (a) mit Videorekorder (b)
Der Videorekorder dient zur Aufzeichnung des durchgefiihrten Versuches. Mit Hilfe
der Aufzeichnung kann man eventuelle Fehlsignal erkennen.

Fariter h [
Y Walbickeit o .t,?f!. !
LI
S, Fenifer u[ ellyyg O It E@‘&’t“! )
St lz :f"” :‘-'-:. v Finglalifable,
| v | Fanstrikog/ iy
H W

qu 1 r‘ !”. : § # 4 Afcaribi

lulf

Abb. 2.2.6b. Frontseite des Schwellenwertkomparators
Uber die an der Frontseite angebrachten Einstellknépfe und -tasten lasst sich die
Empfindlichkeit der Abtastschranken genau einstellen.
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Das aufgenommene Bild wird durch den Analogkomparator auf ein einfaches
S/W-Bild reduziert. Um nur einen kleinen Teil des Videosignals auswerten zu
mussen, wird ein Bildfenster (Abb. 2.2.6¢.) erzeugt, welches nur kurz unter und
uber der Cercarie die Videozeilen abtastet. Damit wird verhindert, daB helle Ob-
jekte (z.B. Staubteilchen), die sich nicht im Abtastfenster befinden, die Nachfih-
rung stéren. Das S/W-Bild wird in einzelne Bildpunkte zerlegt und abh&angig von
der eingestellten Signalschwelle, werden Bildpunkte, die unterhalb der Signal-
schwelle liegen, als dunkler Punkt oder Nullsignal erfaBt, Bildpunkte oberhalb der
Signalschwelle als heller Punkt oder Positivsignal.

Auf dem Monitor werden zwei waagrecht stehende Balken eingeblendet, die die
Abtastschranken darstellen (Abb. 2.2.6¢.). Bei Versuchsbeginn wird die Cercarie
innerhalb dieser Grenzen eingestellt. Bewegt sich die Cercarie Uber einer der
Schranken, wird dies registriert und es kommt zu einem Signal. Die Empfindlich-
keit der Schranken lasst sich am Schwellenwertkomparator einstellen.

Um die Bildinformation gering zu halten und die daraus resultierende Verarbei-
tung mit dem Computer zu vereinfachen, wurde ein mdglichst kleines Monitorbild
gewabhlt.

Auf dem Monitorbild erscheint die Cercarie hell, und hebt sich damit vom
schwarzen Hintergrund und dem Ubrigen Raum der Kivette ab. Uberschreitet die
Cercarie eine der Abtastschranken, erkennt der Schwellenwertkomparator dies
als hellen Punkt und somit als positives Signal. Abhangig davon, ob die obere
oder untere Schranken Uberschritten worden ist, wird an den Computer ein ent-

sprechendes Signal weitergeleitet.
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Schematische Darstellung der Versuchseinrichtung und Durchfiihrung mit

dem Schwellenwertkomparator:

c) Abtast-
schranken

b) Kiivettenrand a) Monitorbild

Abb. 2.2.6¢. Einstellung des oberen Kiivettenrandes
Die tatsachliche Breite des Monitorbildes betragt ca. 25 cm, die Breite der Ki-

vette 1 cm. Das Schema gibt in etwa die GrdoBenverhaltnisse bei der Versuchs-

durchfiihrung wieder

c) Abtast-
schranken

a) Monitorbild

b) Kiivettenrand

Abb. 2.2.6d. Einstellung des Kiivettenbodens
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Abb. 2.2.6e.

Abb. 2.2.6f.

d)Cercarie

c) Abtast-
schranken

b) Kiivettenrand a) Monitorbild

Versuchsstart

Nach der Markierung der oberen und unteren Grenzen der Beobachtungskulvette
wird die Cercarie mit den beiden auf dem Monitor zu sehenden Abtastschranken
eingerahmt. Berlhrt die Cercarie die untere Schranke, wird das Programm ge-
startet. Von nun an erkennt der Schwellenwertkomparator ein Uberschreiten ei-
ner der beiden Abtastschranken und meldet an den Computer ein Signal. Dieser
gibt ein Stellsignal an den Schrittmotor, der die Beobachtungseinheit entspre-
chend der Bewegung nachféhrt.

d)jCercarie

c) Abtast-
schranken

a) Monitorbild

b) Kiivettenrand

Uberschreiten der unteren Abtastschranke

In diesem Beispiel Iasst sich die Cercarie nach unten fallen und beriihrt damit die
untere Abtastschranke. Der Schwellenwertkomparator erkennt dies als positives
Signal und gibt es an den Computer weiter. Dieser meldet an den Schrittmotor
ein Stellsignal. Darauf bewegt sich die Beobachtungseinheit in die Richtung der
Cercarie, die durchgefiihrte Bewegung, die zurlickgelegte Strecke und die bend-
tigte Zeit wird gleichzeitig vom Computer aufgezeichnet.
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d)Cercarie

c) Abtast-
schranken

b) Kiivettenrand a) Monitorbild

Abb. 2.2.6g. Nachfiihrung der Beobachtungseinheit
Nach dem Berthren der Schranke durch die Cercarie wird die Beobachtungsein-
heit nachgeflihrt, die Cercarie befindet sich wieder innerhalb des Beobachtungs-
fensters

Abb. 2.2.6h. Computer
Uber den Computer Olivetti M24 wird das Beobachtungsmikroskop und die Vi-
deokamera gesteuert.
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2.2.7. Nachfuhrautomatik

Das Mikroskop (Abb. 2.2.7.) wurde mit einem Schrittmotor verbunden, der das
Mikroskop in der Vertikalen bewegen kann. Damit das Beobachtungslicht jeder-
zeit optimal ist, wurde die Mikroskoplampe, die das IR-Dunkelfeld erzeugt, an
einem Ausleger des Mikroskops befestigt. Die Lichtquelle bewegt sich also mit
dem Beobachtungssystem auf und ab und liefert so wahrend des gesamten Be-
obachtungszeitraums den gréBtmdglichen Kontrast tiber das IR-Dunkelfeld.

Da sich Cercarien — je nachdem ob sie aktiv schwimmen oder passiv absinken —
mit sehr stark unterschiedlichen Geschwindigkeiten bewegen, wurde es nétig,
den Schrittmotor, der nur in einer konstanten Geschwindigkeit dreht, extern je
nach Bewegungsart der Cercarie zu steuern. Dies erfolgte Uber eine Erweite-
rungsplatine (Digital 1/0-Karte PITI86), die in den PC eingebaut wurde. So konnte
je nach eintreffender Impulsfrequenz von den Cercarien die Drehgeschwindigkeit
des Schrittmotors gedndert werden. Dies machte eine exakte Nachfihrung mdg-
lich.



-49 -

¢} Kivette .
_ ; \

d) Wasserbad 1 a) Mikroskop

| bl Videokamera

Abb. 2.2.7. Mikroskop, Videokamera, Auslegearm
a) Mikroskop zur Beobachtung und Einstellung der Cercarie in das Nachfiihrsystem.
b) Videokamera zur Ubermittlung des Videobildes an das Nachfihrsystem.
c¢) Beobachtungskuvette, in der sich die Cercarie wahrend des Versuchs befindet.
d) Wasserbad 1, das die Beobachtungskiivette umgibt.
e) Uber ein Umlenkspiegel wird das ,Tageslicht“ von oben auf die Kiivette gelenk.
f) Am Auslegearm sind sowohl das Mikroskop als auch die IR-Lampe befestigt.
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Abb. 2.2.7b. Auslegearm
Der Auslegearm (c), an dem die Beobachtungseinheit fest angebracht ist, ist
vertikal beweglich. Der Antriebsmotor ist fest mit dem Standbein verbunden.
Uber eine Antriebswelle wird die Nachfliihrbewegung auf den Auslegearm Uber-
tragen.
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2.2.8. Videoaufzeichnung der Cercarie

Im Winkel von 90° wird die Klvette von einer Glihlampe (100 Watt), deren
Hauptstrahlengang abgedeckt ist, im Abstand von ca. 10 cm beleuchtet. Vor der
Gluhlampe befindet sich ein Sperrfilter, der den sichtbaren Anteil des Lichts her-
ausfiltert und nur far Licht der Wellenlange >700nm durchlassig ist.

Das verwendete Mikroskop ist ein Operationsmikroskop, das flr den Versuch
umgebaut wurde (Abb. 2.2.7). Es ist an einer Antriebsstange montiert, das Gber
den Schrittmotor exakte Bewegungen in der Vertikalen erméglicht. Die Klvette
mit dem Wasserbad 1 steht wahrend des ganzen Versuches starr auf der Ebene,
wahrend sich das Mikroskop komplett mit der Videokamera und IR-Beleuchtung
bewegt.

An dem Mikroskop ist eine Videokamera angeschlossen, die IR-empfindlich ist.
Diese nimmt die Bewegungen der Cercarien auf und Ubermittelt die Daten dem
angeschlossenen Monitor und Zeilenabtastgerat.

Auf dem Monitor wird ein Live-Bild der Versuchskulvette projiziert. Mittels des Zei-
lenabtastgerates wird bei Versuchsanfang die Ober- und Untergrenze festgelegt.
Nach dem Eingeben der Cercarie wird die genaue Position ermittelt. Dazu muf
die Cercarie zwischen die zwei auf dem Monitor sichtbaren Lichtbalken gebracht
werden. Mittels Steuertasten ist es mdglich, die Beobachtungseinheit einzustel-
len. Danach wird das Computerprogramm gestartet.
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3. Versuchsergebnisse

Zunachst wurde die Spontanaktivitat der Cercarien ohne auBere Einflisse ermit-
telt.

Von Interesse war es, in welchem MaBe sich die Verhaltensmuster der einzelnen
Cercarien voneinander unterscheiden und ob es mdglich ist, anhand der gewon-
nen Daten auf das Verhalten der gesamten Cercarienpopulation schlieBen zu
kénnen.

Zur Ermittlung der Spontanaktivitat der Cercarien ohne auBere Stimulation wur-
den daher Versuchsreihen mit Cercarien durchgefiihrt, die sowohl von einer
Wirtsschnecke stammten, als auch mit Cercarien von Wirtsschnecken unter-
schiedlicher Infektionszyklen. Damit sollte die Beeinflussung des Verhaltens
durch die Wirtsschnecke festgestellt und eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
Uberpruft werden kénnen.

Die Lebenszeit von infizierten Schnecken ist verkirzt, d.h. daB infizierte Schnek-
ken ungeféhr drei Wochen nach einer Infektion leben und in diesem Zeitraum
Cercarien ausscheiden. Um mdglichst viele Daten tber das Verhalten von Cerca-
rien zu gewinnen, die von Schnecken aus unterschiedlichen Infektionszyklen
stammten, wurden die Versuche (ber ca. 1 % Jahre hinweg durchgefihrt.

Die Aktivphase (A-Phase) der Cercarie lasst sich in der Anzahl der ausgefiihrten
SchwimmstéBe und der Schwimmgeschwindigkeit messen, die sich aus der Lan-
ge des SchwimmstoBes und der daflir bendtigten Zeit berechnet.

Weil das Absinken ein passiver Vorgang ist, in dem die Cercarie in der Regel
ohne Bewegung von der Schwerkraft nach unten gezogen wird, sind die zeitliche
Lange der Passivphase und die Anzahl der Passivphasen die einzigen Parame-
ter flr die Phase der Passivitat, die direkt von der Cercarie beeinfluBt werden.

Da die durchschnittliche Lebensdauer einer infizierten Wirtsschnecke ca. 3 Wo-
chen betragt, wurden die fir die gesamten Versuchsreihen verwendeten Cercari-
en innerhalb der ersten 21 Tagen gewonnen, weil die gegen Ende der Lebens-
zeit einer Schnecke gewonnenen Cercarien oft nicht lange Uberleben.
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Bei der visuellen Beobachtung lasst sich feststellen, daB die Bewegung der Cer-
carie einem Alles- oder Nichts-Prinzip gleicht. Der ausgefiihrte SchwimmstoR
scheint immer maximal stark zu sein. Dennoch lassen sich anhand der ermittel-
ten Daten Unterschiede in der Schwimmgeschwindigkeit feststellen.

Aufgrund der direkten Beobachtung durch das Mikroskop und der Videoaufnah-
men zeigt sich, daB Bewegungen am Anfang der Lebenszeit einer Cercarie ziel-
gerichteter und zeitlich langer sind als solche, die am Ende durchgefthrt werden.
Die Bewegungen am Lebensende sind oft ruckartig und fuhren selten an die
Wasseroberflache. Insgesamt ist durch die langer zurtickgelegte Strecke in der
aktiveren Phase auch die Geschwindigkeit héher.

Die Schwimmgeschwindigkeit ist also ein direkter Hinweis auf den Aktivitatszu-

stand der Cercarie.

3.1. Spontanaktivitat bei Cercarien in Abhangigkeit vom Alter
der Wirtsschnecke

Zur Untersuchung, welchen EinfluB das Alter der Wirtsschnecke auf die Aktivitat
der Cercarien hat, wurden Versuche mit Cercarien durchgefihrt, die zwischen
dem 4. — 9. Tag (1. Zeitperiode) und dem 15. — 20. Tag (2. Zeitperiode) des In-
fektionszyklus der Schnecke gewonnen wurden. Pro untersuchter Zeitperiode
wurde jeweils 4 Cercarien verwendet. Zum Vergleich dienten Cercarien von zwei
Wirtsschnecken.

In Vorversuchen wurde von Saladin (1977) und Schorp (1988-92) als optimale
Temperatur fir die Aktivitdt von Cercarien von Schistosoma mansoni der Bereich
zwischen 27°C- 29°C festgestellt und als optimale Lichtwellenlange der Bereich
von 500 nm.

Far die Ermittlung der Spontanaktivitdt wurde daher die Temperatur 28° C, 500
nm Lichtwellenlange und als Lichtintensitat 10x10% Cd verwendet. Die Cercarien
wurden 24 Stunden durchgehend mit Licht bestrahlt. Um Cercarien der selben
Wirtsschnecke fur die Versuchsreihen zu verwenden, wurde zur Wiedererken-

nung die Schnecke farblich markiert.
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Aus der Abb. 3.1.1. l&asst sich erkennen, daB sich innerhalb der ersten drei Stun-
den (Tageszeit von 10.00 — 13.00 Uhr) die durchschnittlichen Schwimmge-
schwindigkeiten pro Stunde nur minimal unterscheiden. In dieser Phase sind
Cercarien, die in der ersten Infektionsphase gewonnen wurden, genauso schnell
wie solche aus der zweiten Phase.

Ab ca. 14.00 Uhr Tageszeit reduziert sich bei allen Cercarien die durchschnittli-
che Geschwindigkeit, wobei die Cercarien in ihrer Aktivitat deutlicher abfallen, die
in der Spatphase des Infektionszyklus gewonnen wurden (Abb. 3.1.1. rote und
orange Linien).

Cercarien sind in der Lage bis zu 48 Stunden alt zu werden, wobei der Uberwie-
gende Teil schon nach ca. 12 Stunden verstorben ist. Die Ergebnisse zeigen,
daB bei finf von acht Cercarien aus der ersten Phase (Abb. 3.1.1. hell- und dun-
kelblaue Linien) nach ca. 18 Stunden noch eine Aktivitdt gemessen werden
konnte. Aus der Gruppe der spat gewonnen Cercarien (rote und orange Linien)
Uberlebten dagegen nur zwei von acht die ersten 18 Stunden.

Insgesamt Iasst sich daher folgern, daB die Cercarien, die am Anfang des Infek-
tionszyklus gewonnen wurden, in der Gesamtheit ihrer Lebenszeit aktiver sind
(Abb. 3.1.1. hell- und dunkelblaue Linien) als die alteren (Abb. 3.1.1. rote und
orange Linien) und eine deutlich lAngere Lebenszeit aufweisen.

In der ersten Phase der Lebenszeit einer Cercarie, also kurz nach dem Schliip-
fen bis ca. 3 Stunden danach, spielt dagegen die Rolle des Alters der Cercarie
nur eine untergeordnete Rolle. Innerhalb der ersten drei Lebensstunden sind die
Cercarien fast immer gleich aktiv.

Der Vergleich der Cercarien beider Schnecken zeigt, daB sich keine signifikanten
Unterschiede im Verhalten zwischen den Cercarien der zwei Wirtsschnecken
feststellen lassen. Beide Gruppen der friih gewonnen Cercarien sind aktiver und
leben langer als die zwei Gruppen der Cercarien. Die aus der Spatphase stam-
men unabhangig, von welcher Schnecke die Cercarien stammen.

Wie die Tabelle 3.1.2. exemplarisch anhand der Datenreihe der Cercarie (S2
spat Cercarie 17) zeigt, verringert sich nicht nur die Schwimmgeschwindigkeit,
sondern auch die Anzahl der ausgefihrten Schwimmst6Be und die Lange der



-55 -

SchwimmstéBe. Die Passivphasen nehmen dabei Uberdurchschnittlich zu. Kurz
vor dem Tod der Cercarie finden nur noch wenige kurze Zuckungen statt. Sie
verharrt fir lange Zeit am Boden und kommt nicht mehr an die Oberflache.

Abb. 3.1.1. Schwimmgeschwindigkeit in Abhangigkeit
des Alters der Wirtsschnecke
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S2 friih S2 friih S2 friih S2 friih S2 spat S2 spét S2 spét S2 spét
Abb. 3.1.1

S1 friih = 4 Cercarien der Schnecke 1 gewonnen in der Friihphase des Infektionszyklus (4. - 9.Tag)

S1 spét = 4 Cercarien der Schnecke 1 gewonnen in der Spétphase des Infektionszyklus (15. - 20. Tag)

S2 friih = 4 Cercarien der Schnecke 2 gewonnen in der Frilhphase des Infektionszyklus (4. - 9. Tag)

S1 spéat =4 Cercarien der Schnecke 2 gewonnen in der Spatphase des Infektionszyklus (15. - 20. Tag)
Untersucht wurden insgesamt jeweils vier Cercarien pro Zeiteinheit von zwei verschiedenen Wirtsschnek-
ken. Die Cercarien wurden durchgehend 24 Stunden mit Licht bestrahlt.

Es ist zu sehen, daB die im 4. - 9. Tag des Infektionszyklus gewonnenen Cercarien im Vergleich zu dem am
15. — 20. Tag gewonnenen nach ca. 5 Stunden eine z.T. hdhere Geschwindigkeit und insgesamt ein deutlich
verléngerte Lebensspanne haben. Ein dauerhafter Abfall der Geschwindigkeitskurve bedeutet das Abster-
ben der Cercarie. Weiterhin zeigt sich, daB trotz dauerhafter Lichtbestrahlung die Cercarien in der Zeit von
22.00 — 5.00 Uhr eine deutlich geringere Aktivitat zeigen als zu den anderen Tageszeiten.
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Tabelle 3.1.2. Datenreihe der Cercarie 16 (Schnecke S2 spit)

Anzahl S der Durchschnittliche Anzahl P der aus- Durchschnittlich
Cercarie 16 ausgefiihrten Lange der gefiihrten Passiv- Lange der Passiv-
SchwimmstéBe SchwimmstéBe phase phasen in sec
Eesuhrzeit in sec
10:00 65 3,2 223 15
11:00 45 2,6 96 36
12:00 25 2,1 73 48
13:00 15 2,15 67 53
14:00 13 2,05 66 54
15:00 10 2 64 56
16:00 6 1,8 31 114
17:00 9 1,5 21 168
18:00 4 1,7 15 228
19:00 3 1,3 10 350
20:00 1 1,4 8 411
21:00 0 0 0 0
22:00 0 0 0 0
23:00 0 0 0 0

Tab. 3.1.2. zeigt als Beispiel die Aufzeichnung der gewonnen Daten der Cercarie 16
(Schnecke S2 in der Spatphase des Infektionszyklus)

3.2. Spontanaktivitat bei Cercarien verschiedener Wirtsschnek-
ken

Um das Aktivitatsmuster von Cercarien unterschiedlicher Wirtsschnecken zu un-
tersuchen, wurde mit dem selben Versuchsansatz bei einer Wassertemperatur
von 28 °C, einer Lichtwellenlange von 500 nm und mit einer Lichtintensitat von
10x103 Cd die Aktivitét jeweils einer Cercarie gemessen. Die Cercarien wurden
24 Stunden lang mit Licht bestrahilt.

Fir die Durchfiihrung des Versuchs wurden 8 Cercarien verschiedener Schnek-
ken in der Mitte eines Infektionszyklus verwendet, also etwa 10 Tage nachdem
die Wirtsschnecke Cercarien ausschied.

Die Schwimmgeschwindigkeit als ein aussagekraftiger Parameter der Aktivitats-
phase ist bei den Cercarien einer Wirtsschnecke wie bei den Cercarien verschie-
dener Wirtsschnecken innerhalb der ersten drei Stunden ahnlich stark ausge-
pragt und auch ahnlich konstant. Mit zunehmenden Lebensalter, das maximal bis
zu 48 Stunden dauern kann, im Schnitt aber nicht langer als 12 Stunden anhalt,
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fallt die Aktivitat bei fast allen Cercarien stark ab, bis sie in der Regel am Boden
zum Liegen kommen und sich nicht mehr bewegen.

Abb. 3.2. Spontanaktivitat von Cercarien unterschiedlicher
Wirtsschnecken
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Abb. 3.2. zeigt die Versuchsreihen von 8 Cercarien, die von 8 verschiedener Schnecken gewon-
nen wurden. Die Cercarien wurden 24 Stunden lang mit Licht bestrahlt. Man erkennt, daB nach
ca. drei Stunden sich die gemessene durchschnittliche Geschwindigkeit bei allen Cercarien redu-
ziert, was auf eine Ruhephase der Cercarie zurlickzufiihren ist. In den Morgenstunden (0-4 Uhr)
nimmt die Aktivitat dann wieder zu.

(C1S1 = Cercarie Nr.1 von der Schnecke Nr.1; fortfihrend durchnummeriert)

Testdaten Abb. 3.2.:

Anzahl der getesteten Cercarien: |8 Cercarien von 8 verschiedenen Schnecken

Testtemperatur: 28°C
Lichtstarke 10000 Cd
Testdauer 24 Stunden

Der Vergleich der Aktivitdten von Cercarien unterschiedlicher Wirtsschnecken
zeigt keinen signifikanten Unterschied. Innerhalb der ersten drei Lebensstunden
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sind die Cercarien in der Lage, im Durchschnitt zwischen 1,1 — 1,7 (mm/s) zu
schwimmen. Danach beginnt ein Rickgang der Aktivitat.

FOnf von acht Cercarien Uberleben die ersten 18 Stunden und zeigen danach
noch messbare Aktivitat. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von
den Versuchen mit Cercarien, die von einer Schnecke zu verschiedenen Abnah-
mezeitpunkte innerhalb eines Infektionsphase einer Schnecke gewonnen wurde.

Dagegen hat dieser Faktor offensichtlich keinen EinfluB auf die Schwimmge-
schwindigkeit in den ersten drei Stunden der Messungen. Der Vergleich von Cer-
carien mehrer Schnecken zeigt, daB3 die Cercarie an ihrem Lebensanfang maxi-

mal aktiv ist.

3.3. Ermittlung der Aktivitat in Abhangigkeit von der Temperatur

a) Veranderung der Schwimmgeschwindigkeit

Zur Ermittlung der Abhangigkeit von der Temperatur wurden je funf Cercarien
einer Wirtsschnecke drei Stunden unter Beibehaltung einer konstanten Lichtin-
tensitat untersucht. Dieser Versuche wurde im Temperaturbereich von 20 — 32 °
C in 2° C Schritten durchgefihrt, wobei Cercaren verwendet wurden, die am 5. -
10. Tag des Infektionszyklus gewonnen wurden.

Als Lichtwellenlange wurde 500 nm und als Lichtintensitat 10000 Cd verwendet.
Abb. 3.3. zeigt, daB bei einer Zunahme der Temperatur bis 28°C die Schwirm-
geschwindigkeit durchschnittlich auf ca. 1,6 mm/s ansteigt. Eine Erhéhung der
Wassertemperatur dariiber hinaus auf bis zu 32°C lasst dagegen die Schwinm-
geschwindigkeit wieder absinken. Als optimale Temperatur fir die deutlichste

Auspragung der Aktivitat wurde daher 28°C Wassatemperatur gewahilt.
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Abb. 3.3a. Aufstiegsgeschwindigkeit in Abhéangigkeit
von der Temperatur
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Abb. 3.3a. zeigt beim durchgefuhrten Vergleich von 5 Cercarien einer Schnecken, dafB die Cer-
carien bei einer Zunahme der Temperaturen bis 28°C mit einer Aktivitdtszunahme reagieren.
Eine Erhdhung der Temperatur dariiber hinaus fiuhrt wieder zu einer Abnahme der Bewegungs-
geschwindigkeit.

Testdaten Abb. 3.3a.
Testtemperaturen 20 °C, 24 °C,26 °C, 28 °C, 30 °C, 32 °C
Lichtstarke 10000 Cd
Testdauer Jeweils 3 Stunden, beginnend 10.00 Uhr

Jede Cercarie wurde ca. 30. Min mit jedem Tempe-
Testdurchfiihrung raturschritt untersucht.

Die Cercarien stammen von der selben Schnecke

b) Veranderung der Lange und Anzahl der Aktivphase

Wie Tabelle 3.3b. und Abb. 3.3b. zeigen, verlangert sich mit steigender Tempera-
tur die Dauer der Aktivphase bis 28°C bis ca. drei Sekunden pro aktiver
Schwimmbewegung im Durchschnitt. Wird die Temperatur weiter erhéht, verrin-
gert sich die durchschnittliche Lange der Aktivphase wieder.
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Tabelle 3.3b. Lange der Aktivphase bei veranderter Temperatur

Temperatur sA(s) der einzelnen Cercarien
°c | 1 2 3 4 5 Durchschnitt
20 1,45 0,82 0,91 0,75 1,45 1,076
24 1,78 1,1 1,35 0,95 1,67 1,37
26 2,67 2,43 2,3 1,85 1,91 2,232
28 2,91 3,41 3,21 3,06 2,67 3,052
30 3,21 2,65 2,87 2,34 2,21 2,656
32 2,64 2,41 2,61 2,11 1,65 2,284

Tab. 3.3b. zeigt, daB mit steigender Temperatur sich die Lange der Aktivphase sA(s) bis 28°C
erhoht. Dartber hinaus schwéacht sich die Lange der A-Phase wieder ab.

Abb. 3.3b. Lange der Aktivphase in Abhéangigkeit von der Temperatur
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Abb. 3.3b. zeigt die Veranderung der Lange der Aktivphase bei steigenden Temperaturen (siehe
Tabelle 3.3b.)
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3.4. Abhangigkeit der Aktivphase von der Lichtstarke und
Lichtwellenlange

Um festzustellen, welcher EinfluB sowohl die Lichtwellenlange als auch die Licht-
intensitat auf die verschiedenen Bewegungsphasen der Cercarien hat, wurden
mehrere Versuchsreihen mit Veranderung einer der beiden Parameter Lichtwel-
lenlange und Lichtintensitat durchgeflhrt.

Dabei war es unter Bertcksichtigung der Tatsache, daB die Cercarien in den er-
sten drei Lebensstunden ihre maximale Aktivitdt erreichen und diesbezlglich
keine signifikanten Unterschiede zwischen Cercarien verschiedener Wirts-
schnecken feststellbar waren, mdglich, Cercarien von verschiedenen Wirts-
schnecken zu verwenden.

Dies war aufgrund der Fulle der Versuche zur Messung der Abhangigkeit der
Aktivitéat von Lichtwellenldange und Lichtintensitat notwendig, da die Wirtsschnek-
ken ca. drei Wochen leben und pro Tag nur eine Cercarie untersucht werden
kann.

Als Wassertemperatur wurde bei allen Versuchsreihen 28° C verwendet.

3.4.1. Beeinflussung der Aktivphase durch Veranderung von
Lichtwellenlange und Lichtintensitat

a) Veranderung der Aufstiegsgeschwindigkeit

Bei den Versuchsreihen wurden jeweils zwei Cercarien einer Wirtsschnecke mit
einer Kombination aus Lichtwellenlange und Lichtintensitat untersucht. Um he-
rauszufinden, bei welcher Kombination die Cercarien die gréBte Schwimmge-
schwindigkeit zeigen, wurde die Lichtwellenlange, ausgehend von 400 nm, in 50
nm — Schritten bis 700 nm, die Lichtintensitat von 0 Cd (kein Licht) auf 5000 Cd,
10000 Cd, 20000 Cd und auf 30000 Cd erhoéht.

Die Abb. 3.4.1. zeigt, daB Cercarien ohne Lichtstimulation durchschnittlich ca. 0,6
mm/s schnell schwimmen (blaue Balken). Werden die Cercarien mit Licht von
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5000 Cd stimuliert, reagieren sie mit einer deutlichen Zunahme der Geschwin-
digkeit. Am starksten ist dieser Effekt bei der Wellenldnge von 500 nm. Eine Sti-
mulation mit 500 nm bei 5000 Cd bringt eine Zunahme der Schwimmgeschwin-
digkeit von 0,6 mm/s auf ca. 1,6 mm/s. Wird die Lichtintensitat auf 10000 Cd er-
héht, steigt die Geschwindigkeit bei allen Wellenlangen nochmals um ca. 0,2
mm/s.

Eine weitere Erhéhung der Lichtintensitat auf 30000 Cd ergibt dann aber keinen
weiteren meBbaren Effekt auf die Schwimmgeschwindigkeit.

Die Variation der Lichtwellenlange ergibt ein charakteristisches Profil. Das Anhe-
ben der Lichtwellenldange von 400 auf 500 nm erwirkt einen deutlich meBbaren
Anstieg der Aktivitat der Cercarien. Wéhrend bei 400 nm der Durchschnitt der
Geschwindigkeit bei ca. 0,8 mm/s liegt, erhdht sich diese bei 500 nm Lichtwellen-
lange auf ca. 1,6 mm/s. Steigert man in Folge die Lichtwellenlange auf 700 nm,
reduziert sich die Aktivitdt der Cercarien wieder. Die erreichte Geschwindigkeit

wird dann mit ca. 0,8 mm/s gemessen.
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Abb. 3.4.1. Aufstiegsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von Lichtstérke

und Lichtintensitat
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Abb. 3.4.1. zeigt, daB ohne Lichtstimulation die Schwimmgeschwindigkeit am geringsten ist
(hellblaue Balken). Eine Zunahme der Lichtstarke auf 5000 Cd steigert die Aktivitat deutlich.
Bei 500 nm Lichtwellenlange die ist Geschwindigkeit am hdchsten.

Testdaten Abb. 3.4.1.

Testtemperatur

28 °C

Lichtstarke

Dunkelheit, 5000 Cd, 10000 Cd, 20000 Cd, 30000 Cd

Lichtwellenlange

400 nm, 450 nm, 500 nm, 550 nm, 600 nm, 650 nm, 700 nm

Testdurchfiihrung Bei jeder Kombination von Lichtwellenlange und Lichtstarke wur-
de 3 Cercarien untersucht, insgesamt 105 Cercarien; Cercarien
von 7 verschiedenen Schnecken

Testdauer Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 8.00 Uhr des nachsten Tages
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b) Veranderung der aktiv ausgefiihrten SchwimmstéBe in Anzahl und
Lange

Ein aktiver SchwimmstoB fihrt die Cercarie in Richtung der Wasseroberflache.
Wenn sie sich passiv verhalt, wird sie dagegen von der Schwerkraft zum Boden
gezogen. Die Anzahl und Lange der Schwimmst6Be haben also unmittelbaren
EinfluB auf die Lage der Cercarie im Wasser. Will die Cercarie einen Wirt finden,
muB sie sich in der Nahe des Wirtes aufhalten und somit méglichst oft an der
Oberflache oder in der Mitte des Wasser schwimmen.

Zur Auswertung kamen die Ergebnisse bei den Messungen mit den Lichtwellen-
lange 400 nm, 500 nm und 600 nm. Jede dieser Wellenlange wurde mit den
Lichtstarken 5000 Cd, 10000 Cd und 20000 Cd kombiniert. Untersucht wurden
jeweils drei Cercarien.

Werden Cercarien nicht mit Licht stimuliert, fihren sie in den ersten Stunden ca.
5 SchwimmstdBe pro Minute aus (hellblaue Balken in Abb. 3.4.1.2). Wie Tabelle
3.4.1.1. + Abb. 3.4.1.2. zeigen, erhoéht sich die Anzahl der ausgefihrten
SchwimmstéBe nach Stimulation mit Licht von 5000 Cd auf ca. 12 pro Minute.
Bei einer Stimulation der Cercarien mit der Lichtstarke von 10000 Cd fiihren die
Cercarien im Durchschnitt dann ca. 15 Schwimmst6Be aus. Wird die Lichtstarke
weiter auf 20000 Cd gesteigert, bleibt die Anzahl der Schwimmst6Be konstant.
Der Effekt ist am starksten bei der Lichtwellenlange 500 nm ausgepragt. Hier
fihren die Cercarie die meisten Schwimmst6Be aus. Wie in der Abb. 3.4.1.2. zu
sehen ist, ist die Anzahl der ausgefiihrten SchwimmstdBe bei den Wellenlange

400 nm und 600 nm bei allen Lichtintensitaten geringer als bei 500 nm.
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Tabelle 3.4.1.1. Abhéngigkeit der aktiv ausgefitihrten SchwimmstéBe von Lichtin-
tensitat und Lichtwellenldange

Anzahl aktiver SchwimmstéBe ohne Licht Anzahl aktiver SchwimmstéBe bei 5000 Cd
10:00 5,3 5,2 5,3 10:00 11,2 12,1 11,6
11:00 54 5,5 5,3 11:00 121 12,5 11,2
12:00 5,1 5 5,2 12:00 11,3 11,5 10,4
13:00 4,5 4,7 4,7 13:00 8,6 9,2 8,4
14:00 4,1 4,2 4,2 14:00 7.4 7,6 6,7
15:00 3,5 3,4 3,2 15:00 4,9 4,3 41
16:00 4 4 4 16:00 4,3 6,7 4,6
17:00 4 4 4 17:00 4,2 6,3 4,7
18:00 3 2 2 18:00 3,9 4.1 3,5
19:00 3 3 2 19:00 3,4 3,6 3,1
20:00 2 2 2 20:00 2,2 2 2,6
21:00 1 1 1 21:00 1,7 1,4 1,9
22:00 0 0 0 22:00 0 0 0
23:00 0 0 0 23:00 0 0 0

Tages- 400 nm 500 nm 600 nm 400 nm 500 nm 600 nm

zeit

Anzahl aktiver SchwimmstéBe bei 10000 Cd Anzahl aktiver SchwimmstéBe bei 20000 Cd

10:00 14,5 15,3 141 10:00 14,7 14,8 14,2
11:00 141 15,4 14,5 11:00 14,8 14,6 14,5
12:00 14,4 15,8 14,6 12:00 14,6 14,8 14,4
13:00 12,3 14,2 13,2 13:00 11,5 13,2 12,6
14:00 8,3 9,2 8,5 14:00 8,3 7,8 8,4
15:00 5 6,5 6,5 15:00 4,5 4,9 5,6
16:00 4 5,5 3,8 16:00 4,4 4 4.1
17:00 3,4 3,9 2,6 17:00 3,6 4,2 3,7
18:00 3,2 4,1 3,9 18:00 3,2 4,3 2,6
19:00 3,8 3,8 2,8 19:00 3,6 4 3,1
20:00 4,2 3,1 2,1 20:00 2,5 5,1 3,7
21:00 0 2,4 4 21:00 1,5 1,6 3,9
22:00 0 0 4 22:00 0,2 0,2 2,6
23:00 0 2,8 0 23:00 0,5 0 0

I;?es- 400 nm 500 nm 600 nm 400 nm 500 nm 600 nm

Tab. 3.4.1.1. Die Tabelle zeigt, daB in den ersten Lebensstunden die meisten
SchwimmstdBe auftreten. Ohne Beleuchtung zeigen sich die Cercarien am wenigsten
aktiv. Sowohl bei einer Steigerung der Lichtintensitat als auch der Lichtwellenldnge
reagieren die Cercarien mit einer Zunahme der SchwimmstdBe bis 10000 Cd. Testda-
ten wie in Abb. 3.4.1
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Abb. 3.4.1.2. Anzahl der aktiv ausgefiihrten SchwimmstéBen

25<‘

Anzahl der
durchschnittlich
ausgefiihrten
SchwimmstoBe pro
Minute

0400nm 0Cd O500nm 0Cd O600nm 0Cd
400 5000Cd Bl 500nm 5000Cd E600nm 5000Cd
0400nm 10000Cd  O500nm 10000Cd  O600nm 10000Cd
0400nm 20000Cd  0O500nm 20000Cd  OO600nm 20000Cd

Abb. 3.4.1.2 zeigt, daB die Cercarien durch Zunahme der Lichtwellenlange und der Lichtstéarke
mit einer vermehrten Ausfliihrung von SchwimmstdBen reagieren. Diese Reizantwort ist in den
ersten Lebensstunden der Cercarie am starksten ausgeprégt. Sind die Cercarien einige Stunden
alt, gleicht sich die Bereitschaft, einen SchwimmstoB auszuflhren, bei einer stérkeren Reizung
der schwécheren an. Bei einer Lichtstimulation im Bereich von 500 nm mit der Lichtstarke 10000
Cd fihren die Cercarien deutlich mehr Schwimmst6Be aus als solche, die kein Licht erhalten.
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3.4.2. Veranderung der Verweildauer an der Oberflache durch
Lichtstimulation

Die Geschwindigkeit einer Cercarie ist nur ein Merkmal der A-Phase. Ziel einer
Cercarie ist es, in ihrer Lebensspanne einen Endwirten zu finden. Daher muf3 die
Cercarie in dieser Zeit mdglichst oft versuchen, sich in einem Bereich aufzuhal-
ten, in dem sich auch die Zwischenwirte befinden.

Abb. 3.4.2a. zeigt die Auswertung der gewonnen Daten, welchen Einfluf3 die
Veranderung von Lichtintensitat und Lichtwellenldnge auf das Bestreben der
Cercarie hat, sich an der Oberflache aufzuhalten. Um dies zu Uberprifen, wurde
dabei als Oberflache ein Bereich von ca. 5 mm unterhalb des Wasserspiegels
angesehen (Abb. 3.4.2b.)

Es lasst sich erkennen, daB durch Lichtstimulation die Lange des Aufenthalts an
der Oberflache der Kivette deutlich zunimmt. Ohne Licht halt sich die Cercarie
durchschnittlich nur ca. zwei Minuten pro Stunde an der Oberflache auf. Durch
Gabe von Licht erhéht sich diese Phase bis auf Uber acht Minuten bei 10000 Cd
und 500 nm.

Wie schon in Abschnitt 3.4.1. gezeigt, erhéht sich bei Stimulation mit Licht die
Schwimmgeschwindigkeit. Dies bedeutet, daB die Cercarie haufiger einen akti-
ven SchwimmstoB durchfihrt, der sie zwangslaufig ndher an die Wasseroberfla-
che bringt. Durch die Zunahme der SchwimmstéBe und der Schwimmgeschwin-
digkeit erhéht sich daher auch die Léange des Aufenthaltes an der Wasserober-
flache.

Diese Beobachtung hebt sich auf, wenn die Lichtintensitat auf 30000 Cd gestei-
gert wird. Der Aufenthalt an der Wasseroberflache geht dann durchschnittlich auf

ca. sechs Minuten pro Stunde zurtick.



- 68 -

Abb. 3.4.2a. Durchschnittliche Verweildauer an der Oberflache in
Abhangigkeit von der Lichtstédrke und Lichtwellenlange
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Abb.3.4.2a. zeigt, daB sich die durchschnittliche Dauer der Phase t0(min), in der sich die Cerca-
rie an der Oberflache befindet, sich mit Zunahme der Lichtwellenlange bis 500 nm und der Licht-
starke bis ca. 10000 Cd erhoht.

Testdaten Abb. 3.4.2a.

Testtemperatur 28 °C

Lichtstarke Dunkelheit, 5000 Cd, 10000 Cd, 20000 Cd, 30000 Cd
Lichtwellenlange 400 nm, 500 nm, 600 nm

Testdurchfiihrung Bei jeder Kombination von Lichtwellenlange und Lichtstarke wur-

den 3 Cercarien untersucht, insgesamt 105 Cercarien; Cercarien
von 7 verschiedenen Schnecken.
Testdauer Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 8.00 Uhr des n&chsten Tages
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Oherflache 9 mm

J0mm

Boden 5 mm

Abb. 3.4.2b. Schema Kiivette
Als Bereich der Oberflache wurde eine Strecke 5 mm unterhalb des Wasserspiegels definiert.

3.5. Abhangigkeit der Passivphase von Lichtwellenlange und
Lichtintensitat

Die Passivphase ist charakterisiert durch das passive Absinken der Cercarie in
Richtung Boden. Im normalen, natlrlichen Gewasser eines Flusses oder Sees ist
die Lange dieser Phase unter anderem abhangig von der FlieBgeschwindigkeit
des Wassers und dessen Verwirbelungen. Die Geschwindigkeit des Absinkens
kann die Cercarie nur indirekt variieren, indem sie aktiv SchwimmstéBe ausfihrt,
die sie kurzzeitig sie in der Schwebe halten und der Schwerkraft entgegen wir-
ken.

Wahrend der Versuchsreihen befindet sich die Cercarie in der Beobachtungski-
vette. Beim Starten des Versuchs wurde darauf geachtet, daB sich in der Kivette
keine stérenden Verwirbelungen bilden und das Wasser ruhig bleibt.
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3.5.1. Abhangigkeit der Absinkgeschwindigkeit von Lichtwel-
lenlange und Lichtintensitat

Bei den Versuchsreihen wurden jeweils zwei Cercarien einer Wirtsschnecke mit
einer Kombination aus Lichtwellenlange und Lichtintensitat untersucht.

Die Lichtwellenlange wurde von 400 nm in 50 nm — Schritten auf 700 nm erhéht,
die Lichtstarke von 0 Cd (kein Licht), auf 5000Cd, 10000 Cd, 20000 Cd und
30000 Cd gesteigert.

Die Messergebnisse der Versuchsreihen bestatigen, daB die Absinkgeschwin-

digkeit relativ konstant ist. Das passive Absinken ist von der Schwerkraft abhan-

gig.
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Abb. 3.5.1 Abstiegsgeschwindigkeit in Abhangigkeit

zur Lichtwellenlange und Lichtintensitat
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Abb. 3.5.1. zeigt, daB die Absinkgeschwindigkeit Uber alle Lichtintensitaten und Lichtwellen-
langen relativ konstant bleibt.

Testdaten Abb. 3.5.1.

Testtemperatur

28 °C

Lichtstarke

Dunkelheit, 5000 Cd, 10000 Cd, 20000 Cd, 30000 Cd

Lichtwellenlange

400 nm, 450 nm, 500 nm, 550 nm, 600 nm, 650 nm, 700 nm

Testdurchfiihrung Bei jeder Kombination von Lichtwellenlange und Lichtstarke wur-
den 3 Cercarien untersucht, insgesamt 105 Cercarien; Cercarien
von 7 verschiedenen Schnecken.

Testdauer Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 8.00 Uhr des nachsten Tages
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3.5.2. Abhangigkeit der Passivphase in der Lange und Anzahl
von Lichtwellenlange und Lichtintensitat

Aktiv- und Passivphase befinden sich standig im gegenseitigen Wechsel. Die
Bereitschaft, einen SchwimmstoB auszuflhren, erhéht sich mit dem Erregungs-
zustand der Cercarie. Je langer die Passivphase andauert, um so gréBer wird die
Wahrscheinlichkeit, daB3 die Cercarie einen SchwimmstoB3 ausfihrt. Die Lange
der Passivphase hat daher unmittelbaren EinfluB auf die Auslésung der aktiven
Bewegungen.

Die Passivphase ist gepragt vom Absinken der Cercarie in Richtung Boden der
Kiivette. Die Geschwindigkeit ist dabei konstant, da keine Schwimmbewegung
ausgefuhrt wird.

Wie Tabelle 3.5.2.1. und Abb. 3.5.2.2. zeigen, ist die Anzahl der Passivphasen in
den ersten Lebensstunden relativ hoch. Sie liegen bei ca. 100 pro Stunde.

Aus Abb. 3.5.1. lasst sich aber entnehmen, daB die Beeinflussung der Passiv-
phase durch die jeweilige Lichtstarke und Lichtwellenlange nur minimal ist. Diese
scheint auf die Passivphase und somit auf die Zeit, die vergeht, bis die Cercarie

wieder eine aktive Bewegung ausfihrt, nur einen geringen EinfluB zu haben.
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Tabelle 3.5.2.1. Passivphase in Abhéangigkeit von Lichtwellenldnge und Lichtinten-
sitat

0cd Anzahl Passiv- Durchschnittliche Lange 5000 Cd Anzahl Passiv- Durchschnittliche Lange
phase von tP(s) pro Stunde phase von tP(s)
10:00 141 141 141 15,2 15,2 15,2 10:00 124 116 117 15,2 14,2 16,4
11:00 87 87 87 35,1 35,1 35,1 11:00 96 87 78 33,2 31,3 29,6
12:00 73 73 73 46,2 46,2 46,2 12:00 73 75 79 46,7 45,1 49,2
13:00 67 67 67 50,1 50,1 50,1 13:00 67 72 76 49,4 53,1 51,8
14:00 66 66 66 54 54 54 14:00 66 61 65 54 52,3 53,9
15:00 56 56 56 57,8 57,8 57,8 15:00 64 56 58 56,3 87,4 72,5
16:00 31 31 31 107,2 | 107,2 | 107,2 | 16:00 31 34 37 98,2 114,7 | 93,5
17:00 26 26 26 167,4 | 167,4 | 167,4 | 17:00 21 26 29 151,3 | 164,2 | 145,6
18:00 14 14 14 2155 | 2155 | 21555 | 18:00 15 14 17 194,3 | 207,2 | 217,9
19:00 8,1 8,1 8,1 351,3 | 351,3 | 351,3 | 19:00 10 8 12 351,3 | 3125 | 3154
20:00 8,2 8,2 8,2 415,7 | 4157 | 4157 | 20:00 8 4 8 415,7 | 382,6 | 387,3
21:00 6,4 6,4 6,4 4212 | 421,2 | 421,2 | 2100 7 5 6 358,6 | 431,1 | 4123
22:00 6,1 6,1 6,1 434,5 | 434,5 | 4345 | 22:00 6 7 4 434,5 | 401,3 | 467,3
23:00 5,4 5,4 5,4 4443 | 4443 | 4443 | 23:00 3 5 8 423,1 | 465,1 | 454,2
Tages- |400 nm| 500 nm [600 nm [400 nm (500 nm 600 nm 400 nm |500 nm| 600 nm 400 nm [500 nm (600 nm
zeit
10000 | Anzahl Passiv- Durchschnittliche Ladnge | 20000 | Anzahl Passiv- Durchschnittliche Lange
Cd phase von tP(s) pro Stunde Cd phase von tP(s)
10:00 121 118 119 16,5 16,2 12,3 10:00 119 118 121 10,2 11,3 11,1
11:00 96 87 78 36,5 31,2 27,3 11:00 92 83 75 33,2 32,4 23,2
12:00 73 75 79 48,1 43,5 47,2 12:00 72 67 69 45,7 48,2 38,3
13:00 67 72 76 53,7 51,2 50,6 13:00 65 66 65 52,1 53,7 45,6
14:00 66 61 65 54,5 53,4 52,1 14:00 63 62 62 53,4 54 51,2
15:00 64 56 58 56,2 55,2 54,2 15:00 60 52 55 54,2 56 53,7
16:00 31 34 37 1143 | 856 | 1148 | 16:00 29 29 32 109,8 | 1142 | 88,7
17:00 21 26 29 152,6 | 141,2 | 168,2 | 17:00 21 26 28 158,2 | 168,3 | 142,6
18:00 15 14 17 204,5 | 202,3 | 228,4 | 18:00 14 13 18 208,3 | 227,2 | 205
19:00 10 8 12 314,8 | 304,2 | 340,1 | 19:00 10 8 12 337,6 | 341,2 | 271,3
20:00 8 5 9 323,6 | 402,1 | 411,2 | 20:00 8 4 8 405,6 352 | 320,5
21:00 7 6 11 345,2 | 490,6 | 421,3 | 21:00 7 5 8 351,2 | 3655 | 3454
22:00 7 7 4 387,8 | 502 | 467,9 | 22:00 6 6 4 378,5 | 3753 | 367,3
23:00 6 6 9 402,3 | 491 457,2 | 23:00 4 6 7 398,2 | 378,2 | 3857
Tages- |400 nm{500 nm [600 nm [400 nm (500 nm 600 nm 400 nm (500 nm {600 nm 400 nm [500 nm 600 nm
zeit

Tab. 3.5.2.1. zeigt, daB sich die Anzahl der Passivphasen mit zunehmender Tageszeit verringert.
Gleichzeitig nimmt aber deren Lange deutlich zu.
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Abb. 3.5.2.2. Verdanderung der Lange der Passivphase

tP(s)
[=Lange
Passivphase]

N
0600 nm 20000 Cd 0500 nm 20000Cd 0400 nm 20000Cd
0600 nm 10000Cd 500 nm 10000Cd 0400 nm 10000Cd
600 nm 5000Cd E500 nm 5000Cd W 400 nm 5000Cd
0600 nm 0 Cd d500 nm 0 Cd 0400 nm 0 Cd

Abb. 3.5.2.2. zeigt, daB sich tP(s) [Dauer der Passivphase] in Abh&ngigkeit von der Tageszeit
deutlich verlangert. Testdaten wie in Abb. 3.5.1.



-75 -

3.5.3. Beeinflussung der Verweildauer am Boden durch veran-
derte Lichtstimulation

Die Lange der Phase tB(s) [Verweildauer der Cercarie am Boden], korreliert sehr
deutlich mit dem Erregungszustand der Cercarie. An ihrem Lebensanfang ist die
Cercarie sehr aktiv und fuhrt viele Schwimmbewegungen aus, um sich im oberen
Drittel des Wassers aufzuhalten. Ein Absinken und langeres Verharren im unte-
ren Bereich der Klvette wird dagegen erst in den spateren Lebensstunden beo-
bachtet. Die Stimulation mit Licht moduliert nicht nur die Aktivphase, sondern
wirkt auch verkirzend auf die Passivphase.

Aus der Abb. 3.5.3.1. wird deutlich, daB sich mit einer Erhéhung der Lichtstarke
und Lichtwellenlange die Lange der Phase verringert, in der sich die Cercarie am
Boden befindet. Die Cercarie meidet die untere Region der Klvette, da dort die
Wahrscheinlichkeit, einen Endwirt zu finden, geringer ist als an der Wasserober-
flache.

Wird die Cercarie mit Licht stimuliert, verringert sich die Lange von tB(s) von ca.
23 min ohne Licht auf ca. 17 min pro Stunde bei einer Stimulation mit der Licht-
starke von 5000 Cd.

Bis 10000 Cd reduziert sich tB(s) weiter auf ca. 10 min, um bei der Gabe von
Licht mit 20000 Cd und 30000 Cd auf die Lange von ca. 12 min wieder leicht
anzuwachsen.

Untersucht wurden dabei die Lichtwellenlange 400, 500 und 600 nm. Abb.
3.5.3.1. zeigt, daB bei 500 nm die Phase am Boden am klrzesten ist. Werden
Cercarien in diesem Spektrum stimuliert, halten sie sich ca. 10 min. pro Stunde

am Boden auf.
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Abb. 3.5.3.1. Lange der Phase tB in Abhéangigkeit von der
Lichtwellenlange und Lichtstérke
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Abb. 3.5.3.1. zeigt, daB die L&nge der Phase am Boden ohne Lichtstimulation am langsten ist.
tB(s) reduziert sich bei Lichtstimulation. Bei der Lichtwellenlange von 500 nm ist der Aufenthalt
am Boden am kirzesten. Die dargestellten Werte beziehen sich auf die Testauswertung in der
Tageszeit von 10.00 — 11. 00 Uhr

Testdaten Abb. 3.5.3.1.

Testtemperatur 28 °C

Lichtstarke Dunkelheit, 5000 Cd, 10000 Cd, 20000 Cd, 30000 Cd
Lichtwellenlange 400 nm, 500 nm, 600 nm

Testdurchfiihrung Bei jeder Kombination von Lichtwellenlange und Lichtstarke

wurden 3 Cercarien untersucht, insgesamt 105 Cercarien; Cer-
carien von 7 verschiedenen Schnecken

Testdauer Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 8.00 Uhr des nachsten Tages.
Testauswertung in der Zeit von 10.00 — Uhr 11.00 Uhr
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3.6. Stimulationsversuche

3.6.1. Dunkelreiz in der Passivphase

a) Beeinflussung der aktiv ausgefiihrten SchwimmstoBe

In weiteren Versuchen wurde der Frage nachgegangen, ob die Aktiv- und Pas-
sivphase in ihrer Anzahl und Auspragung durch auBere Lichtreize direkt beein-
fluBt werden kann. Bekannt war, daB bei verschiedenen Cercarienarten durch
Dunkelreize Schwimmst6Be ausgeldst werden kénnen (30). Ob die Cercarie ei-
nen SchwimmstoB ausflihrt, ist von der H6he des Erregungspotentials abhangig,
das die Passivphase steuert. AuBere Reize kdnnen dieses Potential sowohl er-
héhen als auch hemmen. In den Versuchen zeigte sich, daB diese duBere Beein-
flussung bei den Cercarien unterschiedlich stark ausgepragt ist.

Von Interesse dabei war es auch, ob die Cercarie nur mit einem SchwimmstoB
antwortet oder auch meBbar ihren Aufenthaltsort andert. Dies hatte Auswirkung
auf die Frage, ob die Cercarie unmittelbar auf potentielle Endwirte in Form eines
Schattens reagiert und sich in dessen Richtung bewegt.

Uber der Kivette wurde in den Strahlengang des Lichtes ein BlendenverschluB
der Firma Zeiss eingebracht. Mit Hilfe eines externen Steuergerates kann der
VerschluB3 mit vorgegebenen Zeiten gedffnet oder verschlossen werden.

Als Lichtwellenlange wurde 500 nm bei 10000 Cd Lichtstarke verwendet. Unter-
sucht wurden Passivphasen, die insgesamt zwei, vier, sechs und dreiBig Sekun-
den dauerten.

Der Dunkelreiz wurde nach Ablauf der zu untersuchenden Passivphase appli-
ziert, also exakt nach zwei, vier, sechs und dreiBBig Sekunden. Die Auslésung des
Dunkelreizes wurde von dem Computerprogramm Ubernommen, das auch die
Steuerung der Nachfuhrautomatik Ubernimmt. Die Lange des Dunkelreizes be-
trug eine Sekunde. Die Versuche wurden in der Tageszeit von 10.00 Uhr bis
13.00 Uhr durchgeflhrt.
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Wie aus Tab. 3.6.1 zu sehen ist, nimmt die Bereitschaft der Cercarie, einen
SchwimmstoB spontan auszufhren mit der Lange der Passivphase zu. Nach
einer Passivphase von 30 Sekunden flhren ca. 52 % der Cercarien einen akti-
ven SchwimmstoB aus, wahrend nur 24 % der Cercarien nach 2 Sekunden Pas-
sivphase diese unterbrechen.

Werden die Cercarien in der Passivphase mit einem Dunkelreiz stimuliert, erhéht
sich die Anzahl der ausgefiihrten SchwimmstéBe unmittelbar nach Reizgabe auf

bis zu 18% (z.B. bei Passivphasen die 30 Sekunden dauern).

Tabelle 3.6.1. Dunkelreiz in der Passivphase

Ohne Dunkelreiz

Lange von tP(s) 2 4 6 30

Prozentualer Anteil der bis zu dem Zeitpunkt aus-
gelésten SchwimmstdBe

24 26,5 31,4 51,8

Dunkelreiz 1 sec

Lange von tP(s) 2 4 6 30

Prozentualer Anteil der bis zu dem Zeitpunkt aus-
gelésten SchwimmstdBe

Anzahl der Reizungen 100 100 100 100

27,7 31,3 41,5 69,8

Tab. 3.6.1. zeigt den Anteil in % der durch einen Dunkelreiz von 1 s (10000 Cd auf 0 Cd) ausge-
I6sten SchwimmstéBe nach Passivphasen von 2, 4, 6, 30 Sekunden.

Testdaten Tab. 3.6.1.

Testtemperatur 28 °C

Lichtstarke 10000 Cd

Lichtwellenlange 500 nm

Testdurchfihrung Die Stimulationsversuche wurden mit sechs Cercarien verschiedener

Wirtsschnecken durchgefiihrt, die zum Vergleich herangezogenen
Daten ohne Dunkelreiz ebenso von sechs Cercarien unterschiedli-
cher Wirtsschnecken. Insgesamt wurde je Passivphase die gleiche
Gesamtanzahl untersucht.

Testdauer Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 13.00 Uhr
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Abb. 3.6.1a. Auslésen eines SchwimmstoBes nach Passivphasel
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Abb. 3.6.1a. zeigt den Anteil in % der nach einer Sekunde Dunkelreiz ausgel6sten Schwimmsto-
Be. Cercarien, die mit einem Dunkelreiz (1 sec) stimuliert werden, I6sen in der Passivphase hau-
figer einen SchwimmstoB aus als solche, die nicht stimuliert werden.

b) Auswirkung auf das Verhalten der Cercarien, die keinen SchwimmstoB
ausfihren

In der Tabelle 3.6.1b. werden die prozentualen Anteile der SchwimmstéBe dar-
gestellt, welche direkt nach den untersuchten Passivphasen gestartet wurden.
Zusatzlich war es fir uns von Interesse, welche Auswirkung die Gabe des Dun-
kelreizes auf die Bereitschaft der Cercarie hat, in der weiteren Phase einen
SchwimmstoB maéglicherweise friher auszuldésen als dies urspriinglich der Fall
gewesen ware.

Abb. 3.6.1b. zeigt die durchschnittliche Lange der Passivphasen nach einer Sti-
mulation und deren relativer Anteil an den Passivphasen insgesamt. Es wird
deutlich, daB die Stimulation sowohl nach 2, 4 und 6 Sekunden in der Passiv-
phase keine signifikant meBbare Auswirkung auf die Ausldsebereitschaft eines
SchwimmstoBes hat. Die Haufigkeit des Startzeitpunktes des SchwimmstoBes ist
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bei den Passivphasen der gereizten Cercarien ahnlich verteilt wie bei denen, die

nicht gereizt wurden.

Abb. 3.6.1b. Lange der Passivphasen nach Lichtstimulation
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Abb. 3.6.1b. Es wurden Cercarien ohne Lichtstimulation mit solchen verglichen, die nach einer
Passviphase von jeweils 2, 4, 6 Sekunden Passivphase mit einem Lichtreiz stimuliert wurden. Die
Verteilung zeigt die Haufigkeit der auf die Zeitachse aufgetragenen ausgelésten SchwimmstdBe.
Die Anzahl der ausgeldsten SchwimmstdBe scheint sich nicht signifikant verandert zu haben.

Die Bereitschaft der Cercarien, einen SchwimmstoB nach einer Passivphase
auszufiihren, die 30 Sekunden andauert, erhéht sich dagegen nach einem Dun-
kelreiz von einer Sekunde. Wie die Abb. 3.6.1c. zeigt, reagieren die Cercarien mit
der vermehrten Auslésung von Schwimmbewegungen unmittelbar nach Reizga-
be. Die Stimulation durch einen duBeren Reiz scheint bei einer langeren Passiv-
phase also EinfluB auf die Auslésebereitschaft einer Schwimmbewegung zu ha-

ben.
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Abb. 3.6.1c. Auslésung eines SchwimmstoBes nach Dunkelreiz nach einer
30 s Passivphase
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Abb.3.6.1c. zeigt die Ergebnisse der Stimulation durch einen Dunkelreiz. Zum Vergleich der nach
30 Sekunden Passivphase stimulierten Cercarien wurden Daten von Cercarien herangezogen,
die mindestens 30 s lang passiv waren. Die stimulierten Cercarien l6sen dabei haufiger einen
SchwimmstoB aus als die nicht gereizten.
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3.6.2. Dunkelreiz in der Aktivphase

Durch die Stimulation mit einem Dunkelreiz von einer Sekunde wurde die Aus-
wirkung auf die Bereitschaft untersucht, einen aktiven SchwimmstoB3 zu unter-
brechen. Es wurden dabei die Aktivphasen mit der Lange von einer, zwei und
vier Sekunden ausgewahlt. Aktivphasen, die langer dauern, sind relativ selten, so
daB die Aussagefahigkeit eingeschrankt ware. Der Dunkelreiz wurde unmittelbar
im AnschluB3 an die zu untersuchende Léange der Aktivphase gegeben.

Tabelle 3.6.2. zeigt, daB die Bereitschaft, die Aktivphase zu unterbrechen, nach
Gabe eines Dunkelreizes von einer Sekunde bei den Schwimmst6Ben deutlich
zunimmt, die kurz andauerten. Fast doppelt so viele Cercarien, die nach einer
Sekunde Aktivphase mit einem Dunkelreiz stimuliert werden, reagieren mit einem
Abbruch des SchwimmstoBes.

Dieser Effekt scheint dagegen bei langer andauernden Aktivphasen ab der Lan-
ge von vier Sekunden deutlich geringer zu sein. Cercarien, die ca. vier Sekunden
aktiv waren, brechen nach Gabe eines Dunkelreizes nur unwesentlich haufiger
den SchwimmstoB ab als solche, die nur in ihrem spontanen Verhalten unter-
sucht wurden. Ein Grund kénnte dafir sein, daB die Aktivphasen durchschnittlich
nicht l1anger als fiinf Sekunden anhalten und ein signifikanter Effekt nicht beo-

bachtet werden kann.
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Tabelle 3.6.2. Dunkelreiz in der Aktivphase

ohne Dunkelreiz

Lange der Aktivphase in Sekunden 1 2 4
Prozentualer Anteil der danach abgebrochenen SchwimmstéBe| 33,4 52,1 82,3
Dunkelreiz 1 sec

Lange der Aktivphase in Sekunden 1 2 4
Prozentualer Anteil der danach abgebrochenen SchwimmstéBe | 61,7 69,8 86,7

Tab. 3.6.2. zeigt die Anzahl der nach einer Gabe eines Dunkelreizes in der Aktivphase ab-
gebrochenen Schwimmst6Be. Werden Cercarien in einer kurz andauernden Aktivphase mit
einem Dunkelreiz stimuliert, brechen sie prozentual die Schwimmbewegung haufiger ab, als
wenn der AktivstoB langer dauert.

Testdaten Tab. 3.6.1.

Testtemperatur 28 °C
Lichtstarke 10000 Cd
Lichtwellenlange 500 nm

Testdurchfihrung

Die Stimulationsversuche wurden mit sechs Cercarien ver-
schiedener Wirtsschnecken durchgefiihrt, die zum Vergleich
herangezogenen Daten ohne Dunkelreiz ebenso von sechs
Cercarien unterschiedlicher Wirtsschnecken. Insgesamt wurde
je Passivphase die gleiche Gesamtanzahl untersucht.

Testdauer

Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 13.00 Uhr
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3.6.3. Lichtreiz in der Passivphase

Um zu Uberprifen, welchen EinfluB die Gabe von Lichtreizen auf das Verhalten
der Cercarien hat, wurden Cercarien in den Passivphasen mit Licht stimuliert.
Der Uber der Kivette angebrachte PhotoverschluBB wurde zunachst geschlossen.
Die Xenonlampe brannte dabei mit der Lichtstarke von 10000 Cd, eingestellt wa-
ren 500 nm Lichtwellenlange. Zur Stimulation wurde der VerschluB mittels des
Computerprogramms geéffnet. Die Offnungszeiten wurden durch ein externes
Steuergeréat des Fotoverschlusses vorgegeben. Gegeben wurde ein Lichtreiz mit
der Lange von einer Sekunde. Danach wurde die Beleuchtung durch das Test-
licht wieder abgeschaltet. Der Lichtreiz wurde nach genau 10 Sekunden Passiv-
phase gegeben.

Als Vergleich dienten die Daten der Cercarien, die ohne Licht beobachtet worden
waren.

Es zeigt sich, daB3 die Gabe eines Lichtreizes in der Passivphase auf die Auslé-
sung eines SchwimmstoBes verzégernd wirkt. Wie in Abb. 3.6.3. zu sehen ist,
wird die Ausflhrung der folgenden SchwimmstdBe gehemmt und die Dauer der
Passivphase nimmt in der Folge auf die Reizgabe deutlich zu.

Die Gabe eines Lichtreizes in der Passivphase scheint also hemmende Wirkung

auf die unmittelbare Auslésung der folgenden SchwimmstéBe zu haben.
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Abb. 3.6.3. Verteilung der Startzeitpunkte der SchwimmstéBe nach

Gabe eines Lichtreizes
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Abb. 3.6.3. zeigt das Verhalten der Cercarie nach Gabe eines Lichtreizes nach 10 Sekun-
den Passivphase. Die Léange des Lichtreizes betragt eine Sekunde. Man sieht, dafB sich da-
durch die Passivphase verlangert und das Auslésen eines SchwimmstoBes deutlich verzé-

gert wird.

Testdaten Tab. 3.6.3.

Testtemperatur 28 °C
Lichtstarke des Reizes 10000 Cd
Lichtwellenlange 500 nm

Testdurchfiihrung

Die Stimulationsversuche wurden mit sechs Cercarien ver-
schiedener Wirtsschnecken durchgefiihrt, die zum Vergleich
herangezogenen Daten ohne Dunkelreiz ebenso von sechs
Cercarien unterschiedlicher Wirtsschnecken. Insgesamt wurde
je Passivphase die gleiche Gesamtanzahl untersucht.

Testdauer

Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 13.00 Uhr
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3.6.4. Lichtreiz in der Aktivphase

Zur Uberpriifung der Abhéngigkeit der Aktivphase von Lichtreizen, wurden Cer-
carien in der Aktivphase mit einem Lichtreiz mit der Lédnge von einer Sekunde
stimuliert. Dabei wurde ein Lichtreiz nach Ablauf einer Aktivphase mit der Lange
von ein, zwei und vier Sekunden appliziert. Die dabei ermittelten Ergebnisse ver-
glichen wir mit Cercarien, die nicht stimuliert wurden.

Aus Tabelle 3.6.4. kann man entnehmen, dafB in unseren Versuchen die Cercarie
auf Lichtreizung in der Aktivphase nur minimal reagieren. Die Aktivphase verlan-
gert sich nur um wenige Zehntelsekunden, es werden nur minimal weniger Aktiv-
phasen abgebrochen.

Eine Aktivierung der A-Phase lieB3 sich ebenso nicht signifikant feststellen. Die
nicht unterbrochenen A-Phasen wurden im Vergleich zu nicht stimulierten A-
Phasen nicht wesentlich verlangert. Es fand also keine meBbare Aktivierung

statt.

Tabelle 3.6.4. Lichtreiz in der Aktivphase

Lichtreiz in der Aktivphase

ohne Lichtreiz

Lange der Aktivphase 1 2 4
Prozentualer Anteil der abgebrochenen SchwimmstdBe 28,1 56,1 85,6
Lichtreiz 1 sec

Lange der Aktivphase 1 2 4
Prozentualer Anteil der abgebrochenen SchwimmstéBe 27,4 54,4 83,2
Lange der Aktivphase nach Stimulation in s 0,2 0,4 0,1
Anzahl der Reizungen 200 200 200

Tab. 3.6.4. zeigt die Reaktion der Cercarien, die nach einer Phase von einer, zwei und vier
Sekunden einem Lichtreiz von einer Sekunde ausgesetzt wurden. Es zeigt sich, daB nur
wenig Cercarien ihren SchwimmstoB durch Reizung unterbrechen. Die nicht abgebrochenen
SchwimmstéBe werden auf den Lichtreiz nur unwesentlich verlangert. Gemessen wurde an
20 Cercarien.
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Testdaten Tab. 3.6.3.

Testtemperatur 28 °C

Lichtstarke des Reizes 10000 Cd durch Aufblenden des FotoverschluBes tber der Ki-
vette

Lichtwellenlange 500 nm

Testdurchfihrung Die Stimulationsversuche wurden mit sechs Cercarien ver-

schiedener Wirtsschnecken durchgefiihrt, die zum Vergleich
herangezogenen Daten ohne Dunkelreiz ebenso von sechs
Cercarien unterschiedlicher Wirtsschnecken. Insgesamt wurde
je Passivphase die gleiche Gesamtanzahl untersucht.
Testdauer Beginnend 10.00 Uhr bis ca. 13.00 Uhr

3.7. Gegenseitige Beeinflussung von Aktiv- und Passivphase

3.7.1. Beeinflussung der Aktivphase nach einer Dunkelstimulati-
on in der Passivphase

Wie sich aus Tabelle 3.7.1. zeigt, hat die Gabe einer Dunkelstimulation in der
Passivphase auch Auswirkungen auf die darauffolgende Aktivphase. Auch wenn
der aktive SchwimmstoB verzégert ausgeldst wird, verringert sich die Lange von
sA(s). Diese Wirkung scheint sich Uber den ganzen folgenden Bereich der Pas-
sivphase fortzusetzen, d.h. daB die Wirkung der Stimulation speicherbar zu sein
scheint.

Tabelle 3.7.1. Abhéngigkeit von Aktivphase und Passivphase nach Dunkelstimula-
tion

Sekunden nach der Dunkelsti- i 3 i i | i
mulation ‘ 30 ' 35 40 " 45 50 55 60

tP(s) ohne Stimulation 3,1 287 2,56 2,43 1,95 1,761 1,3
tP(s) mit Stimulation 2,5 2,21 241 (198 { 157 {1,09{ 009

In Tab. 3.7.1. wurden die Beeinflussung der Aktivphasen Uberprift, die auf einen Dunkelreiz in
der Passivphase folgten. Diese sind im Durchschnitt kirzer als bei spontan ausgeldsten
Schwimmbewegungen. Diese Wirkung ist auch tber einen langeren Zeitraum nach der Reizgabe
meBbar.
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3.7.2. Beeinflussung der Aktivphase nach einer Hellstimulation
in der Passivphase

Wie gezeigt, verzdgert sich die Auslésung eines SchwimmstoBes nach Gabe
eines Lichtreizes in der Passivphase. Es kommt zu einer spateren Schwimmbe-
wegung der Cercarie.

Die folgenden aktiven SchwimmstdBe werden aber deutlich 1anger ausgefihrt als
solche, die ohne Stimulation spontan auftreten. Es scheint so, daB der Lichtreiz
auf die Aktivphase aktivierenden EinfluB hat und auf diesen verlangernd wirkt.
Wie in Tabelle 3.7.2. zu sehen ist, erhdht sich die Dauer der ausgefihrten
Schwimmst6Be fast auf das doppelte. Schwimmst6Be, die ca. 20 Sekunden nach
dem Lichtreiz ausgelést werden, dauern durchschnittlich ca. funf Sekunden,

spontan ausgeldste dagegen ca. drei Sekunden.

Tabelle 3.7.2. Abhéangigkeit von den Aktivphasen, die auf eine hell-
stimulierte Passivphase folgen.

Spontan mit Lichtreiz
tP(s) | S(mm) | N tP (s) s(mm) | n
1—10 3,2 43 - - -
11—20 3,4 38 11--20 4,5 25
21—30 3,1 41 21--30 5,2 21
31—40 2,9 35 31--40 5,1 24
41—50 2,8 31 41--50 4,7 19
51—60 2,6 35 51--60 3,9 23
61—70 2,1 25 61--70 3,1 20

Tab. 3.7.2. zeigt links die Lange von spontanen Passivphasen und die ihnen folgen-
den Aktivphasen. Auf der rechten Seite der Tabelle wurden die Cercarien in der Pas-
sivphase mit einem Lichtreiz stimuliert. Die folgenden Aktivphasen dauerten deutlich
langer als die Aktivphasen ohne Stimulation in der Passivphase.
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3.8. Verhalten einer groBeren Cercarienpopulation

Bei der reizphysiologischen Untersuchung von Cercarien bisher unbeachtet blieb
die Tatsache, daB in der Natur keine einzelne Cercarie einen Endwirt finden
,mochte”, sondern viele. Da sich gleichzeitig viele Cercarien im Wasser befinden,
ist die Rolle der einzelnen Cercarie abgestimmt auf das Verhalten der gesamten
Gruppe. DaB es zu einer Infektion kommt ist abh&ngig von der Dichte an Cerca-
rien an dem Ort, an dem sich der potentielle Endwirt, der Mensch, aufhalt.
Technisch ist es schwierig, das Verhalten mehrerer Cercarien gleichzeitig zu un-
tersuchen. Aufgrund der GréBe der Cercarie ist eine direkte Beobachtung nur mit
Hilfe eines Mikroskops mdéglich. Will man mehrere gleichzeitig beobachten, muB
die VergréBerung reduziert werden, so daB die einzelne Cercarie kaum mehr
erkennbar ist.

Aus den bisherigen Ergebnissen Iasst sich erkennen, daB sich die Cercarie nicht
immer an der Oberflache befindet. Da eine einzelne Cercarie beschrankte Ener-
giereserven hat und durchschnittlich ca. 24 Stunden lebt, kann sie sich nicht im-
mer an der Wasseroberflache aufhalten.

In Abb. 3.8.1. wurde als Beispiel grafisch das Bewegungsmuster einer Cercarie
aufgezeichnet. Anhand der MeBergebnisse lasst sich rechnerisch ermitteln, zu
welchem Zeitpunkt die Cercarie an welchem Ort ist. Verbindet man diese Punkte
in einer grafischen Darstellung, entsteht das so dargestellte Bewegungsmuster.
Legt man mehrere solcher Bewegungsmuster lbereinander wie in Abb. 3.8.2.
erkennt man, dafB sich besonders in der Mitte der Klvette relative viele Bewe-
gungslinien der Cercarien treffen. Wenn man die Zeitachse zum Vergleich heran
zieht, stellt man fest, daB in der ersten Stunde der beobachteten Tageszeit die
Dichte an Cercarien in der Mitte, am Boden wie auch an der Oberflache relativ

konstant ist.



=90 -

Oberflache WW
Boden _ W w

I
10.00 10.30 11 I]I]

Abb. 3.8.1. zeigt die grafische Aufzeichnung des Bewegungsmusters einer Cercarie. Es entwik-
kelt sich ein Ort-Zeit-Diagramm.
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Abb. 3.8.2. Bewegungsmuster mehrerer Cercarien

Die Abbildung zeigt die grafische Uberlagerung der von 35 verschiedenen Cercarien gewonnen
Daten. Die Daten wurden in der Tageszeit von 10.00 — 11.00 Uhr gewonnen. )

Es fallt auf, daB die Dichte an Cercarien besonders in der Mitte der Kivette relativ hoch ist. Uber
die gesamte Zeit verteilt befinden sich jedoch an allen Orten Cercarien.



-91 -

4.0. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte durch reizphysiologische Untersuchung an Cer-
carien von Schistosoma mansoni die BeeinfluBbarkeit des Verhaltens von Cerca-

rien durch auBere Faktoren untersucht werden.

4.1. Diskussion der Methode in der Literaturiibersicht

Von Haas [(12),(13)] wurde an Cercarien von Diplostomum spathaceum, eine in
Augen von SiiBwasserfischen parasitierende Trematodenart, reizphysiologische
Untersuchungen vorgenommen. Er untersuchte die Cercarien unter verschiede-
nen Umgebungsbedingungen und fand heraus, daB die Aktivitdt von Cercarien
sowohl von der Wassertemperatur, der Lichtwellenlange als auch der Lichtstarke
abhangig ist. Haas entwarf ein Funktionsmodell, das die Zusammenhange zwi-
schen duBeren Reizen und den inneren Auslésemechanismen darstellte. In die-
sem Modell forderte Haas, daB die Steuerung der Passivphase und die Stimula-
tion der Aktivphase von zwei verschiedenen unabhangigen Mechanismen ge-
steuert werden. Beide Mechanismen lassen sich zwar durch duBere Reize beein-
flussen, die Steuerung der verschiedenen Aktivitatszustande werde aber von en-
dogen Faktoren Ubernommen. In den folgenden Jahren verfeinerte Haas in wei-
teren Versuchen dieses Modell. Dieses Funktionsmodell konnten wir mit unseren
Versuchen z.T. bestatigen.

Saladin [(29),(30)] untersuchte Cercarien von Schistosoma mansoni. Dabei stell-
te er fest, daB Cercarien bei 500 nm Licht ihre gr6Bte Aktivitat zeigen. Mit Hilfe
von Dunkel- und Hellstimulationen untersuchte Saladin die Aktiv- und Passivpha-
se und deren Abhangigkeit voneinander. Er erkannte, daB Cercarien auf Reiz-
stimulation in diesen Phasen mit einer Verhaltensanderung in den folgenden
Bewegungs- und Passivphasen reagieren kénnen. In den vergangenen Jahren
wurden die Diskussionen Uber die physiologischen Grundlagen der Cercarien

verstarkt auf die molekularbiologische Ebene verlagert. Damit versucht man, die
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molekularen Strukturen der Reiz- und Bewegungsbiologie von Cercarien zu ent-

schlisseln.

4.2. Materialien und Methode
4.2.1.Auswahl der Versuchstiere

Zur Durchfihrung der Versuchsreihen wurden Cercarien von Schistosoma man-
soni verwendet. Mit der selben Cercarienart arbeitete auch Saladin (1979), und
Schorp (1988). Diese Cercarien lassen sich problemlos gewinnen und spielen
aus medizinischer Sicht im Infektionszyklus der Schistosomiasis eine bedeuten-
de Rolle.

Haas (12) benutzte fir die Arbeit, deren Ergebnis ich zum Vergleich heranziehe,
Cercarien von Diplostomum spathaceum. Wie Haas (12) belegte, ist das Verhal-
ten von Schistosoma mansoni und Diplostomum spathaceum in einzelnen De-
tails verschieden. Er zeigte, daBB Cercarien der unterschiedlichen Arten z.T. ver-
schieden auf gleiche mechanische, optische und umweltbedingte Reize reagie-
ren. Der Grund kénnte kann darin liegen, daB Schistosoma mansoni und Diplo-
stomum spathaceum unterschiedliche Endwirte haben. Schistosoma mansoni
penetriert die Haut von Menschen oder Tieren, wahrend Diplostomum spatha-
ceum als Endwirt die Augenlinsen von Fischen hat.

Aufgrund ihrer Verwandtschaft, des &hnlichen biologischen Aufbaues, und des
Interesses der reizphysiologischen Verhaltensanderungen eignen sich dennoch

beide Cercarienarten zum Vergleich.

4.2.2. Das Beobachtungssystem

Die Beobachtung des Verhaltens von Cercarien stellt aufgrund der GréBe von
nur 15 um Lange ein Problem dar.

Nur mit Hilfe von Mikroskopen ist es mdglich, Cercarien direkt zu beobachten um
ihr Verhalten interpretieren zu kénnen. Mit der reinen optischen Beobachtung, ist
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es aber nicht méglich, genaue Daten Uber das Verhalten von Cercarien und de-
ren Reaktionen auf sich &ndernde Umgebungsbedingungen zu erheben, da die-
se zu Ungenauigkeiten beim Messen der zu ermittelnden Daten fihrt. Daher
muBte ein System entwickelt werden, bei dem man die Bewegungen Uber einen
langeren Zeitraum aufzeichnen kann, um objektive MeBergebnisse zum Verhal-
ten der Cercarien zu gewinnen.

Mit der Einfihrung des Personal Computers wurde es mdglich, die Untersu-
chungsmethode zu préazisieren, indem flr die Zeitmessung sowie die Verarbei-
tung der anfallenden groBen Datenmengen ein Computer verwendet wurde.
Schorp entwarf 1988-1991 einen Versuchsaufbau, mit der es gestattete, die Be-
obachtung und Aufzeichnung mit Hilfe eines Computers zu automatisieren und
unabhéngig von HandmeBmethoden zu machen. Dadurch gelang es, Cercarien
Uber einen langeren Zeitraum zu beobachten. Dies ist besonders wichtig, da die
Reaktionen der Cercarien auch von ihrem Alter abhangig sind.

In dem von Schorp entworfenen Versuchsaufbau wurde ein Operationsmikroskop
integriert, mit dem die Cercarie direkt beobachtet werden kann. Die gleichzeitig
gewonnenen Daten konnten sofort von einem Computer gespeichert und zur
spateren Weiterarbeitung aufbewahrt werden.

In einigen Féllen kommt es vor, daB die MeBeinrichtung eine Cercarie verliert
oder durch Staubpartikel im Wasserkreislauf irritiert wird. Um diesen Fehler bei
der spateren Datenverarbeitung zu erkennen, wurde zusatzlich eine mitlaufende
Videoaufzeichnung eingerichtet. So lassen sich nachtraglich Fehlaufzeichnungen
erkennen und aus der Bewertung ausschlieBen.

Mit dem entwickelten Beobachtungssystem ist es mdglich, auBerst exakt Gber
einen langen Zeitraum automatisiert Cercarien unter den unterschiedlichsten Be-
dingungen zu beobachten und Erkenntnisse Uber Verhaltensanderung zu gewin-

nen.
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4.2.3. VersuchsgefaB

Wahrend des Versuches befindet sich die Cercarie in einer seitlich abgedunkel-
ten Kiivette, deren InnenmaRB die GréB8e von 1 cm x 1 cm x 4 cm hat.

Die Klvette ist von einem Gefa3 umgeben, das zur Erwarmung und konstanten
Erhaltung der Wassertemperatur dient. Um Kratzer bei der Reinigung zu vermei-
den, die die MeBreinrichtung stéren kdnnte, bestehen die Wande des GefaBes in
der Ebene der Beobachtung aus Glas. Zum Reinigen der Klvette wird destillier-
tes Wasser verwendet, damit Ablagerungen vermieden werden und es zu keiner
Beeintrachtigung der Cercarie durch Spurenelemente kommt.

Um Ablagerungen oder Schmutzauflagerungen, die in Ausnahmefallen auftreten,
zu beseitigen, wurde in geringen Mengen ein Reinigungsmittel verwendet. Nach
solchen Reinigungsvorgdngen wurde mindestens 5 mal mit destilliertem Wasser
gespult. Dies ist erforderlich, damit es zu keinen toxischen Einwirkungen auf die
Cercarie kommt. Somit hat die Cercarie nach dem Schliipfen nur Kontakt mit
dem Versuchsmedium.

Bei Haas (12) kam als VersuchsgefaB eine Kivette aus Plexiglas mit den Innen-
maBen 2 cm x 2 cm x 35 cm zum Einsatz. Die H6he von 35 cm entspricht etwa
dem Uferbereich von Flissen und Seen, der hauptsachlich bevorzugten Infekti-
onsregion der Schistosomen.

Wegen der eingeschrankten Bewegungsfreiheit der Beobachtungseinheit muB-
ten wir jedoch eine kleine Klvette mit der Héhe von 4 cm verwenden. Bei der
Beurteilung unserer gewonnenen Daten kénnte diese geringe Innenraumhéhe
als Nachteil angesehen werden. Dieser Nachteil wurde allerdings in Kauf ge-
nommen, um den Vorteil der exakten Messung der Daten verwirklichen zu kén-
nen.

4.2.4. Versuchsmedium und Versuchstemperatur

Cercarien sind nur beschrankt in der Lage, wahrend ihrer gesamten Lebensdau-
er Nahrung aufzunehmen. Die Untersuchungen von Lawson (1977) zeigten, daB
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Cercarien zwischen 5-14 ng Glycogen fur ihre Bewegungsaktivitat zur Verfligung
steht. Die variable Ausstattung mit Glycogen kénnte mit ein Grund fir die unter-
schiedlichen Uberlebenszeiten sein.

Als Versuchsmedium wurde eine Mischung von einem Teil Leitungswasser und
einem Teil destillierten Wassers verwendet, das in Vorversuchen auch von
Schorp verwendet wurde.

Da in diesem Medium auch die Schnecken gehalten werden, entsteht kein zu-
satzlicher Stérfaktor durch ein Wechsel des Versuchsmediums. Nachteil dieses
Mediums ist, daB die Uberlebensrate und die Uberlebenszeit geringer ausfillt als
mit dem Alternativmedium BSS.

Wie die Ergebnisse zeigen, ist es notwendig, die Versuchstemperatur konstant
zu halten. Die Cercarien reagieren sonst mit einer Verhaltensanderung und es
kann z.T. zu héheren Absterberaten kommen.

Die Beobachtungskivette wird von einem Wasserbad umgeben, das tber Ver-
bindungsschlauche an einem groBen GefaB angeschlossen ist. Dort wird das
Wasser erwarmt und mit einem Thermostat auf einer konstanten Temperatur
gehalten. Eine Pumpe lasst das Wasser zirkulieren, so daB in dem Kreislauf eine
konstante Temperatur herrscht.

Mit dem Einrichten eines Wéarmekreislaufes und der exakten Temperierung der
Beobachtungskivette wurde dem Rechnung getragen, daB Cercarien auBerst
sensibel auf die Umgebungstemperatur reagieren.

4.2.5. Beleuchtungsanlage und Versuchsraum

Zur Lichtsimulation kam eine 2000-W-Xenonlampe (Osram) zum Einsatz, die
Licht emittiert, das in seinem Spektrum dem Tageslicht &hnlich ist. Damit sollte
erreicht werden, daB3 die Cercarien moglichst nattirlichen Bedingungen unterwor-
fen werden. Nach einer Einbrenndauer von etwa 15 min. liefert die Lampe eine
konstante Lichtintensitat.

Der Versuchsaufbau war von 1994 bis 2002 in zwei Rdumen im Institut far Mi-
krobiologie, Immunologie und Hygiene der TU Minchen im Klinikum Rechts der
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Isar untergebracht. Die raumliche Trennung der Xenonlampe von der Beobach-
tungseinheit machte es mdglich, die Beeinflussung durch die abgestrahlte War-
me der Lampe zu minimieren. Mit Hilfe eines Ableitungsrohres nach auB3en und
eines in dem Lampengehause integrierten Lifters war es mdglich, die Warme zu
reduzieren. Dennoch konnte es in dem Raum, in dem sich die Xenonlampe be-
fand, bis zu 30° warm werden. Die Temperaturen im Raum, in dem sich die Ki-
vette befand, waren dagegen relativ konstant, da es darin kein Fenster gab. Die
AuBentemperaturen spielen somit keine Rolle und es war mdglich, den Beobach-
tungsraum komplett von auBen zu schlieBen. So wurde auch vermieden, daB
Streulicht auf die Kivette fallt.

Durch diese Anordnung wurde eine deutliche Verbesserung des Versuchsauf-

baues im Vergleich zu Schorp (1988) erreicht.

4.3. Gewinnung von Cercarien

Zur Gewinnung von Cercarien wurden die Schnecken mit ca. 10 Miracidien infi-
ziert. Dies hat den Nachteil, daB es sich nach der Infektion der Schnecke nicht
um isogenetische Cercarien handelt. Der Vorteil dagegen ist, daB die Infektions-
wahrscheinlichkeit der Schnecken deutlich gréBer ist, so daB pro Infektionszyklus
mehr Schnecken flr die Cercariengewinnung zur Verfiigung stehen.

Die in einem abgeschlossenen Raum in Aquarien gehaltenen Schnecken werden
einem Nachtrhythmus von ca. 12 Stunden unterworfen, d.h. daB um 18.00 Uhr
die Beleuchtung abgeschaltet und um 6.00 Uhr angeschaltet wird. Der optimale
Zeitpunkt, an dem am meisten Cercarien aus den Schnecken schllpfen, ist zwi-
schen 10.00 — 11.00 Uhr. Die fiir die Versuchsreihe ausgewéhlte Schnecke wur-
de markiert, um immer wieder Cercarien der gleichen Schnecke zu verwenden.
Die Versuche wurden um 10.00 Uhr Tageszeit begonnen. Ca. 30 Minuten vorher
wurde die markierte Schnecke mit einer Pinzette aus dem Aquarium in eine Pe-
trischale gesetzt. In der Petrischale befand sich das Medium aus ein Teil auf ca.
25° C vorgewarmtes Leitungswasser und ein Teil destilliertes Wasser.
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Nach kurzer Zeit schlipfen aus der infizierten Schnecke die Cercarien. Unter Be-
obachtung durch ein Mikroskop wurde mit Hilfe einer Pipette versucht, eine ein-
zelne Cercarie zu gewinnen. Durch die am Anfang des Schlipfens starke Eigen-
bewegung nahm dies oft einige Minuten in Anspruch. Die gefangenen Cercarie

wurde daraufhin in die Beobachtungskuvette Ubertragen.

4.4. Regelung und Messung der Lichtintensitat

Die Lichtintensitat wurde durch einen Einschub von ND-Filtern von der Firma
Balzers (jetzt Unaxis Optics, Geisenheim) in eine Filterschublade direkt Gber der
Kivette geregelt. Diese vermindern die Lichtintensitat gleichmaBig Uber einen
Wellenlangenbereich von 350 -1500 nm.

Die verwendeten Filter sind Reflexionsfilter. Auf das Tragermaterial (Normalglas
bei einer Wellenlange von 380-800nm, Quarzglas im UV-Bereich) sind Metall-
schichten aufgedampft, die das auftretenden Licht teilweise reflektieren.

Zur Lichtintensitatsmessung wurde das Luxmeter Mavolux 5032C der Firma
Gossen (NUrnberg) benutzt, das mit einem Lichtdichtevorsatz ausgestattet war,
um die Lichtstarke in Candela zu messen.

Die Messung der Lichtstarke wurde direkt unter dem Austritt des Lichtes gemes-

sen, an der Stelle, an der auch das Licht auf die Klvette ftrifft.
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4.5. Diskussion der Messergebnisse
4.5.1. Ermittlung des Aktivitatsmaximums

Saladin [(12),(13)] bewies, daB Cercarien von Schistosoma mansoni bei 500 nm
Lichtwellenlange ein ausgepragtes Aktivitdtsmaximum besitzen.

Um Vergleichsdaten flr die Durchflihrung der Stimulationsversuche zu erhalten,
wurde von uns das Aktivitatsspektrum von Cercarien von Schistosoma mansoni
mit unserer Versuchsandordnung nochmals bestimmt.

In der Aktivphase fihrt die Cercarie einen SchwimmstoB aus, der sie in der Re-
gel an die Wasseroberflache bringt. Die Lange der Aktivphase und die Anzahl
der ausgefiihrten SchwimmstdBe ist ein direktes MaB zur Feststellung des Erre-
gungszustandes in der Aktivphase.

Diese beiden Parameter wurden in 20 Schneckeninfektionsphasen (ca. 1 2 Jah-
re) mit insgesamt ca. 350 Cercarien unter den verschiedensten Bedingungen
gemessen. Dabei wurde das Verhalten der Cercarien bei verénderter
Lichtwellenlange und Lichtstarke, untersucht und eine optimale Kombination von
beiden ermittelt.

Es zeigte sich, daB die Cercarien bei 500 nm Lichtwellenlange und 10000 Cd
Lichtstarke am haufigsten eine Aktivphase ausbildeten und die Aktivphase dort
am langsten waren. Gleichzeitig war bei der Lichtwellenlange - Lichtstarkekombi-
nation die absolute Anzahl an Passivphasen am geringsten.

Insgesamt bestatigten sich die Ergebnisse Saladins anhand einer groBen Popu-
lation von Cercarien.
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4.5.1b. Aktivitatsmaximum
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Abb. 4.5.1b. Aktivitdtsmaximum

Kombiniert man die zwei verénderten duBeren Umweltfaktoren Lichtwellenldnge und Lichtstérke
mit der relativ gemessen Reaktion der ausgefiihrten Bewegung, so ergibt sich bei 500 nm und
10000 Cd die starkste relative Reaktion der Cercarie
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4.5.2. Rhodopsin als Grundlage der lichtinduzierten Signaliiber-
tragung bei Schistosoma mansoni

Rhodopsine besitzen Absorptionsmaxima von 450 — 550 nm, wahrend ihre Zer-
fallsprodukte ein Absorptionsmaxima von ca. 380 nm fir Retinal und ca. 290 nm
fr Opsin haben (14).

In Wasser verandert sich der Wellenanteil des einstrahlenden Sonnenlichtes in
Abhéangigkeit von der Tiefe des Gewassers. Bis ca. 10 Meter Wassertiefe lasst
sich bei 500 nm die hdchste Lichtintensitat messen. Mit zunehmender Tiefe engt
sich der Wellenbereich auf 475 nm ein, da Wasser als Blaufilter wirkt. Zudem
verringert sich die Lichtintensitat deutlich.

Bei Fischen, die ihren Lebensraum nur in geringer Tiefe (bis ca. 50 m) haben,
konnten ebenso Absorptionsmaxima um 500 nm nachgewiesen werden (14).
Diese Eigenschaft ist zuséatzlich sehr variabel. Durch geringe Veranderungen der
Aminosauresequenz des Rhodopsins sind z.B. Flussaale, die zum Laichen bis zu
400 m ins Meer hinabsteigen, in der Lage, ihre Sehempfindlichkeit der Tiefe an-
zupassen. Dadurch verandert sich ihr Absorptionsmaximum von 502 nm im FluB
auf 480 nm im Meer. Dies zeigt, daB auch die Absorptionsmaxima eine exakte
Zuordnung zur molekularen Grundstruktur der lichtverarbeitenden molekularen
Grundstrukturen zulasst. Bei bisher untersuchten Arten konnte man Rhodopsin
als das weit verbreitetste Strukturprotein identifizieren.

Mit unseren lichtreizphysiologischen Untersuchungen konnten wir als optimales
Absorptionsmaximum von Cercarien von S. mansoni die Lichtwellenlange von
500 nm ermitteln. Arten, die im gleichen Lebensraum unter gleichen Bedingun-
gen leben, haben Rhodopsin als lichtverarbeitendes Protein. Aufgrund der
Verteilung des Aktivitatsspektrums lasst dies den SchluB3 zu, daB bei Cercarien
von Schistosoma mansoni Rhodopsin als grundlegendes Strukturprotein der
Lichtreizverarbeitung dient.

Mittels molekular-biologischer Methodik konnte Hofmann diese Aussage belegen
(15).
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4.5.3. Funktionsmodell des Schwimmverhaltens

a) Funktionsmodell des spontanen Schwimmverhaltens

Die Cercarie besitzt zwei Aktivitatszustande. In der Passivphase lasst sie sich
von der Schwerkraft auf den Boden ziehen, in der Aktivphase schwimmt sie aktiv
an die Wasseroberflache. Dies bedeutet, daB die Cercarie mit der Auslésung
einer Passivphase sich gezielt weg von der Wasseroberflache bewegt, wahrend
ein SchwimmstoB die Cercarie gezielt an die Wasseroberflache bringt.

Bei unseren Untersuchungen interessierte uns besonders, welche Steuermecha-
nismen die Lange der beiden Aktivitatszustande regeln und somit das Verhalten
der Cercarie in bezug auf ihren Aufenthaltsort im Wasser, wie diese Verhaltens-
muster von auBen veranderbar sind und wie sich gegenseitig beeinflussen.
Zunachst muB geklart werden, ob die zwei Aktivitatszustdnde von einem oder
zwei Steuermechanismen geregelt werden.

Die von Haas an Diplostomum spathaceum aufgezeigten Steuerungsmechanis-
men der Aktivitdtszustdnde konnten bei Cercarien von S.mansoni z.T. bestatigt
werden.

Aus den MeBergebnisse zeigt sich, daB zwei getrennte Mechanismen die Aktivi-
tatszustande steuern. Dies ergibt sich aus der Beobachtung, daB die Lange ei-
nes spontanen SchwimmstoBes, der auf eine P-Phase folgt, zunachst unabhan-
gig von der Lange der P-Phase ist. Ebenso ist die Lange der P-Phase unabhan-
gig von der Lange der A-Phase. Weiter konnten wir ermitteln, daB eine Reizgabe
in der einem Aktivitdtszustand zu unterschiedlichen Folgen im anderen Zustand
fihrt. Die Gabe eines Lichtreizes in der P-Phase flhrt z.B. nicht nur zu einer Ver-
langerung der P-Phase, sondern auch zu einer Verlangerung der A-Phase. Wird
die Cercarie mit einem Dunkelreiz in der P-Phase stimuliert, konnten wir dagegen
keinen signifikanten Effekt in der A-Phase feststellen. Die unterschiedlichen Re-
aktionsmuster belegen, daB beide Aktivitadtszustande jeweils eigene Steuerme-

chanismen besitzen.
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Um die Beeinflussung der Bewegungsphasen aufeinander feststellen zu kénnen,
Uberpriften wir zunachst das Verhalten der Cercarie ohne duBere Reizgabe.
Aktiv- und Passivphase sind im standigen Wechsel miteinander. Wird ein
SchwimmstoB beendet, folgt sofort im AnschluB3 eine P-Phase und umgekehrt.
Wir Gberpriften in unseren Versuchen, wie sich die Langen und die Anzahl der
Bewegungsphasen aufeinander auswirken, um zu sehen, welche Abhangigkeiten
zwischen den beiden Steuermechanismen bestehen. Es zeigte sich, daB die
Lange und Anzahl der A-Phase nur bedingt von der Lange und Anzahl der P-
Phase abhangig ist. So konnten wir feststellen, daB8 sich die P-Phasen bei der
optimalen Lichtwellenlangen-Lichtstarkenkombination im Vergleich zu einer
schlechteren Kombination deutlich verringern, so daB absolut gesehen die An-
zahl der A-Phasen zunahmen. |In der optimalen Lichtwellenlange-
Lichtstarkenkombination nahm dagegen die Lange der A-Phase nur geringfligig
zu.

Wie lang die einzelnen Aktivitdtszustande im spontanen, ungereizten Zustand
ausfallen, ist abhangig vom Erregungspotential der Cercarie, das unmittelbar auf
die auBere Umgebungsbedingungen reagiert. Mit dem Fortgang der P-Phase
erhdht sich das Erregungspotential. Ist die Reizschwelle erreicht und wird sie
Uberschritten, wird ein SchwimmstoB ausgeldst. Im konkreten Fall heif3t das, dafB
der Steuermechanismus der P-Phase die P-Phase abbricht und den Steuerme-
chanismus der A-Phase veranlaBt, einen SchwimmstoB auszufihren. Das Ausl6-
sen eines SchwimmstoBes wird also direkt vom Steuermechanismus der P-
Phase Gbernommen.

Wie lang die folgende A-Phase anhalt, wird von vom Steuermechanismus der A-
Phase geregelt. Dieser wird ebenso Uber den Erregungszustand der Cercarie
gesteuert. Wird eine bestimmte Schwelle erreicht, wird die A-Phase abgebrochen
und automatisch wieder mit der P-Phase begonnen, die Cercarie beginnt abzu-
sinken. Die Reizschwelle des Steuermechanismus der A-Phase scheint insge-
samt weniger von auBeren Umweltbedingungen beeinfluBbar zu sein, sondern ist
vielmehr vom Alter der Cercarie abhangig. Je alter eine Cercarie wird, desto kir-
zer fallen die A-Phasen aus, unabh&ngig von auBeren Bedingungen.
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Die Beeinflussung durch die auBere Umgebungsbedingungen adaptiert beide
Steuermechanismen. Wird die Lichtwellenldnge erhéht, reduziert sich die Reiz-
schwelle der P-Phase, so daB das Erregungspotential, das zum Abbruch der P-
Phase erreicht werden muB, geringer ausfallt und der SchwimmstoB friiher aus-
geldst werden kann.

Weiterhin zeigt sich, daB die auf eine A-Phase folgende P-Phase in ihrer Lange
unabhangig von der Lange der A-Phase ist. Dies bestétigt die Annahme, dafB
sowohl die A-Phase wie auch die P-Phase (ber eigene Steuerungsmechanismen

verflgen.

Steuermechanismus P-Phase

[ 3

Erregungs- Reizschwelle

potential

* Foit
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Lange A-Phase

Reizschwelle
Erregungs-

potential

A-Phase

ZFeit

|Steuermechanismus ﬂ-Phase|

Abb. 4.5.2a. Zusammenhang zwischen tP(s) [Lange Passivphase], der Auslésung von der
A-Phase und tA(s) [Léange Aktivphase] ohne duBere Reizgabe.

Die Lange von der P-Phase ist abhangig vom Erregungspotential. Wird die Ausléseschwelle
Uberschritten, wird die P-Phase unterbrochen und es kommt zur Auslésung eines Schwimmsto-
Bes. Der Aktivitatszustand geht somit in die A-Phase Uber. Die Lange der A-Phase ist aber unab-
hangig von der Lange der P-Phase. Der eigenstandige Steuermechanismus der A-Phase regu-
liert die Lange der A-Phase. Wird diese unterbrochen, folgt wieder die P-Phase.
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b) Funktionsmodell des Schwimmverhaltens bei duBerer Reizgabe

Um die weiteren Zusammenhénge zwischen den beiden Steuerungsmechanis-
men aufzuzeigen, wurden in den verschiedenen Zustandsphasen Stimulationen
durchgefiihrt. Die Reaktion der Cercarie auf die Gabe von &uBeren Reizen war
zum Teil abhangig vom Fortgang der untersuchten Zustandsphase. So wurden
z.B. Stimulationen in der Frihphase einer Passivphase gar nicht, in der Spatpha-
se mit einem Abbruch beantwortet.

Diese Beobachtungen stutzen die These, daB die einzelnen Steuerungsmecha-
nismen vom endogenen Erregungszustand der Cercarie abhéngig sind. Die exo-
gene Stimulation kénnen diesen nur partiell beeinfluBen.

Um diesen Zusammenhang genauer zu untersuchen, wurden Cercarien in der P-
Phase mit einem Dunkelreiz stimuliert. Es zeigte sich, daB die Cercarie fast nie
mit einem Abbruch reagierte, wenn der Stimulus zu einem Zeitpunkt in der P-
Phase gegeben wurde, in der die P-Phase noch relativ kurz voran geschritten ist.
Dauern die P-Phasen dagegen léanger an, erhdht sich das Erregungspotential
und gleichzeitig auch die Wahrscheinlichkeit, da die Cercarie mit einem Ab-
bruch der P-Phase reagiert und einen aktiven SchwimmstoB3 auslést (Abb.
4.5.2b.). In Kapitel 3.7.1. wurde gezeigt, daB der folgende, ausgeléste Schwimm-
stoBB dann allerdings kirzer ausfallt als spontan ausgeléste SchwimmstéBe. Es
findet also eine Hemmung von (S) A-Phase statt.

Je hdher also das Erregungspotential der Cercarie ist, umso friiher reagiert sie in
der P-Phase mit einem Abbruch und I6st einen SchwimmstoB aus.

Gibt man in der P-Phase einen Lichtreiz, wird die P-Phase verlangert, d.h. daB
der folgende SchwimmstoB verzégert ausgeldst wird. Ein Lichtreiz, der in der P-
Phase gegeben wurde, hemmt somit den Steuermechanismus der P-Phase.

In der Folge férdert er die Auspragung der A-Phase, indem die Lange dieser
deutlich zunimmt. Wie in Kapitel 3.7.2. nachgewiesen wurde, wird somit der
Steuermechanismus der A-Phase von einem Lichtreiz aktiviert, der in der Pas-

sivphase appliziert wurde.
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Werden Cercarien in der Aktivphase mit einem Dunkelreiz stimuliert, zeigen sich
auch hier je nach Erregungszustand unterschiedliche Reaktionen.

Gibt man in kurz andauernde A-Phasen Dunkelreize, so bricht die Cercarie den
BewegungsstoB Uberproportional haufig ab. Bei A-Phasen, die langer anhalten,
reagieren Cercarien dagegen fast gar nicht mit einer Verhaltensanderung. Auch
zeigt sich, daB die Reaktion auf den Dunkelreiz in der A-Phase abh&ngig vom
Erregungszustand der Cercarie ist (Abb. 4.5.3c.).

Bei Gabe von Lichtreizen in der Aktivphase ermittelten wir nur eine geringe Re-
aktion der Cercarien (Kapitel 3.6.4.). Im Vergleich zu spontan durchgefiihrten
SchwimmstéBen, die nicht stimuliert wurden, brachen nur wenige stimulierte
Cercarien ihren Schwimmstof ab.

Eine Aktivierung vom Steuermechanismus der A-Phase konnte auch nicht ein-
deutig festgestellt werden. Die nicht unterbrochenen SchwimmstdéBe wurden

nach der Reizgabe nur unwesentlich verlangert.
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Reizgabe in der Passivphase
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Abb. 4.5.2b. Funktionsmodell der gegenseitigen Beeinflussung bei Reizgabe

in der Passivphase.

Die Versuche haben gezeigt, daB ein Dunkelreiz in der Passivphase diese verkirzt. D.h., der
folgende SchwimmstoB wird friher ausgeldst, als ohne Dunkelreiz. Die folgende A-Phase wird
ebenso kirzer ausgeldst, allerdings ist dieser Effekt geringer ausgepragt, als bei der P-Phase.
Wird in der P-Phase ein Lichtreiz appliziert, so wirkt dieser verlangernd. Die folgende A-Phase
wird dabei auch verlangert.



-107 -

Reizgabe in der Aktivphase
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Abb. 4.5.2c. Funktionsmodell der gegenseitigen Beeinflussung bei Reizgabe in der Aktiv-
phase

Gibt man in der A-Phase einen Dunkelreiz, so verkirzt sich diese. Wird ein Lichtreiz gegeben, so
wird die A-Phase verlédngert. Insgesamt ist die Reaktion der Cercarie auf Reizgabe in der A-
Phase deutlich geringer als die in der P-Phase. In der folgenden P-Phase konnten wir keinen
meBbaren Effekt auf die Lange der dann ausgefiihrten P-Phase feststellen.
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4.5.4. Cercarieneigene Rhythmik

Wie in Kapitel 3.1. und 3.2. bei der Ermittlung der Spontanaktivitat von Cercarien
bei dauerhafter Bestrahlung zu sehen ist, zeigen Cercarien von S.mansoni in
einer Tageszeit von ca. 23.00 — 4.00 Uhr keine Aktivitat. Dies lasst sich sowohl
an Cercarien derselben als auch von verschiedenen Schnecken eindeutig beo-
bachten.

Vor dem Schlipfen der Cercarien wurden die Schnecken in Anpassung an einen
maoglichst identischen Tag-Nachtrhythmus mit einer Hell-Dunkelrhythmik (von
6.00- 18.00 Uhr hell, 18.00 — 6.00 dunkel) mit Licht bestrahlt.

Offensichtlich sind die Cercarien also in der Lage, diesen Tag-Nachtrhythmus zu
speichern und sich auch nach dem Schliipfen an dieses Schemata zu orientie-
ren.

Dieses Verhalten ist durchaus sinnvoll, weil damit zu rechnen ist, daB sich der
Tag-Nachrhythmus in freier Umgebung nach dem Schllpfen fortsetzt und in der
Nacht deutlich weniger Endwirte im Wasser anzutreffen sind als tagstber. Eben-
so dient die Nachtphase als Ruhephase und Vorbereitung zu einem erneuten
Ausschwarmen am folgenden Tag.
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4.5.5. Biologische Interpretation des Verhaltens

Bei der Uberlegung, welche Reaktionen Cercarien durch duBere Reizgabe zei-
gen, sollte auch bertcksichtigt werden, an welchem Ort sich die Cercarie bei der
Reizung aufhalt und wohin sie sich mit welcher Bewegungsstéarke bewegt.

Aus Kapitel 3.4.2 und 3.5.2 ergibt sich, daB sich die Cercarien mit zunehmender
Lichtintensitat vermehrt an der Wasseroberflache und vermindert am Wasserbo-
den aufhalten.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Saladin (1979), der Cercarien von
Schistosoma mansoni unter direktem Sonnenlicht beobachtete und feststellte,
daB diese sich bei vermehrtem Sonnenlicht am Boden seines Beobachtungsge-
faBes ansammeln. Dies wurde als Schutzmechanismus vor zu hoher UV-
Bestrahlung gedeutet.

Maoglicherweise spielt bei unseren Ergebnissen der monochromate Charakter
des Lichts eine Rolle, das von der verwendeten Xenonlampe abgestrahlt wird.
Reines Sonnenlicht sondert dagegen ein groBeres Spektrum ab, welches ver-
mehrt UV-Anteil enthélt. Eine Erklarung, daB sich die Cercarien bei zunehmender
Lichtstarke vermehrt an der Oberflache aufhalten wéare die, daB sich dann die
Wahrscheinlichkeit erhéht, einen Endwirt zu finden, der sich haufiger bei Tage im
Wasser befindet.

Ziel der Cercarie ist es, moglichst schnell einen Endwirt zu finden. Um dieses Ziel
zu erreichen, muB sie 6konomisch ihren begrenzten Energievorrat einteilen und
ihr Verhalten optimieren. Da sich die Extremitaten des Menschen, die bevorzugt
penetriert werden, in der Regel an der Wasseroberflache befinden, muB sich die
Cercarie moglichst haufig dort aufhalten. DaB Cercarien dies auch tun, beweisen
die Stimulationen durch Licht mit der optimalen Wellenlénge.

In unseren Versuchen zeigte sich, daB Cercarien, die lange passiv waren, durch
einen Dunkelreiz zu einem SchwimmstoB gereizt werden konnte. Ubertragen auf
die Situation in einem natirlichen Gewasser bedeutet dies, daB ein Schatten die
lange passiven Cercarien wieder vermehrt an die Wasseroberflache bringt.
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Dagegen wird die Reizung mit einem Lichtreiz mit einer Hemmung des aktiven
SchwimmstoBes beantwortet und die Passivphase verlangert sich.

Ubertragen auf die natiirliche Situation bedeutet dies, daB die Cercarie mit einem
Absinken, also Entfernen vom potentiellen Ort des Endwirtes, reagiert. Dies lieBe
sich als SchutzmaBnahme vor zu starken Sonnenstrahlen interpretieren.

Wie in Kapitel 3.8. gezeigt wurde, befinden sich immer mehrere Cercarien im
oberen Drittel und der Mitte der Beobachtungskuvette. Abhdngig von der Le-
bensdauer der Cercarien und der Tageszeit bleibt der Anteil der sich an der
Oberflache befindlichen Cercarien relativ konstant. Da gleichzeitig mehrere Cer-
carien im Wasser sind, ist es sinnvoll, daB3 nicht alle zur gleichen Zeit ihre Ener-
gien verbrauchen.

Dies wirde erklaren, daB eine Reizung nur indirekt das Verhalten der Cercarie
steuert, in dem die Auslésung eines SchwimmstoBes, abhangig vom Erregungs-
zustand, beschleunigt wird.

Insgesamt lassen die Beobachtungen den SchluB zu, daB insgesamt das Verhal-
ten der Cercarien dahin gehend beeinfluBt wird, die Dichte von Cercarien an der
Wasseroberflache konstant hoch zu halten. Die Reaktion der einzelnen Cercarie
spielt dabei nur indirekt eine Rolle. Ein Teil dieses Verhaltens ist durch auBere
Reizung beeinflussbar. Die Untersuchungen konnten jedoch nicht vollstandig
klaren, welcher Anteil am Verhalten einer reinen endogen Eigenrhythmik unter-
liegt. Die Eigenrhythmik I&sst sich zwar von auBen zum Teil modulieren, ein Rest
des Verhaltens unterliegt einem inneren willkirlichen Auslésemuster.

Um mehr Information darlber zu erlangen, wére es notwendig, weitere Langzeit-
beobachtungen durchzuflhren, eventuell auch Uber mehrere Tage hinweg mit
mehr als einer Cercarie. Dadurch kénnte eine gréBere Anzahl an Cercarien
gleichzeitig untersucht werden, um mehr Uber das dynamische Verhalten einer

Gruppe von Cercarien zu erfahren.
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4.6. Ausblick

Der Versuchsaufbau wurde so konzipiert, da nur genau eine Cercarie unter-
sucht werden kann. Durch den optimalen Einsatz der bisher vorhanden techni-
schen Mitteln war es mdglich, exakte Daten Uber das Verhalten einer einzelnen
Cercarie zu gewinnen.

Bei der Interpretation der gewonnen Daten stand bisher die Frage im Mittelpunkt,
welchen Nutzen das beobachtete Verhalten der Cercarie in Bezug auf die Wirts-
findung hat. In der nattrlichen Umgebung der Cercarie ist die Bedeutung der ein-
zelnen Cercarie allerdings nur nebenséchlich. Entscheidend ist die Frage, wie
hoch die Dichte an Cercarien im oberen Drittel des Wassers ist. Von Interesse
ware daher die Frage, welche Konsequenzen die bei einzelnen Cercarien beo-
bachteten Verhaltensmuster fir die Gesamtheit einer Cercarienpopulation hat.
Durch eine vollstandige digitale Aufzeichnung und Steuerung des Beobach-
tungssystems koénnte eine Untersuchung mehreren Cercarien gelingen. Mit dem
Fortschritt in der digitalen Bildverarbeitung wéare auch eine Echtzeitverarbeitung
der anfallenden Daten denkbar. Ebenso kénnte eine weitreichendere Langzeit-
beobachtung realisiert werden, eventuell auch von mehreren Cercarien gleichzei-
tig.

Im optimalen Fall kénnte ein Bild der gesamten Kivette gewonnen werden, wo-
durch ein aktives Mitfihren des Mikroskops Uberflissig werden wirde. Die Be-
wegungen der Cercarie lagen dann direkt als digitales Signal in Form eines Bild-
punktes vor. Mit Hilfe einer geeigneten Software kénnte somit eine lickenlose
Aufzeichnung erfolgen. Es wére dadurch mdglich, auf ein mechanisches Nach-
fihrsystem der Beobachtungseinrichtung zu verzichten. Diese digitale Bildinfor-
mation kénnte auch zur Steuerung von Hell- oder Dunkelreizen verwendet wer-
den. Es hatte den groBen Vorteil, daB keine Apparatur bewegt werden muf3, um
die Cercarie in ihren Bewegungen zu verfolgen.

Eine groBe Rolle bei der Interpretation des reizphysiologischen Verhaltens der
einzelnen Cercarie stellt der Aufenthaltsort der Cercarie dar. Aktiv ausgefihrte

Bewegungen fuhren immer an die Wasseroberflache, eine Passivphase zum Ab-
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sinken. Um dies genau aufzeichnen zu kénnen, miBte der Versuchsaufbau in
einigen Details verandert werden. Das Computerprogramm zur Steuerung des
Beobachtungssystems ist in seinem zeitlichem Ablauf der einzelnen Steuerungs-
komponenten genau der Taktfrequenz des Computers angepalBt. Weitere, aus-
gefeiltere Stimulationsversuche mit dem FotoverschluB wirden daher das Pro-
gramm Uberfordern. Eine leistungsfahigere Beobachtungseinrichtung (neuere
Computersysteme mit digitaler Bildverarbeitung) wére in der Lage, die anfallen-
den Bilddaten schnell zu verarbeiten und gleichzeitig die vorgegebenen Stimula-

tionsimpulse zu setzen.
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5. Zusammenfassung

Cercarien von Schistosoma mansoni sind weltweit die bedeutendsten human-
pathogen Infektionslarven von Trematoden. Uber 200 Millionen Menschen sind
weltweit von der Schistosomiasis betroffen. Und auch fir die nachsten Jahre ist
keine Abnahme der Infektionsraten zu erwarten. Daher ist es immer noch bedeu-
tend, weitere Kenntnisse Uber die Schistosomiasis zu erlangen.

Einen Teil des Infektionszyklus, der vom Verhalten der Cercarien abhangig ist
und der Wirtsfindung dient, haben wir in unseren Versuchen untersucht.

So ermittelten wir die Kombination von Lichtwellange und Lichtstarke, in der die
Cercarie am aktivsten ist. In den Versuchen veranderten wir die Lichtwellenlange
von 400 — 700 nm und gleichzeitig die Lichtintensitat von 5000 — 30000 Cd.

Die MeBergebnisse ergaben dabei eine optimale Kombination aus Lichtwellen-
lange von 500 nm und Lichtstarke von 10000 Cd, bei der die Cercarien ihre groB-
te Aktivitat zeigten. Bei dieser Kombination von Lichtwellenldnge und Lichtstarke
fuhrten die Cercarien die meisten und langsten SchwimmstéBe aus und befan-
den sich am haufigsten an der Wasseroberflache.

Unsere Untersuchungen zeigten, daB Rhodopsin mit groBer Wahrscheinlichkeit
als grundlegendes lichtreizverarbeitendes Strukturprotein bei Cerarien von Schi-
stosoma mansoni dient. Damit konnten wir die molekular-biologischen Ergebnis-
se bestatigen.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war es, Erkenntnisse Uber den Aufenthalts-
ort der Cercarie im Wasser in Abhangigkeit von Lichtwellenlange und Lichtstarke
zu bekommen. Es zeigte sich, daB sich die Cercarien bei Zunahme der Lichtin-
tensitat verstarkt an der Wasseroberflache aufhalten. Verringert sich dagegen die
Lichtintensitat, hélt sich die Cercarie haufiger am Boden auf.

Weiter untersuchten wir, in welchem MaBe die Cercarie auf Gabe von duBeren
Reizen reagiert. Nach einer langeren Passivphase am Boden begtinstigt die Ga-
be eines Dunkelreizes die Ausldsung eines aktiv ausgeflihrten SchwimmstoBes.
Dies fuhrt dazu, daB die Cercarie sich haufiger an der Wasseroberflache aufhalt.
Befindet sich die Cercarie dagegen an der Wasseroberflache, konnte keine Zu-

nahme der ausgeldsten SchwimmstdBe registriert werden.
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Ebenso konnten wir feststellen, daB der Mechanismus, der die Passivphase
steuert, vom Erregungszustand der Cercarie abhangig ist. Dieser Mechanismus
kann durch Gabe von exogenen Reizen z.T. moduliert werden, d.h., es konnte
sowohl eine Veranderung der Passivphase wie der sich anschlieBenden Aktivi-
tatsphase festgestellt werden. Bei Stimulationen in der Aktivphase konnten wir
Veranderungen des Verhaltens in dem selben Bewegungsablauf feststellen. Auf
die folgende Passivphase konnten wir dagegen keine signifikante Beeinflussung
feststellen. Beobachtet man die Gesamtheit einer Cercarienpopulation, stellt man
fest, daB sich zur selben Zeit konstant viele Cercarien an der Wasseroberflache
aufhalten. Gleichzeitig ,ruhen” sich die restlichen Cercarien am Boden der Beob-
achtungskuvette aus. Dieses Gesamtverhalten erméglicht, daB sich die Wahr-
scheinlichkeit, einen Endwirten zu finden, erhéht und dennoch die einzelne Cer-
carie mit ihrem beschrankten Energievorrat rationell umgehen kann. Diese Be-
obachtung erklart méglicherweise die Tatsache, daB sich das Verhalten der Cer-
carien nur bedingt durch duBere Reizgabe beeinflussen lasst. Ein Teil des Ver-
haltens kann von auBen gesteuert werden, ein Teil unterliegt einer endogen Ei-
gendynamik.

So konnten wir zeigen, daB3 die Cercarien den vor dem Schlipfen applizierten
Tag-Nacht-Rhythmus nach dem Schllpfen beibehalten und ihrerseits eine aus-
gepragte Ruhephase in der Nacht einhalten. Dies ermdglicht eine Einsparung
der Energiereserven und dient als Vorbereitung flr ein erneutes Ausschwarmen
am nachsten Tag. Diese endogene Eigendynamik der einzelnen Cercarie ermdg-
licht es der Gesamtheit der Cercarien, die Konzentration an Cercarien zu den
Zeiten, in denen viele Endwirte erwarten werden, an der Wasseroberflache kon-

stant hoch zu halten.
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