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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Hirudo-Art Komplex

Medizinische Blutegel der Gattung Hirudo sind aufgrund ihrer therapeutischen
Bedeutung weltweit beforschte Ektoparasiten (Trontelj und Utevsky, 2005). Sie zahlen
zum Stamm der Annelida, zur Klasse der Clitellata, zur Unterordnung der
Gnathobdelliformes (Kieferegel) und zur Familie der Hirudinidea (Grzimek, 1971). Der
Gattung gehdéren der wohl bekannteste Vertreter Hirudo medicinalis (Linnaeus, 1758;
europdischer Blutegel), Hirudo verbana (Carena, 1820; ungarische Blutegel,
Osteuropa), Hirudo orientalis (Shevkunova und Kristman, 1962; orientalischer Blutegel,
Kaukasus), Hirudo troctina (Johnson, 1816; Nordafrika) und die verhaltnismafig kleine
Art Hirudo nipponia (Whitman, 1886; Japan) an (Trontelj und Utevsky, 2005; Utevsky et
al., 2009). Die funf Arten unterscheiden sich durch ihre Farbungsmuster (Trontelj und
Utevsky, 2005). Zudem konnten fur H. medicinalis, H. verbana, und H. orientalis
artspezifische Karyotypen, sowie verschiedene Darmsymbionten (siehe 1.3)

nachgewiesen werden (Laufer et al., 2008; Utevsky et al., 2009).
Dorsal

22
—

1. Abb.: Dorsal- und Ventralansicht von Hirudo orientalis (a), Hirudo medicinalis (b) und Hirudo

s
e

verbana (c). Aus: Tontelj und Utevsky, 2012 (verandert)
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1 Einleitung

1.2 Biologie medizinischer Blutegel

Hirudo spec. lebt in stillen und langsam flieRenden Binnengewassern. In ihrem Habitat
bewegen sich die Tiere schwimmend fort, an Land (feuchter Boden) kriechend. Die
Tiere sind dorsoventral abgeflacht und weisen eine Segmentierung mit &ufRerer
sekundarer Ringelung auf (Busing, 1953). Diese besteht aus insgesamt 33
Segmenten, von denen die ersten vier zum vorderen Saugnapf verschmolzen sind und
die letzten sieben den hinteren Saugnapf bilden. Die paarigen Exkretionspori des
Metanephridialsystems befinden sich auf der Ventralseite, und zwar in jedem Segment
vom 7. bis zum 23.. Die aus zahlreichen optischen Sinneszellen gebildeten funf Paar
Augen sind in den vorderen Segmenten lokalisiert. Das Blutsystem der Egel ist durch
Coelomséacke, welche zu engen Kanalen umgeformt sind, ersetzt. In diesen befindet
sich die Coelomflissigkeit, die das Hamoglobin in Suspension enthalt (Lucius und
Loos-Frank, 2008).

Obwohl es sich um protandrische Hermaphroditen handelt, sind an ihrer Verpaarung
stets zwei Egel beteiligt (Mann, 1962; Elliot und Kutschera, 2011). Die weiblichen
Geschlechtsorgane, bestehend aus der Vagina sowie paarigen Ovarialschlauchen mit
akzessorischen Drusen, befinden sich im 11. Segment. Die mannlichen
Geschlechtsorgane, bestehend aus den Hoden mit jeweils neun Séackchen mit
Spermien-bildendem Gewebe, sind paarig angeordnet und jeweils durch kleine Kanale
mit zwei lateralen LangsgefalRen verbunden, die sich zu Samenblasen erweitern und
schlieBlich als ausstillpbarer Penis im 10. Segment erscheinen (Lucius und Loos-
Frank, 2008). Innerhalb einer Fortpflanzungssaison produziert ein einzelnes Tier nach
innerer Befruchtung mehrere Kokons, die es im feuchten Boden ablegt, und in denen
sich jeweils 5 bis 25 Eier mit einem Durchmesser von ca. 100 um befinden. Bereits
nach 5-9 Tagen Entwicklungszeit sind alle Organe im Embryo ausgereift. Die Larven
beginnen sich vom Albumin im Kokon zu erndhren und durchlaufen noch dort ihre
Metamorphose vollstandig. Nach ca. 30 Tagen wird der Kokon von den Jungtieren
durchbrochen (Fernandez und Stent, 1982).

Hirudo-Arten sind Ektoparasiten und erndhren sich hdmatophag. Wahrend adulte Tiere
in der Lage sind Vogel und Saugetiere zu parasitieren, nutzen juvenile Egel aufgrund
ihrer noch geringen KorpergréR3e und den entsprechend kleinen Kiefern in der ersten
Lebensphase Uberwiegend Amphibien als Nahrungsquelle (Elliott, 2008). Insbesondere
das néahrstoffreiche Blut von Saugetieren scheint vermutlich aufgrund enthaltener
Hormone in der spateren Entwicklungsphase der Jungtiere von besonderer Bedeutung
zu sein, da es zur Erreichung der Geschlechtsreife benotigt wird (Wilkin und Scofield,
1991).
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1 Einleitung

Wahrend sich hungrige (ungesogene) Egel zur besseren Wirtswahrnehmung dicht
unter der Wasseroberflache aufhalten, wurden Blutegel, die gerade Nahrung
aufgenommen hatten (gesogen), zum Zweck der Verdauung vorwiegend in den
tieferen Gewasserschichten beobachtet (Dickinson und Lent, 1984). Im Jahr 1986
konnte in einer Studie von Ellen J. Elliott am Beispiel des europaischen Blutegels, H.
medicinalis, gezeigt werden, dass die Wirtsfindung und das Nahrungsverhalten der
Egel sowohl von mechanischen und thermischen Faktoren als auch von chemischen
Stimuli beeinflusst wird (Elliott, 1986). Verantwortlich dafir sind Foto-, Thermo- und
Chemorezeptoren enthaltende Sensillen, die sich am vorderen Saugnapf, dem
Prostonium und auf den Annuli des Egels befinden (Dickinson und Lent, 1984). Nimmt
ein Tier Wasserbewegungen/Vibrationen (mechanischer Stimulus), sowie sich
verandernde Lichtverhdltnisse innerhalb seines Habitats wahr, schwimmt es gerichtet
zur moglichen Nahrungsquelle (Young et al., 1981). In unmittelbarer Nahe des Wirtes
werden das Anheften sowie der sich anschlieRende Beil3akt zusatzlich durch die
Wahrnehmung der Koérperwarme (thermischer Stimulus) des potenziellen Wirts
unterstitzt, wobei die optimale Temperatur zwischen 37 °C und 40 °C liegt (Dickinson
und Lent, 1984; Lent und Dickinson, 1984). Nach Elliott (1986) spielen zudem
chemische Stimuli, ausgeldst durch Natriumchlorid und Arginin, eine bedeutende
Schlusselrolle. Beide Substanzen kommen natirlich im Blut sowie in geringen
Konzentrationen im Schweil3 des Wirtstieres vor. Physiologische Kochsalzlésungen in
Kombination mit einer physiologischen Arginin-Konzentration wurden unter
Laborbedingungen von H. medicinalis in vergleichbar groien Mengen aufgenommen
wie Blut. Reine physiologische Kochsalzldsungen oder reine Arginin-Losungen fuhrten
hingegen nicht zum Saugakt (Elliott, 1986), so dass geschlussfolgert werden kdnnte,
dass nur die Kombination aus beiden Stoffen die Nahrungsaufnahme signifikant
stimuliert (Elliott, 1986).

1.3 Kieferstrukturen, Nahrungsaufnahme und Verdauung

Hat ein Blutegel einen potenziellen Wirt erreicht, saugt er sich mit seinem vorderen
Saugnapf an dessen Hautoberflache fest. Mittels periodischer Kippbewegungen seiner
drei mit Calcitzahnchen besetzten Kiefer ségt er oberflachlich eine Wunde in die
Wirtshaut (Damas, 1972; Damas, 1974; Oppler, 1904; Lent et al., 1988). Optisch dhnelt
deren Form einem Y (Abb. 2), in deren Mitte sich die Mundéffnung positioniert (Damas,
1972; Wells, 1993). Jeder Kiefer tragt eine Reihe von rund 60 pyramidenférmigen,
angespitzten Calcitzahnchen von etwa 45 um Hoéhe (Abb. 3). Zwischen den Zahnchen
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befindet sich jeweils eine Pore, durch die der Blutegel Speichel in die Wunde des Wirts
injiziert (Orevi et al., 2000).

2. Abb.: REM-Aufnahme (nachtraglich coloriert) des Kieferapparats von H. medicinalis (Lucius und
Loos-Frank, 2008)

Aus der mechanisch verursachten Wunde gelangt das einstrémende Nahrungsblut in
den Mundraum und anschlieend durch die Mundéffnung in den kurzen, muskulésen
Pharynx, welcher die Nahrungsaufnahme maRgeblich durch peristaltische
Muskelkontraktionen unterstitzt und das Blut in den Speichermagen transportiert. Der
Pharynx stellt als kaudaler Abschnitt des Vorderdarmes die Verbindung zwischen
Mundéffnung und dem bereits zum Mitteldarm gehérenden Osophagus dar. Er besitzt
die Fahigkeit sich aktiv zu erweitern (Saug- bzw. Fill-Leistung) und zu verengen
(Transport- bzw. Entleerungs-Leistung). Dieser Zyklus lauft rasch ab (250/min), was
dem Tier ermdglicht, in kurzer Zeit groRe Blutmengen aufzunehmen. Fir den
Pumpmechanismus scheint die kraftig ausgebildete Radiarmuskulatur verantwortlich
zu sein, wahrend die Quererweiterung des Pharynx in mittleren und kaudalen
Abschnitten Uberwiegend von der Langsmuskulatur bewirkt wird. Das Verschliel3en
des Pharynxeingangs wird von der Ringmuskulatur verursacht (Hammersen, 1963).
Der Saugakt des Blutegels dauert zwischen 20 und 30 Minuten. In dieser Zeit kann das
Tier sein Gewicht verneunfachen (Lent et al., 1988). Um die Menge an eingesogenem
Nahrungsblut einlagern und verwerten zu kénnen, verfigen Blutegel Uber einen
langgezogenen Speichermagen, dessen Oberflache durch 10 Divertikel vergrofRert
wird. Unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme werden dem Wirtsblut Wasser und
Salze entzogen und Uber die paarig angeordneten Nephridien abgegeben (Zerbst-
Boroffka und Wenning; 1986, Wenning, 1996). Auf diese Weise verlieren die Egel
bereits innerhalb einer Woche die Halfte ihres Gewichts und gewinnen ihre
4|Seite
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Bewegungsfahigkeit zuriick (Dickinson und Lent, 1984). Die Verdauung des
eingedickten Nahrungsblutes erfolgt im Anschluss nur sehr langsam Uber einen
Zeitraum von bis zu einem Jahr, da ausschlie3lich sehr kleine Portionen in den Darm
des Tieres uberfiihrt und dort verdaut werden (Nowak und Schrér, 2007; Nelson und
Graf, 2012).

Metagenomische Analysen der letzten Jahre weisen darauf hin, dass an dem
Verdauungsprozess Darmsymbionten beteiligt sind, die verschiedene Aufgaben im
Egeldarm Ubernehmen kdnnten (Nelson und Graf, 2012; Maltz et al., 2014). So wird
vermutet, dass das im Egeldarm vorkommende Bakterium Aeromonas veronii ein
Hamolysin exprimiert, das die Lyse der Erythrozyten unterstitzt (Bomar et al., 2011;
Maltz et al.,, 2014). Eine zweite Hypothese bezieht die Mdglichkeit ein, dass die
Darmsymbionten dem Egel zusatzliche Nahrstoffe (Vitamine, Eisen) aufbereiten
kénnten (Edwards et al., 1957; Graf, 2002; Maltz et al., 2014) und eine dritte
Mutmafllung ist, dass die Symbionten die Abwehr von pathogenen Keimen
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) unterstiitzen (Busing et al., 1953;
Nelson und Graf, 2012; Maltz et al., 2014). Derzeit wurden in H. verbana zwei
dominante Darmsymbionten identifiziert, das Bakterium Aeromonas veronii und das
Rikinella-like Bakterium, deren genaue Funktionen fir den Egel gegenwartig erforscht
werden (Siddall et al., 2011; Maltz et al., 2014). Dariiber hinaus zeigen neuere Studien,
dass verschiedene Egel-Arten auch unterschiedliche Darmsymbionten in sich tragen,
die bereits im Kokon auf die Jungtiere Ubergehen. In H. orientalis dominieren
Aeromonas veronii oder Aeromonas jandaei (kein gleichzeitiges Vorkommen), wahrend
in H. medicinalis das Bakterium Aeromonas hydrophila vorkommt (Siddall et al., 2011;
Nelson und Graf, 2012).

1.4  Speicheldrisenzellen und Sekretionsmechanismen

Medizinische Blutegel der Gattung Hirudo besitzen einzellige Speicheldriisen, deren
Lokalisation, Morphologie und Histologie an der Art H. medicinalis in den letzten
Jahrzehnten naher untersucht wurden (Damas, 1972; Damas, 1974, Marshall und
Lent, 1988). Die Zellkdrper der Drisenzellen befinden sich einzeln im Tier, eingebettet
zwischen Bindegewebe und Muskulatur, zwischen dem 5. und 11. Segment, einer
Region, die sich entlang des Pharynx vom posterioren Kiefer bis zum anterioren
Speichermagen erstreckt (Damas, 1974; Marshall und Lent, 1988). Die Driisenzellen
erscheinen optisch kugel- bis eiférmig und weisen einen Durchmesser von 30 bis 200
um auf. Aus jeder Zelle erstreckt sich ein Zellfortsatz (Ausfihrgang), der eine Lange
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von bis zu 2 cm erreichen kann (Abb. 3) Diese verlaufen in Bundeln angeordnet
anterior entlang der Muskulatur und munden schlie8lich im Kiefer zwischen den
Calcitzdhnchen aus. Durch die Ausfiihrgénge ist es dem Egel méglich, Speichel aus
den Drisenzellen direkt in das durch den BeifRakt erdffnete BlutgefalRsystem des
Wirtes zu injizieren (Marshall und Lent, 1988).

3. Abb.: Bau und Lage der Speicheldriisenzelle im umliegenden Gewebe.

Abgebildet ist ein Kiefer (grau), an dessen Rand sich zahlreiche Calcitzdhnchen (2) befinden. Jede
Speicheldrusenzelle (4) besitzt einen Zellfortsatz, den sogenannten Ausfihrgang (3), welcher zwischen
den Zahnchen des Tieres ausmuindet (1) und mit dessen Hilfe die Speichelproteine in die Wunde des
Wirts injiziert werden kénnen. An der Basis der Drusenzelle (5) sind der Zellkern und der biosynthetische
Apparat angedeutet. Im Bild (a) ist der schematische Aufbau eines Kiefers und einer Speicheldrise

dargestellt. Das Bild (b) zeigt einen Azan-gefarbten Paraffinschnitt. Aus: Hildebrandt und Lemke, 2011

Marshall und Lent (1988) vermuteten, dass sich im Bindegewebe des Egels
mindestens 2.000 Speicheldrisenzellen befinden und dass etwa 100 Ausfiihrgange in
jedem Zahnzwischenraum ausmiinden (Marshall und Lent, 1988). Darlber hinaus
verdeutlichten histologische Untersuchungen an Paraffinschnitten, dass die
Sekretionszellen im Vorderkdrper von H. medicinalis nach erfolgter Azanfarbung nicht
einheitlich, sondern orange, rot-violett oder blau angefarbt erscheinen. Aus diesen
Untersuchungen schlussfolgerte Damas (1974), dass es zwei verschiedene Arten von
Sekretionszellen im Speicheldrisengewebe gibt, die entweder Proteine (orange und
rot-violette Zellen) oder Polysaccharide (blaue Zellen) enthalten. Den blauen Mukus-
Zellen ordnete sie Funktionen der Kieferbewegung und Nahrungsblutspeicherung zu,
den Protein enthaltenden Zellen hingegen die fir die bioaktiven Wirkungen

(Antikoagulantia, Proteasen) verantwortlichen Funktionen (Damas, 1974).
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Unklar ist derzeit, ob die Speicheldriseninhaltsstoffe frei in der Zelle oder in
Speichervesikeln verpackt vorliegen und wie deren Ausschittung aus den
Vorratsbehéltern erfolgt. Mogliche Speichelsekretionsmechanismen kénnten sowohl
humoral Gber Hormone, als auch neuronal dber die Innervation der
Speicheldriisenzellen oder die Ausschittung von Neurotransmittern erfolgen. Zudem
liegen die Somata der Speicheldrisenzellen im Parenchym, eingebettet zwischen
zahlreichen Muskelfasern vor, so dass auch diese in Folge von Kontraktionen allein
oder in Kombination mit Hormonen bzw. Neurotransmittern die Ausschiittung einleiten
koénnten. Experimentell gelang es Marshall und Lent (1988), die Kontraktion der Kiefer-
und Pharynxmuskulatur sowie die Speichelsekretion durch das 20 minltiges Baden der
Blutegel in Serotonin (30 umol/l), einem biogenen Amin, welches in den Retzius-Zellen
des Egels nachgewiesen wurde (Mory et al., 2000), anzuregen (Marshall und Lent,
1988).

Sollte Serotonin (5-HT) an entsprechende Rezeptoren in der Speicheldrisenzelle
binden, kénnte das Amin zu einer Erhéhung der intrazelluléaren Ca?*-Konzentration
fuhren, ahnlich wie es in den tubularen Speicheldriisen von Dipteren nachgewiesen
wurde (Schmidt, 2006). Schon im Jahr 1984 postulierten Lent und Dickinson (1984),
dass die Speichelsekretion des medizinischen Blutegels nicht nur durch 5-HT stimuliert
wird, sondern auch durch Ca**-Kanalinhibitoren gehemmt wird. Zudem verwiesen Lent
und Dickinson (1984) auf eine Anderung des Membranpotenzials, die durch den
Einstrom von Ca®" verursacht werden konnte. Bislang noch unerforscht ist, ob die
Kalzium-lonen als second messenger weitere Signalkaskaden in der Zelle auslosen,
die eine Speichelfreisetzung zur Folge haben.

Denkbar ware auch, dass ein osmotisch angetriebener Transport von Wasser zum
Ausspllen der Speichelinhaltsstoffe aus der Drisenzelle fiihrt. Sollten die
Speicheldrisenproteine in kondensierter Form im Zytosol vorliegen, kénnte die
Anderung des Membranpotenzials zur Offnung spannungsabhangiger (beispielsweise
far Na" oder CI) fuhren. In der Folge wirden Na* und/oder Cl-lonen in die Zelle
einstromen und die Osmolyt-Konzentration im Zellinneren ansteigen. Denkbar wére
zudem die Aktivierung Na'-abhangiger Chlorid-Transporter. In Frage kamen ein
Natrium-Chlorid-Kotransporter oder auch ein Natrium-Kalium-2-Chlorid-Kotransporter.
Dessen Existenz wird auch im Zusammenhang mit der Zellschwellung von Neuronen
im Egel diskutiert (Wusten, 2003). Auch dadurch wiirde die intrazellulare Na*- und CI'-
Konzentration in der Zelle ansteigen und die osmotische Dichte erhéht werden. Wasser
konnte Uber Diffusion oder gedffnete Aquaporine in die Zelle einstromen, um die
Osmolaritatsunterschiede zwischen Zytosol und Extrazelluarraum auszugleichen.

Aufgrund der Verdinnung des Zytosols und des begrenzten Volumens im Inneren des
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Tieres kdnnten die Speicheldriseninhaltsstoffe durch die Ausfihrgénge aus der Zelle
ausgespult werden. Die Wiederherstellung des Ruhemembranpotenzials, sowie des
urspriinglichen Na'/K*-Gradienten konnten anschlieRend durch eine Na'/K*-Pumpe
erfolgen.

Da diesbezuglich aber noch keine Erkenntnisse vorliegen, missen auch andere
Sekretionsmechanismen in Betracht gezogen werden. Zahlreiche Organismen wie
beispielsweise Frdsche, SiuRwasserfische oder auch Paramecium spec. regulieren
ihren Wasserhaushalt durch das Vorhandensein elektrogener Protonenpumpen, den
sogenannten V-ATPasen (Wieczorek et al., 1999; Huf3, 2001; Wassmer et al., 2009).
Die lonentransport-ATPasen weisen gegeniber den Plecomakroliden Bafilomycin und
Concanamycin eine hohe Empfindlichkeit auf (Drése und Altendorf, 1997; Huf3, 2001)
und kommen in bestimmten Endomembranen aller Eukaryoten sowie in den
Plasmamembranen vieler tierischer Zellen vor (Anraku et al., 1992; Gluck, 1992;
Gogarten et al.,, 1992; Hul3, 2001). In diversen Epithelgeweben von Insekten
energetisieren sie sekundare K*-Transporte (Klein, 1992), die beispielsweise durch
einen K'/nH*-Antiporter, wie er im Mitteldarmepithel von Maduca sexta nachgewiesen
wurde, ausgelost werden (Wieczorek et al., 1991; Wieczorek, 1992; HufR3, 2001).
Sollten die V-ATPase und ein potenzieller K'/nH*-Antiporter auch in den
Speicheldriisenzellen medizinischer Blutegel vorkommen und die Proteine innerhalb
der Zelle in Speichervesikeln vorliegen, so konnte die V-ATPase Protonen in diese
hineinpumpen, die anschlielend durch den Antiporter im Austausch fir Kalium-lonen
wieder aus den Vesikeln transportiert werden. Unter diesen Umstdnden kdnnte
aufgrund der erhohten K'-Konzentration (Osmolyt) Wasser in den Vesikel ein
diffundieren, so dass es zum Platzen des Vesikels kommt und die Inhaltsstoffe in freier
Form den Ausfiihrgang passieren (Abb. 4). Sollte es wahrend dieses Vorganges auch
zu einer V-ATPase-vermittelten Ansauerung des intraluminalen pH-Wertes kommen,
konnte dies zudem Enzyme aktivieren, die die gespeicherten Proteine von den
inaktiven Vorlauferformen in die aktiven Formen katalysieren konnten (Forgac, 2007;
Knight und Behm, 2012). Es wéare auch denkbar, dass anstelle von K*-lonen Na*- und
Cl-lonen in Folge der Offnung spannungsabhéngiger Kanale (z.B. Natriumkanal) oder
der Energetisierung spezifischer Transporter (z.B. CI/HCOgs-Antiporter) durch die V-
ATPase die Vesikelschwellung induzieren. In den sekretorischen Speicheldriisenzellen
der Schmeil¥fliege Calliphora vicina wird die Bildung des V-ATPase-Holoenzyms durch
Serotonin stimuliert. Dartber hinaus wird die Aktivitat der Protonenpumpe durch den
Ca?*-Spiegel beeinflusst (VoRB, 2008), so dass auch im hypothetischen Fall der
Beteiligung der V-ATPase am Sekrektionsmechanismus im Blutegel Serotonin und

Ca®* eine Rolle spielen kénnten.

8|Seite



1 Einleitung

4. Abb. : Hypothetischer Sekretionsmechanismus unter Beteiligung der V-ATPase.

Dargestellt ist eine einzellige Speicheldriisenzelle (hellgrau), in deren Soma die Speicheldriisenproteine in
Vesikeln verpackt (grau) vorliegen. Nach dieser Modellvorstellung pumpen potenzielle V-ATPasen (grin)
unter ATP-Verbrauch Protonen in die Vesikel. Diese gelangen anschlieRend tiber hypothetische K*/nH*-
Antiporter (orange) zuriick ins Zytosol der Zelle. Die entsprechend erhhte Konzentration an K" im Vesikel,
kénnte zur Diffusion von Wasser (blau) und folglich zum Platzen des Vesikels (helleres grau) und zum
Ausschwemmen der Proteine fiihren. Denkbar wére auch, dass spannungsabhéngige Na'- oder CI-
Kandale sowie weitere spezifische Transporter durch V-ATPasen energetisiert werden und zur Erhéhung
der Osmolyt-Konzentration beitragen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden potenzielle Kanale nicht
dargestellt. Auf die Darstellung weiterer Transporter und Zellorganellen wurde im Schema verzichtet.

Auf das mogliche Vorkommen von Vesikeln in den Speicheldriisenzellen medizinischer
Blutegel der Gattung Hirudo kénnte eine im Jahr 1965 verdéffentlichte Arbeit von Clark
hindeuten. Mittels elektronenmikroskopischer Methoden studierte er sekretorische
Driisenzellen der Egelarten Helobdella stagnalis und Macrobdella decora. Ahnlich den
Speicheldrisenzellen von Hirudo spec. zeigen diese eine unizellulare Struktur.
Interessanterweise liegen die Mukopolysaccharide und Proteine nicht kondensiert im
Zellkorper, sondern eingebettet in Speichervesikeln vor. Zudem sind im Soma der Zelle
neben den Vesikeln auch zahireiche Mikrotubuli lokalisiert (Clark, 1965). Sollte es zur
Bindung von Motorproteinen an derartige Mikrotubuli kommen, kénnten diese den

Vesikeltransport maf3geblich beeinflussen.

1.5 Speicheldriseninhaltsstoffe

Hamatophage Egel haben sich im Laufe ihrer Evolution perfekt an ihren Wirt angepasst
und Strategien entwickelt, die es ihnen ermdglichen, die nattrlichen Abwehrfunktionen
des Wirts wahrend der Nahrungsaufnahme zu unterdriicken (Basanova et al., 2002).

Im Sinne dieser Anpassungsstrategien kommt den Speicheldrisenzellen der Tiere eine
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besondere Bedeutung zu. Sie enthalten bioaktive Substanzen, die schmerzstillende,
gefalRerweiternde, gerinnungshemmende (Ascenzi et al., 1995), sowie mit grol3er
Wahrscheinlichkeit antibakterielle Eigenschaften besitzen (Zavalova et al., 2004;
Zavalova et al., 2006), welche es dem Egel ermoglichen vom Wirt unentdeckt zu
bleiben (siehe 1.5.1), dessen Bindegewebe zugunsten des Flissigkeitsanstroms
aufzulockern (siehe 1.5.2), den Wundverschluss zu verhindern (siehe 1.5.3), die
Blutgerinnung zu inhibieren (siehe 1.5.4) und das Wachstum von Bakterien im
Speichermagen zu unterdricken (siehe 1.5.5). Obwohl man heute aufgrund
proteomischer Analysen davon ausgeht, dass der Speichel von Hirudo mehr als 100
Proteine enthalt, konnten bislang nur sehr wenige identifiziert und funktionell
charakterisiert werden, ein Umstand, der insbesondere auf das Fehlen genomischer
Daten von Hirudo zuriickzufihren ist (Baskova et al., 2004). Partielle Sequenzdaten
von Speichelproteinen hamatophager Blutegel liegen derzeit haufig nur in Form von
Expressed Sequence Tags (ESTs) vor (NCBI) und beschrénken sich auf wenige Arten,
zu denen der amerikanische Blutegel Macrobdella decora (Min et al., 2010), Hirudo
verbana (1800 ESTs) und der afrikanische Blutegel Aliolimatis fenestrata (1555 ESTSs)
z&hlen (Kvist et al., 2013a). Da es sich bei ESTs um kurze cDNA-Fragmente handelt,
die durch partielle Sequenzierung von cDNAs ausgehend von deren 5- oder 3‘-Ende
gewonnen werden, ist der Abgleich mit Aminosauresequenzen (RNA), die aus
proteomischen Analysen und massenspektrometrischen Verfahren (MALDI-TOF)
stammen, nicht ohne weiteres mdglich. Zudem ist unklar, inwieweit sich die
Speichelproteine verschiedener Arten voneinander unterscheiden und ob man
Homologe durch Sequenzvergleiche sofort erkennen wirde. Eine im Jahr 2008 von
Baskova et al. veroffentlichte Publikation behandelt genau dieses Fragestellung im
Hinblick auf die drei Hirudo-Arten: H. medicinalis, H. verbana und H. orientalis. Mittels
proteomischer Analysen und Surface-enhanced laser desorption/ionization-
Massenspektrometrie  (SELDI-MS) zeigten sich im quantitativen Vergleich
entsprechender Proteinspots (= 100) in zweidimensionalen Gelen so gut wie keine
Differenzen zwischen den Arten, wohingegen die einzelnen Massenspektren (> 50) der
SELDI-MS Analysen nur zu 30 — 40 % identisch mit denen von mindestens einer
weiteren Art waren. Urséchlich dafir kénnten posttranslationale Modifikationen oder
ein hoher Polymorphismus sein, welcher sich in Form von Aminosauresequenz-
Variationen auf3ert. Im MS fihren Unterschiede in der Aminosauresequenz bereits bei
einer veranderten Aminosaure zu unterschiedlichen Peaks (Baskova et al., 2008). Vom
Hirudin, einem Thrombininhibitor des medizinischen Blutegels (siehe 1.5.4), sind
zahlreiche Isoformen, die sogenannten Isohirudine, bekannt (Scharf et al. 1989). Kvist

et al. (2013a) zeigten durch EST-Abgleiche, dass die Diversitat von Speichelproteinen
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in den drei Arten H. verbana, A. fenestrata und M. decora ahnlich stark ausgepréagt ist
und dass individuelle Polymorphismen sowie Deletionen und Insertionen (Indels)
auftreten, die insbesondere bei den Proteinen Eglin ¢ (siehe 1.5.1) und Hirudin
vorkommen. Sollten derartige Polymorphismen die Struktur entsprechender Proteine
verandern, konnten diese u.U. neue Funktionen Ubernehmen und das Spektrum der
Angriffsorte im Wirt erweitern (Kvist et al., 2013a) oder dem einzelnen Individuum das
optimale Parasitieren verschiedener Wirte erlauben. Interessanterweise deutet eine
Studie von Baskova et al. (2007) dartber hinaus die Mdoglichkeit jahreszeitlicher

Differenzen bei der Expression von Speichelproteinen an (Baskova et al., 2007).

1.5.1 Analgetika und entzindungshemmende Substanzen

Um sich von Blut ernahren zu kénnen, beien Blutegel ihren Wirt Uber einen Zeitraum
von > 20 bis 30 Minuten und verursachen bei diesem eine Wunde, die einerseits zur
Auslosung der inflammatorischen Immunantwort fihrt und andererseits direkt
Schmerzen induziert, welche unter normalen Umstanden zur Folge haben, dass der
Wirt den Parasiten entdeckt und zu entfernen versucht. Anlasslich dieses fir den Egel
nachteiligen Umstands in Bezug auf die erfolgreiche Nahrungsaufnahme, haben die
Ektoparasiten in Folge evolutiondrer Anpassungsstrategien Speicheldriiseninhaltsstoffe
entwickelt, die mit hoher Wahrscheinlichkeit analgetische und immunsupressive
Wirkungen entfalten. Gleichwohl es bislang nicht gegluckt ist, einen direkten Wirkstoff
mit analgetischem Charakter zu identifizieren, gelang es Baskova et al. (1992) zu
zeigen, dass der Speichel medizinischer Blutegel unbekannte Kininasen enthalt,
welche in der Lage sind Kinine (z.B. Bradykinin) zu inhibieren (Baskova et al., 1992).
Diese spielen eine entscheidende Rolle bei der Erregung glattmuskularer Organe, der
Dilatation peripherer GeféalRe, der Erhdhung der Kapillarpermeabilitit sowie bei der
Induktion von Schmerz und der Auslosung der inflammatorischen Immunantwort
(Dittmann et al., 1979). Ihr proteolytischer Abbau kann die Schmerzsuppression im
Bereich der Bissstelle positiv beeinflussen und dem Egel das unentdeckte Saugen
ermoglichen.

Einen &hnlichen Effekt konnte auch das im Speichel von H. medicinalis und H. verbana
(Baskova et al.,, 2008) nachgewiesene Protein Hirustasin auf indirektem Wege
hervorrufen. Das 5866 Da schwere Molekil setzt sich aus 55 Aminosauren zusammen
und gehort zur Familie der Antistasin-ahnlichen Proteine (Séllner et al., 1994). Es
besteht aus nur einer Doméane, die sich in zwei Subdoménen, den N- und den C-
Terminus einteilen lasst. Innerhalb der Struktur kommt es zur Ausbildung von flnf
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Disulfidbriicken zwischen den Cysteinresten Cys® und Cys'’, Cys'* und Cys®** am N-
Terminus und Cys® und Cys*, Cys® und Cys*® sowie Cys® und Cys> am C-Terminus
(Baskova und Zavalova, 2001). Gegenuber den beiden Domanen des Antistasins,
einem Protein, welches aus den Speicheldriisenzellen des mexikanischen Blutegels
Haementeria officinalis isoliert wurde, weist Hirustasin eine Sequenzahnlichkeit von 27
% bzw. 32 % auf (Mittl et al., 1997). Im Gegensatz zum Antistasin und dem nahe
verwandten Ghilanten (Haementeria ghilianii) inhibiert Hirustasin jedoch nicht den
Blutgerinnungsfaktor Xa, sondern neben Trypsin, Chymotrypsin und Kathepsin G die
Gewebskallikreine (Ascenzi et al., 1995, Mittl et al.,, 1997). Diese spalten inaktive
Gewebshormone, die sogenannten Kininogene, proteolytisch in die biologisch aktiven
Kinine, die wie bereits oben beschrieben u.a. an der Induktion von Schmerz beteiligt
sind (Dittmann et al., 1979).

Zu den wenigen bislang identifizierten Proteinen mit entzindungshemmenden
Eigenschaften zahlen die Egline. Dabei handelt es sich um Protease-Inhibitoren, die in
multiplen Formen vorkommen (Baskova und Zavalova, 2001). Sie wurden in H.
medicinalis, H. verbana und H. orientalis nachgewiesen (Baskova et al., 2008) und sind
funktionell in der Lage a-Chemotrypsin, Chymase, Substilisin, Elastase und Kathepsin
G (Baskova und Zavalova, 2001) sowie die Proteinasen A und B von Streptomyces
griseus (Quasim et al., 1997) zu inhibieren. Im Jahr 1977 gelang die Isolierung von
zwei Eglin-Typen, die als Eglin b und Eglin ¢ bezeichnet wurden (Seemdiller et al.,
1977). Beide Isoformen haben eine Molekularmasse von ca. 8 kDa, liegen als
einstrangige Polypeptidkette vor und unterscheiden sich in ihrer Proteinsequenz,
bestehend aus jeweils 70 Aminosauren, durch nur eine einzige Aminoséure (Baskova
und Zavalova, 2001). Sie enthalten weder Cysteinreste noch Disulfidbriicken und sind
hohen Temperaturen sowie Sauren gegeniuber bestdndig. Im Gegensatz zu den
meisten anderen Proteinen kommen sie nicht nur im Speichel, sondern im gesamten
Egelkdrper vor, vor allem in den Hoden, im Schleim und den Nephridien (Seemdiller et
al., 1977; Seemiiller et al., 1986; Ascenzi et al., 1995). Insbesondere das Eglin ¢ steht
aufgrund der Fahigkeit die humane neutrophile Elastase und die Mastzellprotease
Kathepsin G zu inhibieren im Fokus zahlreicher humanmedizinischer Betrachtungen
(Ascenzi et al.,, 1995). Die von den neutrophilen Granulozyten gebildete Elastase
spaltet Peptidbindungen von Aminoséduren und kann wie die Mastzellprotease
Kathepsin G unter bestimmten Umstanden Elastin- und Kollagenkomponenten der
Alveolarwand lysieren und die Ausbildung eines Lungenemphysems induzieren
(Schmidt, 1990). Die Funktionen der Egline fur den Blutegel sind bislang nicht
aufgeklart (Roters und Zebe, 1992), jedoch wird vermutet, dass die Inhibitoren die

Langzeitspeicherung von Blut im Speichermagen des Tieres unterstitzen und von
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sekretorischen Driisenzellen des Vorderdarms zusatzlich freigesetzt werden
(Hammarsen und Pokahr, 1972). Im Jahre 1992 zeigten Roters und Zebe, dass sich
die Konzentration der Egline im gespeicherten Nahrungsblut nach 15 Wochen
verfunffacht, die Proteine im Intestinum des Tieres jedoch grundséatzlich nicht
nachweisbar sind. Moglicherweise inhibieren sie Proteasen, die von Bakterien
und/oder Blutzellen freigesetzt werden und unterbinden so eine frihzeitige Verdauung
im Speichermagen des Tieres (Roters und Zebe, 1992).

Ahnliche Funktionen erfilllen wahrscheinlich auch die Bdelline (Roters und Zebe,
1992), Proteaseinhibitoren, die ebenfalls im gesamten Egelkorper, einschlief3lich des
Speichels vorkommen (Baskova et al., 2008). Sie inhibieren Trypsin, Plasmin und das
Akrosin reifer Spermien mit einer Wirkungskonstante K; von 107 bis 10™ mol/l (Fink et
al., 1986) nicht jedoch Chymotrypsin, Gewebs- und Plasmakallikrein sowie Subtilisin
(Baskova und Zavalova, 2001). lhre Unterteilung erfolgt in zwei Gruppen: die Bdelline
A (6-7 kDa) und B (5 kDa). Beide Gruppen weisen multiple Formen auf, haben
unterschiedliche Aminosauresequenzen, bilden mit den korrespondierenden Enzymen
aguimolare Komplexe aus und besitzen an der reaktiven Seite einen Lysin-Rest
(Baskova und Zavalova, 2001). Das Bdellin A ist homolog zum Antistasin (Tuszynski et
al., 1987) und wird aufgrund des molekularen Verwandtschaftsgrades als Bdellastasin
bezeichnet. Aufgrund von strukturellen Differenzen inhibiert Bdellastasin im Gegensatz
zum Antistasin jedoch nicht den Blutgerinnungsfaktor Xa (Rester et al., 1999).
Innerhalb der Bdelline B gelang es Seemdiller et al. (1977) mit gelelektrophoretischen
Techniken die sogenannten ,high molecular weight forms“ (HMB) mit Molekularmassen
zwischen 20 und 38 kDa zu isolieren (Seemdller et al., 1977). Fink et al. (1986)
demonstrierten einige Jahre spéater, dass die zum Kazal-Typ der Proteaseinhibitoren
gehorende 3. Fraktion der HMB (20 kDa) die am starksten inhibierende Wirkung auf
Proteasen ausubt (Fink et al., 1986; Baskova und Zavalova, 2001).

Mastzellen sind Zellen der korpereigenen Abwehr, die im Bindegewebe von
zahlreichen Wirtsorganismen medizinischer Blutegel, wie Saugetiere, Fische, Reptilien
und Vogel nachgewiesen werden konnten (Riley, 1959; Selye, 1965). Sie enthalten
zytoplasmatische Granula, in welchen sich Serinproteasen befinden, die nach der
Mastzellaktivierung in katalytisch aktiver Form freigesetzt werden (Caughey et al.,
1988). Zu den serinen Proteinen z&hlen Tryptase und Chymase sowie die
Carboxypeptidase und Kathepsin G (Schechter et al., 1990; Irani et al., 1991). Die
physiologische Bedeutung der Tryptase ist bislang nicht aufgeklart, jedoch deuten in
vitro Versuche darauf hin, dass die Mastzellprotease ein Mediator der
inflammatorischen und allergischen Immunantwort ist (Stubbs et al., 1997). Aufgrund

ihrer hydrolytischen Aktivitat férdert Tryptase die Degradation des Bindegewebes (z. B.
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Kollagen, Proteoglykane). In der Folge kommt es zur Auflockerung des Gewebes und
zu einer erleichterten Ausbreitung der austretenden Blutflissigkeit (Gruber und
Schwartz, 1990). Durch die Spaltung und Inaktivierung von Fibrinogen unterdriickt
Tryptase zudem die Blutgerinnung (Schwartz et al., 1985). Der einzige gegenwartig
bekannte Inhibitor der humanen Mastzelltryptase, wurde in H. medicinalis isoliert und
wird als leech-derived tryptase inhibitor (LDTI) bezeichnet (Stubbs et al., 1997). Das
Protein existiert in drei Isoformen, die sich hinsichtlich ihrer Aminoséduresequenz am C-
Terminus unterscheiden. LDTI-A besitzt eine Aminosauresequenz, bestehend aus 42
Aminosauren, LDTI-B eine aus 43 Aminosauren und LDTI-C eine aus 46 Aminosauren.
Die Sequenz des Proteins ahnelt der von Bdellin B-3 in 44 % (Sommerhoff et al.,
1994). Die Funktion des Tryptase-Inhibitors in Bezug auf die Biologie des Egels ist
nicht bekannt. Vermutet wird, dass LDTI proteolytische Enzyme der Mastzellen, die in
Folge der Reaktion des Organismus auf den Parasiten freigesetzt werden, inhibiert
(Baskova und Zavalova, 2001). Gleichwohl koénnten die Freisetzung der
Mastzelltryptase und die damit verbundene Degradation der Extrazellularmatrix sowie
die Unterdrickung der Blutgerinnung fur den Egel von Vorteil sein, so dass die
Sekretion des Proteins in die Wunde des Wirts nicht zweifelsfrei von Vorteil und damit
erklarbar ist. Moglicherweise entfaltet das Protein LDTI einen Teil seiner Wirkung,
ahnlich den Bdellinen und Eglinen, erst im Speichermagen des Tieres und wird vom
Egel wahrend des Saugaktes zumindest teilweise verschluckt. Dafir sprache, dass
auch die durch die Egline verursachte Inhibierung der Chymase im Wirt fir den Egel
nicht grundsatzlich vorteilhaft sein muss. Untersuchungen zeigten, dass die Chymase
in Ratten ebenfalls deren Extrazellularmatrix auflockert (Seppa et al., 1979). Zudem
inaktiviert die Chymase Histamin degradierende Enzyme, so dass es zum verstarkten
Histamineffekt kommt (Rubinstein et al., 1990). Da medizinische Blutegel selbst auch
Histamin als relaxierende Substanz in die Wunde ihres Wirts sekretieren (Baskova et
al., 2008) scheint der Vorteil der Inhibierung einer Mastzellprotease, welche Histamin-
degradierende Enzyme inaktiviert, fir den Egel wahrend des akuten Saugaktes

fragwurdig.

1.5.2 Matrix-degradierende Enzyme

Der Speichel medizinischer Blutegel enthdlt eine Hyaluronidase (28,3 kDa), die in
Folge einer B-Endoglucuronidase-Aktivitdt (Linker et al., 1960) in der Lage ist, ihr
Substrat Hyaluronsaure, ein hochmolekulares, nicht-sulfatiertes Glykosaminoglykan
(Fraser et al., 1997), enzymatisch zu spalten und deren Wasserbindungsaffinitat zu
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limitieren. In Folge der Degradation konnen hydrophile Substanzen an das frei
gewordene Wasser binden und aufgrund der erhéhten Permeabilitét im extrazellularen
Raum (ECM) transportiert werden. Fur den Blutegel bedeutet die Degradation des
Bindegewebes eine erleichterte Absorption der Speichelinhaltsstoffe und eine

schnellere Verteilung dieser im Organismus.

1.5.3 Inhibitoren der Thrombozytenaggregation

Der Biss des Blutegels fulhrt zu einer Verletzung der endothelialen BlutgefaRwand des
Wirts und folglich zur Wechselwirkung von Thrombozyten mit der extrazellularen Matrix
und dem Kollagengewebe. Mittels des von-Willebrand-Faktors (VWVF) binden sich die
Thrombozyten an das durch die Verletzung freigelegte Kollagen (Sadler, 1998). Der
VWF Ubernimmt dabei die Funktion einer Andockstelle, an die sich die Thrombozyten
mit ihrem spezifischen Rezeptor, dem Glykoprotein Ib (Gplb) anheften. Die Bindung
des VWF an den Rezeptor Gplb induziert die Thrombozytenaktivierung sowie die
Expression von Integrin allbB3 (Gpllb — Illa) in der Plasmamembran der adharierenden
Zellen (Yip et al.,, 2004). In zunehmenden Mafle kommt es in Folge dessen zur
Rekrutierung weiter Thrombozyten, die an den VWF binden oder mittels Fibrinogen
adhérieren, aggregieren und schlie8lich den Wundverschluss im ersten Schritt der
Hamostase einleiten (Furie und Furie, 2008). Dieser Wundverschluss, ausgeldst durch
die Bildung eines weiRen Thrombus, unterdriickt die fortlaufende Blutung und ist fur
den Blutegel selbst nicht von Vorteil. Um eine optimale Nahrungsaufnahme zu
gewahrleisten, sekretiert Hirudo daher Speichelproteine in die Wunde des Wirts, die in
die Blutgerinnungskaskade eingreifen und den ersten Schritt der Hamostase
inhibieren. Zu diesen Substanzen zahlen Saratin und Calin, das Enzym Apyrase sowie
die Kollagenase (Abb. 5). Saratin ist ein 12 kDa grof3es Protein, welches in der Lage ist
die Interaktion des VWF mit dem freigelegtem Kollagen lokal zu inhibieren (Vilahur et
al., 2004; Gronwald et al., 2008). Die Thrombozytenaggregation und die damit
verbundene Ausbildung eines Thrombus werden auf diese Weise reduziert, ein
Umstand, der Saratin auch zu einem potenziellen Kandidaten fir die
Thrombosebehandlung aus humanmedizinischer Sicht gemacht hat (Gronwald et al.,
2008) und dazu fuhrte, dass das Protein von Barnes et al. (2001) in Hansenula
polymorpha tberexprimiert und rekombinant hergestellt wurde.

In &hnlicher Weise agiert auch Calin, ein Protein mit einer Molekularmasse von 65 kDa,
das im Speichel von H. medicinalis entdeckt wurde, indem es einerseits mit dem bei
einer Endothelverletzung freigesetztem Kollagen direkt wechselwirkt und die

15|Seite



1 Einleitung

Thrombozytenaggregation inhibiert und anderseits die Bindungsregion fur Kollagen-
Rezeptoren an Thrombozyten blockiert (Deckmyn et al., 1995). In Folge der direkten
Interaktion mit Kollagen ist Calin ein schneller und langanhaltender Inhibitor der
Thrombozytenadh&sion (Munro et al., 1991, Deckmyn et al., 1995). Zudem inhibiert
das Protein die Bindung des VWF an Kollagen (Harsfalvi et al., 1995). Dass Calin
aufgrund seiner inhibierenden Eigenschaften fur das lange Nachbluten nach einem
Blutegelbiss verantwortlich sein kénnte, wird vermutet (Munro et al., 1991), konnte in
experimentellen Untersuchungen an Hamstern und Pavianen bislang jedoch nicht
zweifelsfrei nachgewiesen werden (Deckmyn et al, 1995). In Bezug auf
humanmedizinische Anwendungen, gelang es Deckmyn et al. (1995) zu zeigen, dass
die humane Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation durch Calin spezifisch und
in Abhangigkeit von der Dosis (IC50: 6,5 bis 13 pg/ml) inhibiert werden kann (Deckmyn
et al., 1995).

Die Aktivierung von Thrombozyten initiert am Ort der GefalBwandverletzung die
Exozytose von aggregationsfordernden Substanzen wie Adenosindiphosphat (ADP)
aus den intrazellularen Vesikeln (Yip et al., 2004). Auf den Thrombozyten besitzt ADP
zwei G-Protein gekoppelte Rezeptoren, den P2Y1 und den P2Y12 Rezeptor, deren
Aktivierung die Aggregation der Thrombozyten stimuliert (Aktas, 2003). Um diesen
Mechanismus zu unterbrechen, besitzen Blutegel in ihrem Speichel eine Adenosin 5°-
diphosphat Diphosphohydrolase, die sogenannte Apyrase. Das Enzym konnte in zwei
Formen mit unterschiedlichen Molekularmassen von 45 kDa und mehr als 400 kDa
nachgewiesen werden, wobei unklar ist, ob das grél3ere Molekll ein Oligomer der
kleineren Form ist, oder ob es sich um ein eigenstandiges Protein handelt. Funktionell
hydrolysiert die Apyrase ADP zu Adenosinmonophosphat (AMP) und behindert somit
die Thrombozytenaggregation (Rigbi et al., 1996). Neben der Apyrase gelang es im
Speichel von H. medicinalis eine Kollagenase nachzuweisen (Rigbi et al., 1996), die
aufgrund ihrer Fahigkeit, Kollagen abzubauen, moglicherweise ebenfalls die

Thrombozytenaggregation negativ beeinflusst (Rigbi et al., 1987)
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5. Abb.: Schematische Darstellung der Angriffsorte von Saratin, Calin und Apyrase in der
Blutgerinnungskaskade.

Abgebildet ist die Verletzung der Endothelwand in Folge des Blutegelbisses. Die Speichelproteine Saratin
und Calin blockieren den VWF und damit die Gplb-induzierte Anheftung der Thrombozyten an die
GefaRwand. Das Enzym Apyrase hydrolysiert ADP zu AMP. Folglich wird die Gpllb-llla vermittelte
Aggregation weiterer Thrombozyten tUber den VWF oder Fibrinogen reduziert. Aus: Hildebrandt und
Lemke, 2011

1.5.4 Der Thrombininhibitor Hirudin

Im Jahre 1884 entdeckte der britische Wissenschaftler J. B. Haycraft erstmals eine
Substanz in der Kopf- und Schlundregion von H. medicinalis durch die Blut weder im
Speichermagen des Egels noch in vitro gerinnen konnte (Haycraft, 1884). Diese
Substanz wurde im Jahre 1903 von Jacobj als Hirudin bezeichnet (Jacobj, 1904) und
etwa 50 Jahre spater eindeutig und ausschliel3lich als Thrombininhibitor beschrieben.
Mittels gelelektrophoretischer Techniken gelang es nachzuweisen, dass aquivalente
Mengen an Hirudin und Thrombin einen Additionskomplex bilden, der im Bereich pH 4
bis pH 10 nicht mehr auftrennbar ist. Dieser inaktive Komplex liegt im gesamten pH
Bereich, in dem Thrombin wirksam ist, als undissoziierter Komplex vor (Markwardt,
1955; Markwardt, 1957). Hirudin zeigt sich mit einer Molekularmasse von 7 kDa als
einstrangige Polypeptidkette, bestehend aus 65 Aminosauren. Das Protein besitzt eine
konservierte dreidimensionale Struktur, wobei drei Domanen erkennbar sind: eine
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Kernregion zwischen Position 3 und 30, 37 und 46 sowie 56 und 57 mit [3-
Faltblattstrukturen, eine Schleife aus den Aminosauren 47 bis 55 und eine
Fingerstruktur aus den Resten 31 bis 36 (Clore et al., 1987). Die im Protein
enthaltende Knotenregion wird durch drei intramolekulare Disulfidbriicken stabilisiert,
die zwischen den Cysteinresten Cys® und Cys™, Cys'® und Cys?® sowie Cys® und
Cys*® ausgebildet sind und dem Protein im Bereich der Aminoséuren 6 bis 40 eine
Kndauelstruktur verleihen (Dodt et al., 1984; Greinacher, 2001; Gel3ner, 2003; Alban et
al., 2010). Innerhalb des Proteins kommen die Aminosauren Arginin, Methionin und
Tryptophan interessanterweise nicht vor. Der N-terminale Abschnitt (Amino-Terminus)
des Polypeptids reicht von Aminosaure 1 bis 48, welche vorrangig durch hydrophobe
Eigenschaften gekennzeichnet sind, und besitzt eine globulare Form. In diesem
Abschnitt sind die drei Disulfidbriicken, sowie fiinf neutrale Aminosauren lokalisiert
(Salzet et al.,, 2000; GeRner, 2003). Der C-terminale Abschnitt (Carboxy-Terminus)
weist einen hohen Gehalt an sauren Aminosduren auf und erstreckt sich von der
Aminosaure 49 bis 65 (Gel3ner, 2003). An der 63. Position (Tyrosin) ist das Protein
sulfatiert, was eine posttranslationale Modifikation wahrscheinlich macht. Native
Hirudine zeichnen sich durch eine hohe Stabilitat gegeniiber extremen pH-Werten im
Bereich pH 1,47 bis 12,9 aus. Zudem sind sie bis zu einer Temperatur von ca. 95 °C
stabil (Chatrenet und Chang, 1992).

Funktionell ist Hirudin in der Lage, die Serinprotease Thrombin durch direkte Bindung
sehr effektiv zu inhibieren (Greinacher und Warkentin, 2008). Thrombin spielt eine
auRRerordentlich wichtige Rolle bei der Blutgerinnung, da es ein essenzieller Aktivator
der Thrombozyten ist und die D-Domanen des Hexamers Fibrinogen proteolytisch
spaltet. In der Folge konnen freigesetzte Fibrinmonomere zum Fibrinnetz
polymerisieren. Unter Einwirkung weiterer Blutgerinnungsfaktoren erfolgt anschlie3end
die Bildung eines Thrombus.

Im unverletzten Zustand der GefdBwand kommt es nicht zu anhaltenden
Wechselwirkungen zwischen dem Endothelverbund der Gefal3e und dem strémenden
Medium der Blutzellen und Plasmaproteine. Erst mit dem Biss des Egels beginnen die
Plattchen und Gerinnungsfaktoren mit subendothelialen gerinnungsaktivierenden
Substanzen zu reagieren und bilden mechanisch wirksame Thromben aus Plattchen,
unldslichen Fibrin, Leukozyten und im Fibrinnetz gefangene Erythrozyten (Schmidt et
al., 2011).

Da Blutegel fur die Nahrungsaufnahme fllissiges, ungeronnenes Blut bendétigen, sind
Speichelproteine mit antikoagulantischen Eigenschaften, wie Hirudin, von essenzieller
Bedeutung. Die N-terminalen hydrophoben Aminoséuren und die Knotenregion des

Hirudins blockieren das aktive Zentrum von Thrombin. Zudem bindet der C-Terminus
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des Hirudins unter Ausbildung von Wasserstoffbriicken, Salzbriicken und hydrophoben
Wechselwirkungen die Substrat (Fibrinogen)-Bindungsstelle (,anion exosite“) des
Thrombins, deren Interaktion zu einer Konformationsanderung und schlie3lich zu einer
Inhibierung der Spezifitdtstasche des Thrombins fiihrt (Gel3ner, 2003; Ersmark et al.,
2008). Die Bindung des Hirudins an Thrombin erfolgt somit bivalent (Abb. 6). Fir den
Mechanismus werden keine Co-Faktoren benétigt. Der sich ausbildende Komplex im
Verhaltnis 1:1 ist nicht kovalent und irreversibel.

6. Abb.: Bindungsstellen von Hirudin (rekombinant) an Thrombin.

Hirudin ist ein bivalenter Inhibitor des Thrombins. Wahrend der C-Terminus mit der Fibrinogen-
Bindungsstelle (,anion exosite) wechselwirkt (1), inhibiert der N-terminale Abschnitt das aktive Zentrum
von Thrombin (rotes Dreieck). Die drei Disulfidbriicken befinden sich im N-terminalen Abschnitt und sind
rot, die Cysteinreste, zwischen denen sie ausgebildet werden, jeweils grau dargestellt. Die Bindungsstelle
(2) am Thrombin zeigt den Ort der Wechselwirkung mit Heparin. Aus: Warkentin, 2004

Aus humanmedizinischer Sicht ist Hirudin mit einer Dissoziationskonstante K; < 10™°
mol/l ein sehr effektiver Thrombininhibitor (Scharf et al., 1989), der zudem eine nur
geringe Toxizitat und Antigenitat aufweist (Bergmann et al., 1986). Klinisch wird das
Antikoagulanz parenteral appliziert. Die Ausscheidung erfolgt in fast unveranderter
Form durch renale Eliminierung via glomularer Filtration (Greinacher, 2001). Das
Protein hat bei intravendser Gabe eine Halbwertszeit von 1-1,5 h. Diese kann jedoch in
Folge renaler Dysfunktionen beim Patienten auf bis zu 300 h (Koster et al., 2000)
ansteigen und zu lebensbedrohlichen Situationen fiihren. Gegenwartig steht fiir den
Fall einer Uberdosierung oder eingeschrankten Eliminierung kein Antidot zur
Verfiigung, um einen Konzentrationsabfall herbeizufihren (Frank et al., 1999), so dass
Hirudin nicht im Regelfall als Gerinnungshemmer in der Klinik verwendet wird, sondern

zumeist nur, wenn bei einem Patienten Probleme bei der Anwendung von Heparin
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aufgetreten sind (Greinacher und Warkentin, 2008). Im klinischen Einsatz sind derzeit
zwei rekombinante Formen von Hirudin, das Lepirudin (Refludan®), welches
insbesondere im Fall einer Heparin-induzierten Thrombozytopenie vom Typ Il appliziert
wird, und das Desirudin, welches vorwiegend zur subkutanen Thromboseprophylaxe
genutzt wird (Benz, 2001).

1.5.5 Antimikrobielle Substanzen

Im Jahr 1985 isolierten Baskova und Nikonov im Speichel medizinischer Blutegel eine
hochspezifische Endo-e-(y-Glu)-Lys-Isopeptidase, die sogenannte Destabilase
(Baskova und Nikonov, 1985). Das multifunktionale Protein kommt in H. medicinalis, H.
verbana und H. orientalis vor (Baskova et al.,, 2008), und besitzt neben einer
enzymatischen Isopeptidase-Aktivitat, die der Auflésung von Fibrin-Polymeren dient,
eine enzymatische Glycosidase-Aktivitat (Baskova und Nikonov, 1991) und eine nicht-
enzymatische antibakterielle Aktivitat (Zavalova et al., 2006). Die enzymatische
Glycosidase-Aktivitat &hnelt der Aktivitat des Lysozyms von Hihnereiweil3 (Zavalova et
al., 2004) und kommt in allen drei Isoformen des Proteins vor. Sie spaltet die B-1,4-
glycosidischen Bindungen des Peptidoglycans bakterieller Zellwdnde und induziert
deren Lyse (Baskova und Zavalova, 2008). Die nicht-enzymatische antibakterielle
Aktivitat ist strukturell auf die helikale Doméne (al) des Proteins zuriickzufuhren. Die
synthetische Generierung eines entsprechenden Peptids Destabilase/Lysozym
(Aminosauren 67-77, Defensin-Domane) ermdglichte es Zavalova et al. (2006), die
Funktion der Doméne zu testen und eine dosisabhangige Inhibierung des
Bakterienwachstum von Micrococcus luteus und Escherichia coli zu zeigen (Zavalova
et al., 2006). Einen &hnlichen Effekt konnte die Destabilase/Lysozym auch auf jene
Bakterien haben, die der Egel mit der Nahrung aufnimmt und die fur ihn selbst u.U.
schadigend sind. Das wiirde allerdings voraussetzen, dass die Darmsymbionten des

Egels (siehe 1.3) Mechanismen entwickelt haben, die sie vor der Lyse schitzen.

1.6 Die Blutegeltherapie

Die Therapie mit Blutegeln zahlt zu den altesten Therapieformen der
Menschheitsgeschichte (Hach et al., 2005). Sie fand im alten Agypten Anwendung, um

Amputationen zu vermeiden oder zum Aderlass (Horowitz, 2005), im alten Rom, um
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krankheitsbedingte Ungleichgewichte der vier Korperflussigkeiten Blut, Schleim, gelbe
und schwarze Galle zu behandeln (Hach et al., 2005) und vom Mittelalter bis ins 19.
Jahrhundert zur Behandlung zahlreicher physischer und psychischer Krankheiten
sowie als minimaler chirurgischer Eingriff (Gross, 1864; Hach et al., 2005). Betrachtet
man den Ursprung des Begriffs ,leech” (englisch fur Egel), so stellt man fest, dass
dieser doppeldeutig ist und einerseits ,Egel“ und andererseits ,Doktor” bedeutet. Ein
Synonym, das in jener Zeit die enge Beziehung zwischen dem Blutegel und der
damaligen medizinischen Praxis wiederspiegelt. Die ersten Aufzeichnungen englischer
Medizinpraxis im frihen Mittalter wurden in der Schrift ,Leech Book of Bald"
manifestiert, was so viel wie ,a book of medicines“ bedeutet und dem die
medizinischen Uberlieferungen aus dem alten Rom und Arabien zu Grunde liegen
(Mory et al., 2000). Auch heute noch wird die klassische Blutegeltherapie durch das
Ansetzen lebender Egel an die Haut des Patienten weltweit von Heilpraktikern, Arzten
der Naturheilkunde und plastischen Chirurgen durchgefiihrt. Neben der erfolgreichen
Linderung von Osteoarthritis bedingten Schmerzen (Michalsen et al., 2003; Pilcher,
2004; Singh, 2010) stehen insbesondere die Verbesserung der Gewebsperfusion als
postoperative Behandlung (Riede et al., 2010; Taneja und Rowson, 2011; O’'Dempsey,
2012) und akute Venenstautherapien (Conforti et al., 2002, Riede et al., 2010) im
Vordergrund. Um das Jahr 2004 lag der Bedarf an medizinischen Blutegeln allein in
den USA bei ca. 10.000 Tieren/Jahr (Pilcher, 2004). Seit 2004 ist H. medicinalis als
Arzneimittel im Gesetz tUber den Verkehr mit Arzneimitteln (AMG) anerkannt und als
medizinisches Hilfsmittel durch das U.S. Food and Drug Administration (FDA)
eingestuft. Obwohl das nur auf die Art H. medicinalis zutrifft, weil3 man heute aufgrund
molekularer Daten und in Folge umfangreicher Stichproben, dass viele der kommerziell
genutzten Blutegel, die sowohl fir die Humantherapie verwendet, als auch zum Zweck
der Forschung eingesetzt wurden, nicht dieser Art angehorten, sondern zumeist

unbemerkt Tiere der nahe verwandten Art H. verbana waren (Siddall et al., 2007).

1.7 Modellorganismus Hirudo verbana

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Untersuchungen an medizinischen
Laborzuchtegeln der Art H. verbana (Abb. 1) durchgefiihrt. Dieser ist im Verhaltnis zu
H. medicinalis (Abb. 1) weniger erforscht, lebt in Stdost-Europa und Vorderasien und
hat ahnliche Anspriiche an seine Biotope und eine ahnliche Biologie wie H. medicinalis
(siehe 1.2). H. medicinalis wurde in der Vergangenheit zum Zweck der Humantherapie
(siehe 1.6) in groRen Mengen gefangen, so dass er in Mitteleuropa fast vor dem
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Aussterben stand und in die Rote Liste geféahrdeter Arten aufgenommen wurde (Lucius
und Loos-Frank, 2008). Mogliche Unterschiede beziglich der Zusammensetzung der
Speicheldriseninhaltsstoffe  beider Arten wurden anhand des aktuellen
Forschungsstandes im Kapitel ,Speicheldriseninhaltsstoffe” (siehe 1.5) ausfihrlich
dargelegt.

1.8 Ziele dieser Arbeit

Der medizinische Blutegel H. verbana ist ein hamatophager Ektoparasit, welcher
bioaktive Speicheldriseninhaltsstoffe entwickelt hat, um sich damit an seine Wirte
anzupassen (Basanova et al., 2002). Sekretorische Proteine werden wahrend der
Nahrungsaufnahme mit dem Speichel in die Bisswunde des Wirtes injiziert (Ascenzi et
al., 1995). Vor allem lokal, aber vielleicht auch zirkulatorisch inhibieren die Proteine die
Blutgerinnung des Wirtes und unterdriicken die naturlichen Entzindungsreaktionen
des Wirtsorganismus (Baskova et al., 2004). Zudem gibt es seit der Identifizierung des
Speichelproteins Destabilase (Zavalova et al., 2006) Hinweise auf das Vorkommen
antimikrobieller Speichelproteine. Obwohl die Proteine und Peptide des Egelspeichels
auch von pharmazeutischem Interesse sind und obgleich Blutegel schon seit
Jahrhunderten therapeutisch verwendet werden, sind die meisten Substanzen noch
unbekannt und die Sekretionsmechanismen nicht aufgeklart.

Ein Ziel dieser Arbeit war zunachst die Speichelproteinzusammensetzung des weniger
erforschten, in der Therapie unerkannter Weise aber auch angewandten und in dieser
Arbeit als Modellorganismus eingesetzten H. verbana mit der bekannteren Art H.
medicinalis quantitativ zu vergleichen.

Darlber hinaus sollte eine Methode entwickelt werden, die es erstmals erméglicht, die
sekretorischen Speichelproteine individueller Egel darzustellen und diese Proteine
einer spateren Identifikation zuganglich zu machen.

Mit Hilfe histologischer und proteinanalytischer Methoden galt es auf3erdem die
Proteinmenge, die ein einzelner Ektoparasit wahrend des Saugaktes in die Wunde des
Wirtsorganismus injiziert, zu bestimmen. Angesichts dessen, dass Blutegel an Wirten
unterschiedlichster Grof3e saugen (z.B. Vogel, Rinder) sowie unter Berlcksichtigung
beschriebener veterinar- und humantherapeutischer Erfolge, sollte anzunehmen sein,
dass die sekretierte Proteinmenge eines einzelnen Egels ausreicht, um physiologisch
relevante Konzentrationen im humanen Wirt zu erreichen.

In Folge der Sekretion der Speichelproteine sollten die Speicheldriisenzellen der Tiere
wahrend des Saugaktes entleert werden. Da das aufgesogene Blut vom Tier bis zu
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einem Jahr im Magen gespeichert wird, wére anzunehmen, dass die Neusynthese der
Proteine und die damit einhergehende Wiederbefullung der Speicheldriisenzellen
ebenfalls andauert. Gleichwohl sind Blutegel fakultative Parasiten, die oft ein
opportunistisches Verhalten zeigen. Daher war es auch ein Ziel dieser Arbeit den
zeitlichen Rahmen der Neusynthese der Speichelproteine zu ermitteln.

Nicht zuletzt sollten im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit Beitrdge zur Aufklarung
der Freisetzungsmechanismen von Speicheldriseninhaltsstoffe aus den einzelligen
Drisenzellen geleistet werden. Vermutet wurde, dass entweder biogene Amine wie
Serotonin oder Dopamin oder Neuropeptide wie FMRFamid den Sekretionsprozess
stimulieren. Dartber hinaus sollte untersucht werden, ob Transport-ATPasen wie die
Na'/K*-ATPase oder die V-ATPase an der Speichelfreisetzung beteiligt sind.
Entsprechend abgeleitete Hypothesen zu den Sekretionsmechanismen wurden unter

1.4 ausfuhrlich dargelegt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Substanzen/ Chemikalien

Laborchemikalien wurden von den Firmen Roth, AppliChem, BioRad, Invitrogen,

Thermo Scientific und Sigma-Aldrich bezogen. Die zur Herstellung von Lésungen

verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind mit zugehériger Bezugsquelle unter

Punkt 2.1.3 tabellarisch aufgelistet. Die eingesetzten Antikdrper wurden von den

Firmen Santa Cruz, Linaris, Abcam, Cell Signaling sowie von der Universitat

Osnabriick (H. Wieczorek) erworben (siehe 2.1.3). Auf die genutzten Gerate und

Softwareprogramme wird an entsprechender Stelle im Text (siehe 2.2) verwiesen.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Standardmafige Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Roth, Sarstedt, VWR

und BioRad bezogen und sind nicht gesondert aufgefihrt.

2.1.3 Puffer und Lésungen fur die Proteinpraparation

Lysispuffer (fur die eindimensionale Gelelektrophorese)

Bezugsquelle

KCI 100 mmol/l e in A. bidest Roth

NaCl 20 mmol/l gelost Roth

MgCl, 2 mmol/l Roth

Na,PO, 0,96 mmol/l Sigma-Aldrich
CacCl, 0,84 mmol/l Sigma-Aldrich
EGTA 1 mmol/l AppliChem
HEPES (free acid) 25 mmol/l Roth
Aprotinin 10 mmol/l e Vvor AppliChem
Leupeptin 10 mmol/l Verwendung AppliChem
Pepstatin 10 mmol/l frisch AppliChem
PMSF 100 mmol/l zugegeben Roth
(Phenylmethylsulfonfluorid)

Ortho-Vanadat 0,326 mmol/l Sigma-Aldrich
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Lysispuffer (fur die zweidimensionale Gelelektrophorese)

Bezugsquelle

Harnstoff 7 mol/l e inA. dest gelost Roth
Thioharnstoff 2 mol/l Roth
Dithiothreitol 60 mmol/l Roth
CHAPS 30 mmol/l Roth
Biolyte pH 3 - 10 0,8 % e Biolyte und BioRad
Pefablock 5 mmol/I Pefablock zugegeben Roth

e mit A. dest auf 10 ml

aufgefullt
e bei4 °C gelagert

2.1.4 Losungen fur die Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Bradfordreagenz (5 x)

Bezugsquelle

Coomassie Blau G250

0,57 mmol/l

Ethanol (99,8 %)

24 % (viv)

ortho-Phosphorsaure
(85 %)

50 % (v/v)

e in A. bidest geltst
e bei 4 °C gelagert

e vor Gebrauch 1:5 mit
A. bidest verdinnt

Roth

Roth

Roth

BSA-Stammlésung 10 mg/ml

Bezugsquelle

BSA (Bovines 10 mg/ml e im entsprechenden Roth
Serumalbumin) Lysispuffer geldst
BSA-Eichreihe Bezugsquelle
BSA 1,25 mg/ml e im entsprechenden Roth

2,5 mg/ml Lysispuffer gelost

5,0 mg/ml e bei-20 °C gelagert

10,0 mg/ml

2.1.5 Losungen fur die zweidimensionale Gelelektrophorese

Rehydratisierungslésung (10 ml)

Bezugsquelle

Harnstoff 9 mmol/l in 10 ml sterilen Roth

CHAPS 30 mmol/l Wasser gelost Roth

Dithiothreitol 50 mmol/l Roth

Biolyte pH 3-10 0,2 % e Biolyte zugegeben BioRad
bei 4 °C gelagert

0,5 mol/l Tris/HCI-Puffer pH 8,8 (Trenngelpuffer) 300 ml

Bezugsquelle

Tris

54,5 .

in 250 ml A. dest gelost
pH Wert 8,8 mit HCI
eingestellt

mit A. dest auf 300 ml aufgefillt

bei 4 °C gelagert

Roth
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Equilibrierungslosung (50 ml)

Bezugsquelle

Harnstoff 6 mol/l
Glycerin 30 %
Sodiumdodecylsulfat 2%
Tris/HCI-Puffer pH 8,8 | 50 mmol/I

e mit A. dest auf 50 ml
aufgefullt

Roth

Roth

Roth

DTT-Equilibrierungslosung (2 ml)

Bezugsquelle

Bezugsquelle

60 mmol/l

20mg DTT in 2 ml
Equilibrierungslésung
gelost

Roth

Jodoacetamid-Equilibrierungslésung (2 ml)

Bezugsquelle

Jodoacetamid 324, 3

mol/l

e 96,2 mg Jodoacetamid in
2 ml Equilibrierungslésung
gelost

Roth

2 x Probenpuffer (100 ml) (End-Konzentration des 1 x Puffers: 50
mmol/l Tris, 1 % SDS, 0,2 % Bromphenolblau, 4 %
B-Mercaptoethanol, 20 % Glycerin, pH 6,8)

Bezugsquelle

Tris (free base) 12¢9 e in 20 ml A. bidest geldst Roth
e pH Wert 6,8 mit
konzentrierter HCI eingestellt
Glycerin 40 ml e Glycerin, Roth
B-Mercaptoethanol | 8 ml B-Mercaptoethanol, Roth
10 % SDS-Ldsung 20 ml 10 % SDS-Ldsung und Roth
Bromphenolblau 400 mg Bromphenolblau zugegeben | AppliChem
e mit A. dest auf 100 ml
aufgefullt
e gelagert bei 4 °C

40 % APS (Ammoniumpersulfat)

Bezugsquelle

APS 400 mg

in 1 ml A. dest gelost
bei -20 °C gelagert

Roth

5 x Laufpuffer (5 I) (Endkonzentration des 1 x Puffers: 25 mmol/l Tris,

250 mmol/l Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3)

Bezugsquelle

Tris (free base) 7559 e Trisund Glycinin 2 | A. dest Roth
Glycin 470 g gelost Roth
10 % SDS-Loésung | 250 ml e SDS-Lésung zugegeben Roth

mit A. dest auf 5 | aufgefullt
bei 4 °C gelagert

vor Gebrauch 1:5 mit A. dest
verdinnt
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Gelansatz (fur 2 Gele, 20 x 20 cm, T = 15 %) Bezugsquelle
30 % Acryl-/Bisacrylamid 50 ml ¢ |uftblasenfrei Roth

1,5 mol/l Tris/HCI-Puffer, pH 8,8 | 25 ml gemischt Roth

A. dest 24 ml Anlage

10 % SDS-Loésung 1mi Roth

TEMED (N,N,N’,N’- 100 pl e TEMED und Roth
Tetramethylethylendiamin) 40 % APS

APS 40 % 300 ul zugegeben Roth

2.1.6 Losungen fur die Silberfarbung nach Blum et al. (1987)

Fixierlésung (1000 ml) (Endkonzentration: 50 % Ethanol,
12 % Essigsaure, 0,00185 % Formaldehyd)

Bezugsquelle

Ethanol 99,8 % 500 ml
Essigsaure 120 ml
Formaldehyd 37 % | 500 pl

e mit A. dest auf 2000 ml

Universitat Greifswald

aufgefullt

Roth

Roth

Waschldsung (1000 ml) (Endkonzentration: 50 % Ethanol)

Bezugsquelle

Ethanol 99,8 % 500 ml

e mit A. dest auf 1000 ml
aufgefullt

Universitat Greifswald

Sensitisierungslosung (1000 ml) (Endkonzentration: 0,2 g/l

Na28203 * Hzo)

Bezugsquelle

N3.28203 *H,O 0,2 g

e mit A. dest auf 2000 ml
aufgefullt

Roth

Silbernitratldsung (1000 ml) (Endkonzentration: 2 g/l Silbernitrat,

0,028 % Formaldehyd)

Bezugsquelle

Silbernitrat 29

Formaldehyd 37 % | 750 pl

e mit A. dest auf 2000 ml
aufgefullt

Roth

Roth

Entwicklerlésung (1000 ml) (Endkonzentration: 30 g/l Natrium-
carbonat, 4 mg/l Na,S,0; * H,0O, 0,0185 % Formaldehyd)

Bezugsquelle

Natriumcarbonat 3049
Na28203 *H,0O 4 mg
Formaldehyd 37 % | 500 pl

e mit A. dest auf 1000 ml
aufgefullt

Roth

Roth

Roth

Stopp-Ldsung (1000 ml) (Endkonzentration: 1 % Glycin)

Bezugsquelle

Glycin 10g

e mit A. dest auf 2000 ml
aufgefullt

Roth
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2.1.7 Losung fur die kolloidale Coomassie-Farbung

Kolloidale Coomassie-Losung (11) Bezugsquelle
A. dest 566,7 ml e  Ammoniumsulfat und Anlage
Phosphorséaure 85 % 133,3 ml Coomassie Blue G250 Roth
Ammoniumsulfat 100 g in A. dest, Phosphorsaure | Roth
Coomassie Blue 129 und Methanol gel6st Roth

G 250 o filtriert

Methanol 200 ml Roth

2.1.8 Ldsungen fur die eindimensionale Gelelekrophorese

0,5 mol/l Tris/HCI-Puffer pH 6,8 (Sammelgelpuffer) (100 ml) Bezugsquelle
Tris (free base) 69 e in 80 ml A. dest gelost Roth
e pH 6,8 mit konz. HCI
eingestellt

e mit A. dest auf 100 ml aufgefullt
e bei 4 °C gelagert

1,5 mol/l Tris/HCI-Puffer pH 8,8 (Trenngelpuffer) (300 ml) Bezugsquelle
Tris (free base) 54,59 e in 250 ml A. dest gelost Roth
e pH-Wert 8,8 mit konz. HCI
eingestellt

e mit A. dest auf 300 ml aufgefullt
e bei 4 °C gelagert

10 % APS (Ammoniumpersulfat) (100 ml) Bezugsquelle

APS 099 e in9 mlA. dest gelost Roth
e zu je 300 pl aliquotiert
e bei-20 °C gelagert

Gelansatz (fur 4 Gele) 5% 10 % 13 % Bezugsquelle
Sammelgel | Trenngel | Trenngel

A. bidest 5,7 ml 9,7 ml 7,8 ml Roth

30 % Acryl-/Bisacrylamid 1,7 ml 6,3 ml 8,2 ml Roth

1,5 mol/l Tris/HCI-Puffer, pH 8,8 2,5ml 2,5ml Roth

0,5 mol/l Tris/HCI-Puffer, pH 6,8 2,5 ml Roth

10 % SDS-Lésung 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml Roth

10 % Ammoniumpersulfat (APS) 50 pl 0,2ml 0,2 ml Roth

TEMED (N,N,N’,N’- 10 pl 10 pl 10 pl Roth
Tetramethylethylendiamin)
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Transferpuffer pH 9,2 (51)

2 Material und Methoden

Bezugsquelle

Tris (free base) 48 mmol/l
Glycin 39 mmol/l
10 % SDS-Losung | 1,3 mmol/l
Methanol 20 %

e Trisund Glycinin 2|

A. dest gelost

e SDS-L6sung und Methanol

zugegeben

e auf 51 mit A. dest aufgefillt
e Dbei 4 °C gelagert

Roth

Roth

Roth

Roth

Ponceau-Ldsung (100 ml)

Bezugsquelle

Trichloressigsaure |3 g
Ponceau S 0,29
Sulfosalicylséaure 39

in 100 ml A. dest gel6st
bei RT gelagert

AppliChem

AppliChem

Roth

2.18.1

Blockierlosung (3 % Milch/TTBS)

Losungen zum Nachweis der Na'/K*-ATPase

Bezugsquelle

Milchpulver 39 e 3 g Milchpulver in 100 ml 1 x | BioRad
TTBS-L6sung gelost
Waschldsung (0,1 % Milch/TTBS) Bezugsquelle
10 x TTBS-L6sung | 100 ml e 100 ml 10 x TTBS-L6sung
Milchpulver 0,19 und 900 ml A. dest gemischt | BioRad
e 0,1 g Milchpulver in 1 x
TTBS-L6sung gelost

Primare Antikdrperlésung (Verdinnung: 1:1000)

Bezugsquelle

Waschldésung

10 ml

Mouse, a5-Antikorper

10 pl

primarer Antikorper in 10

ml 0,1 % Milch/TTBS-
Lésung inkubiert

D.M. Fambrough,
Universitat
Baltimore

Sekundare Antikorperldsung (1:17.000)

Bezugsquelle

Waschlésung 10 ml e sekundarer Antikérper in 10

Goat anti-Mouse 1gG- | 1,7 pl ml 0,1 % Milch/TTBS-L6sung | Santa Cruz
HRP inkubiert

2.1.8.2 Losungen zum Nachweis der V-ATPase

Blockierlosung (1 % BSA-L6sung)

Bezugsquelle

BSA |1g |

e 19gBSAin 100 mlA. dest gelost

Roth

Waschldsung (0,1 % Milch/TTBS)

Bezugsquelle

10 x TTBS-L6sung

100 ml

Milchpulver

0,19

100 ml 10 x TTBS-L6sung und
900 ml A. dest gemischt

0,1 g Milchpulver in 1 x TTBS-
LOsung gelost

BioRad
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Priméare Antikorperldosung (Verdinnung: 1:1000 und 1:2000)

Bezugsquelle

Waschlésung 10 ml
V1-Komplex- 10 pl (1:1000),
Antikorper, 5 ul (1:2000)
(Guinea Pig)

e primarer Antikdrper in 10
ml 0,1 % Milch/TTBS-
LAsung inkubiert

H. Wieczorek,
Universitat
Osnabriick

Sekundare Antikorperldosung (1:17.000)

Bezugsquelle

Waschlésung

10 ml

Goat anti-Guinea Pig
lgG-HRP

1,7 pl

sekundarer Antikorper in 10
ml 0,1 % Milch/TTBS-L6sung
inkubiert

Santa Cruz

2.1.9 Losungen fur die Coomassie-Farbung nach Maniatis et al. (1989)

Coomassie-Farbelésung

Bezugsquelle

Methanol 45 % (viv)
Essigsaure 10 % (v/v)
Coomassie Brilliant | 3 mmol/I
Blue R250

in A. bidest gelost

Roth

vor Gebrauch filtriert

Roth

bei RT gelagert

Roth

Coomassie-Entfarbeldésung

Bezugsquelle

Isopropanol

25 % (VIV)

Essigsaure

10 % (v/v)

in A. bidest gelost

Roth

bei RT gelagert

Roth

Stabilisierungslosung

Bezugsquelle

Glycin

10 % (v/v)

Aceton

7 % (vIv)

in A. bidest gel6st

Roth

bei RT gelagert

Roth

2.1.10L6sungen fur die Histologie

PBS (phosphate-buffered saline), pH 7,4

Bezugsquelle

NaCl 137 mmol/l e in A. bidest gelost Roth

KCI 2,7 mmol/l e autoklaviert Roth

Na,PO, * 2H,0O 10,1 mmol/l e bei RT gelagert Sigma-Aldrich
KH,PO, 1,8 mmol/l Sigma-Aldrich
Formaldehyd-Fixierlosung (200 ml) (Endkonzentration 5 % Bezugsquelle
Formaldehyd)

Formaldehyd 37 % | 27, 03 ml e durchmischt Roth

PBS 172, 97 ml

Formaldehyd-Fixierldsung (200 ml) (Endkonzentration 4 %

Formaldehyd)

Formaldehyd 37 % | 21,6 ml e durchmischt Roth

PBS 178,4 ml
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Dubosqg-Brasil-Fixierlésung Bezugsquelle

Ethanol 80 % 150 ml e 1 g Pikrinséure in 150 ml Roth

Pikrinséaure lg Ethanol geldst AppliChem

Formol 35 % 60 ml e unmittelbar vor Verwendung | Roth

Eisessig 15 ml Formol und Roth
Eisessig zugegeben

Saccharose-Ldsung (200 ml, Endkonzentration 20 %) Bezugsquelle

Saccharose |40g | e in200 mlA. dest gelost Roth
Ethanol- 96 % Ethanol 80 % Ethanol 60 % Ethanol Bezugsquelle
Losungen
(200 ml)
Ethanol 96 ml 80 ml Ethanol 60 ml Universitat
(vergallt) Ethanol und und 20 ml Ethanol und Greifswald
A. dest 4 ml A. dest A. dest 40 ml A. dest Anlage
vermischt vermischt vermischt

Féarbelésung: Kernechtrot Bezugsquelle
Aluminiumsulfat 5¢9 e in 100 ml A. dest aufgekocht | Roth

e abgekuinhlt
Kernechtrot 0,15¢g e Kernechtrot zugegeben Merck

e Kkalt filtriert
Toluol 1ml e Toluol zugegeben Roth

e bei RT gelagert

Phosphowolframséaure (Endkonzentration: 5 %)

Bezugsquelle

Phosphowolframsaure ‘ 5,26 ¢ e in 100 ml A. dest geltst

Merck

Farbelosung: Anilinblau Orange-Essigsaure

Bezugsquelle

Anilinblau 0,59 e aufgekocht, abgekihlt und
Goldorange G 29 filtriert

A. dest 100 ml e LOsung 1:1 mit A. dest
Eisessig 8 ml verdunnt

Roth

Roth

Roth

2.1.11L6sungen fur die RP-HPLC

Elutionsmittel A (2 |, Endkonzentration: 0,1 % TFA in H,O)

Bezugsquelle

Trifluoressigsaure (TFA) | 2 ml e mit 2000 ml A. dest
gemischt
e bei RT gelagert

AppliChem
(TFA)

Elutionsmittel B (2 I, Endkonzentration: 0,08 % TFA in Acetonitril)

Bezugsquelle

Trifluoressigséaure (TFA) | 1,6 ml e mit 2000 ml Acetonitril
gemischt
e bei RT gelagert

AppliChem
(TFA)
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2.1.12 L6sungen fur die Elektronenmikroskopie

Phosphatpuffer (hach Rezept aus Siena) (Endkonzentration: 0,1 M,
1,8 % Saccharose, pH 7,2)

Bezugsquelle

NaH,PO, 3,599 ¢g ¢ in 300 ml deionisierten Roth
Wasser geldst (Losung A)
Na,HPO, 7,098 g e in 500 ml deionisierten Roth
Wasser geldst (Losung B)
e Ldsung A und Lésung B
vereinigt (pH 7,2)
Saccharose 189 e 1,8 g Saccharose in 100 ml

Pufferlésung geldst

Glutardialdehyd-L6sung in Phosphatpuffer (Endkonzentration: 25 %)

Bezugsquelle

Glutardialdehyd

5ml

e mit 45 ml Phosphatpuffer
(0,1 M, 1,8 % Saccharose,
pH 7,2) gemischt

Roth

Osmiumtetroxid-Lésung in Phosphatpuffer (Endkonzentration: 2 %)

Bezugsquelle

0s0,4-Stammldsung (4 %)

1:1 mit Phosphatpuffer (0,1 M,
1,8 % Saccharose, pH 7,2) in
einer 50 ml Schottflasche
gemischt

Serva
Electrophoresis

2.1.13Ldsungen und Antikdrper fur die Fluoreszenzmikroskopie

10 x TTBS-L6sung (1 1) (Endkonzentration (1 x): 0,1 mol/l Tris, 150

mmol/l NaCl, 0,1 % Tween, pH 7,5)

Bezugsquelle

Tris 121,1¢g
NacCl 87,79
Tween 20 10 ml

e Tris und NaCl in 600 ml A.

dest geldst

e pH 7,5 mit konzentrierter HCI

eingestellt

e Tween 20 zugegeben

o mit A. dest auf 1 | aufgeflllt
e bei 4 °C gelagert

e vor Verwendung 1:10 mit

A. dest verdinnt

Roth

Roth

Roth

Waschldsung A (50 ml) (1 % FBS)

Bezugsquelle

FBS

1ml

1 x TTBS-Losung

49 mi

durchmischt

AG Volker

Roth

Waschlosung mit SDS

Bezugsquelle

SDS (10 x)

1ml

Waschldsung A

10 mi

durchmischt

Roth
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Bezugsquelle

FBS 1,25 ml

1 x TTBS-Loésung 23,75 ml

e durchmischt

AG Volker

Roth

Primare Antikorper Verdinnung

Bezugsquelle

a-5 mouse monoklonal 1:100
lgG1

Douglas M. Fambrough ( The Johns
Hopkins University, Baltimore)

V;1-Komplex 1:100 H. Wieczorek/

(guinea pig) Universitat Osnabrick

Sekundare Antikorper Verdinnung Bezugsquelle

Anti-mouse 1gG (H+L), 1:50 Cell Signalling Technology
F(ab’)2 Fragment Artikelnummer: 4410
(AlexaFlour®647 Conjugate)

Goat polyclonal secondary 1:200 Abcam

Antibody to Guinea Pig 1gG-
HundL
(AlexaFlour®647)

Artikelnummer: ab150187

2.1.14L6sungen und Antikdrper fur die Immunhistochemie

2.1.14.1 Loésungen zum Nachweis der Na'/K*-ATPase

Waschldsung (50 ml) (Endkonzentration: 1 % BSA)

Bezugsquelle

BSA 059

PBS 50 ml

e BSA in PBS geldst

AppliChem

SDS-Waschlésung

Bezugsquelle

10 % SDS-Loésung | 1 ml

in 10 ml Waschlésung Roth

(1 % BSA in PBS) inkubiert

Blockierlosung (25 ml) (Endkonzentration: 5 % BSA)

Bezugsquelle

BSA 1,25

PBS 25 ml

e BSA in PBS geldst

AppliChem

Levamisol-Stammldsung (10 mmol/l)

Bezugsquelle

Levamisol 0,0241 g

PBS 10 ml

e Levamisol in PBS Sigma-Aldrich

gelost

Priméare Antikdrper-Lésung (Verdinnung 1:100)

Bezugsquelle

1% BSA in PBS 99 ul
a-5 mouse 1u
monoklonal

IgG1

e AKinl1l%BSAin
PBS
inkubiert

Douglas M. Fambrough
(The Johns University,
Baltimore)
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Sekundare Antikorper-Losung (Verdinnung: 1:50)

Bezugsquelle

1% BSA in PBS 98 pl e 1 Tropfen AK in -

Anti-mouse 1gG 2 ul Blockierlosung Sigma-Aldrich

Alkaline Phosphatase inkubiert Artikelnummer: A3562
Substrat-Losung (1 ml) Bezugsquelle
Tris 1 Tablette e Tris-Tablette in 1 ml Sigma-Aldrich
Fast Red TR/ Naphthol | 1 Tablette A. dest gelost Sigma-Aldrich
AS-MX e Fast Red TR/Naphthol

Levamisol (10 mmol/l) | 100 pl AS-MX-Tablette in Tris- | Sigma-Aldrich

Puffer gelost
e 100 pl Levamisol
dazugegeben

2.1.14.2 Lo6sungen zum Nachweis der V-ATPase

Waschldsung (50 ml) (Endkonzentration: 1 % Milch in TTBS)

Bezugsquelle

Milchpulver 0,59 e Milchpulverin 1 x TTBS BioRad
1 x TTBS-L6ésung 50 mi gelost -
Blockldsung (15 ml) Bezugsquelle
1 % TTBS/Milch 5ml e 2 Tropfen Goat-Serumin | -
Goat-Serum 2 Tropfen 1 % TTBS/Milch gegeben | Linaris

e (N bei 4 °C gelagert

Primare Antikdrper-Lésung (Verdiinnung 1:125)

Bezugsquelle

Blockierlosung

0,5 ml °

AK-V;-Komplex

4 ul

AK in Blockierlésung | -
inkubiert

H. Wiezcorek
Universitat Osnabriick

Sekundéare Antikorpersuspension (7,5 ml)

Bezugsquelle

Blockierlosung

7,5 ml

Goat-anti-guinea Pig
IgG: Biotin

1 Tropfen

e 1 Tropfen AK in
Blockierlosung
inkubiert

Linaris

Avidin-Biotin-Verstérkerreagenz

Bezugsquelle

1xTTBS 2,5 ml
Reagent Elite A 1 Tropfen
(Avidin DH solution)

Reagent B: HRP 1 Tropfen

Reagent Elite A und
Reagent B in TTBS
inkubiert

30 min vorkubiert

Linaris

Linaris

Diaminobenzidin-Reagenz (5 ml)

Bezugsquelle

Diaminobenzidin

1 Tablette

H20

1 Tablette

beide Tabletten in 5 ml
sterilen A. bidest gel6st
unter Lichtausschluss

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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| | gearbeitet

2.1.14.3 Lo6sungen fur die Molekularbiologie

20 x TAE-Puffer Bezugsquelle
Tris 96,89 e Tris und EDTA wurden mit A. | Roth
EDTA (0,5 mol/l) 40 ml bidest auf 1 | aufgefillt Roth

e die Losung wurde bei RT

gelagert
2 %iges Agarosegel (2 % (w/v) Bezugsquelle
Agarose 2% e 29 Agarose wurden in 1 x TAE- | Roth
TAE-Puffer (1 x) Puffer aufgekocht
e die Losung wurde bei 60 °C
gelagert

2.1.15Blutegel

Medizinische Blutegel der Arten H. medicinalis, H. verbana und H. orientalis wurden
von der Firma BioRepro (Berlin) bezogen. Die Tiere wurden in mit APW (Artifical Pond
Water, 25 g Meersalz auf 50 | A. dest) gefiullten Glasern (Fassungsvermégen: 2,5 1)
gehalten. Die Futterung der Tiere erfolgte mindestens einmal jahrlich oder in
Abhangigkeit von der Versuchszielstellung. Verfuttert wurde Schweineblut der
Metzgerei ,Greifenfleisch (Greifswald). Das Haltungswasser wurde in Abhangigkeit
vom Verschmutzungsgrad alle ein bis zwei Wochen gewechselt. Pro Glas wurden nicht

mehr als 20 Tiere gehalten.
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2.2 Methoden

Die Uberprifung der Arbeitshypothesen erfolgte mit proteinanalytischen Methoden
(1D-Gelelektrophoresen, Western Blot Analysen, 2D-Gelelektrophoresen, RP-HPLC-
Analysen), histologischen Arbeitsansatzen (3D-Rekonstruktion, Elektronenmikroskopie
(TEM), Lichtmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie), immunhistochemischen Methoden
und molekularbiologischen Verfahren (PCR).

Die Ultradiinnschnitte und die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (TEM) wurden
von Elisabeth Lipke (Ernst Moritz Arndt Universitat Greifswald, Allgemeine und
Systematische Zoologie) angefertigt.

Die experimentelle Durchfiihrung eigener Arbeiten wurde im Bereich der RP-HPLC
basierten Analyse gesogener und ungesogener Blutegel sowie im Bereich der Western
Blot Analysen (Na'/K*-ATPase), der immunhistochemischen Studien (Na'/K*-ATPase)
und fluoreszenzmikroskopischen Studien (Na‘'/K*-ATPase, V-ATPase) durch zwei von
mir betreute Qualifizierungsarbeiten (Anke Stein, Diplomarbeit 2013; Jannis Kummer,
Bachelorarbeit 2014) unterstitzt.

2.2.1 Proteinanalytische Methoden
2.2.1.1 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.2.1.1.1 Proteinpréaparation fur die zweidimensionale Gelelektrophorese

Da die einzelligen Speicheldriisenzellen medizinischer Blutegel zu klein sind, um
isoliert prapariert zu werden und zudem im Bindegewebe und in der Muskulatur
eingestreut vorliegen, erfolgte die Gewinnung des Probenmaterials fir die
zweidimensionale (2D) Gelelektrophorese aus Stanzpraparaten. Dazu wurde der
jeweilige Blutegel mit dem vorderen und hinteren Saugnapf unter Verwendung von
Prapariernadeln auf einem Wachsbrett fixiert und anschlieBend auf einem Rundstab
festgesteckt. Dieser wurde in ein Gefald mit flissigem Stickstoff getaucht. Bereits nach
wenigen Sekunden erstarrte der Korper des Tieres vollstandig. Die Gewinnung des
Probenmaterials erfolgte unter Zuhilfenahme einer Revolverlochzange (Selzer®),
indem der zentrale Gewebszylinder zwischen dem 5. und 11. Segment ausgestanzt, in
einem mit flissigem Stickstoff gefillten Mdrser pulverisiert und mit 1500 pl Lysispuffer
(siehe 2.1.3) versetzt wurde. Die Homogenisierung des Gewebes (30 s) erfolgte mit

Hilfe des Ultraturrax der Firma IKA-Labortechnik. Nach 3 minatiger Abkihlung des
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Gemisches auf Eis, wurde die Probe 3 min bei 13.000 rpm und 4 °C in einer Biofuge
(Heraeus) zentrifugiert und entsprechende Aliquotes bei -80 °C (Freezer der Firma
SANYO) gelagert.

2.2.1.1.2 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration aus den Stanzpraparaten des
Speicheldrisengewebes wurde mit Hilfe der Bradford-Methode (Bradford, 1976)
vorgenommen. Sie ermdglichte den quantitativen Vergleich der Proteinmuster
zwischen den verschiedenen Proben. Als Indikator diente der Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue G 250. In Folge der Fahigkeit des Farbstoffes an Proteine zu binden,
kénnen entsprechende Anderungen des Absorptionsmaximums gemessen werden
(Bradford, 1976). Die Messung der Praparationsserie wurde gegen eine BSA-
Standardreihe der Konzentrationen 10, 5, 2,5, 1,25 und 0 mg/ml (siehe 2.1.4)
durchgefihrt. Das Bradford-Reagenz (siehe 2.1.4) wurde mit A. dest im Verhdltnis 1.5
verdinnt. Im Anschluss wurden jeweils 1 ml der L6sung in eine Halbmikrokivette
(Sarstedt) gegeben, 5 pl der jeweiligen BSA-Probe bzw. Speichelgewebe-Probe
zupipettiert und beide Komponenten gut durchmischt. Die Proben wurden bei 595 nm

in einem Beckmann DU® 530 Life Science UV/VIS-Spectrophotometer vermessen.

2.2.1.1.3 Analyse der Speicheldrisenproteine aus Stanzpraparaten des

Egelvorderkdrpers in ungesogenen und in gesogenen Tieren

Fur die Gewinnung der Speichelprotein-Proben wurden Stanzpréparate (siehe
2.2.1.1.1) angefertigt. Diese hatten den Vorteil, dass durch das Ausstanzen eines
zentralen Gewebezylinders, in welchem sich die Drisenzellen befinden, ein Grol3teil
des Hautmuskelschlauchs bei der Probengewinnung ausgeschlossen werden konnte.
Gleichwohl lagen die Speicheldriisenzellen der Egel eingestreut in Muskulatur und
Bindegewebe vor (Abb. 18), so dass auch diese Bestandteile zwangslaufig mit in die
Probe gelangten. Um die sekretorischen Proteine, die ein Blutegel tatsdchlich wahrend
des rund 30 minitigen Saugaktes in die Wunde des Wirts abgibt von jenen
unterscheiden zu koénnen, die entweder nicht aus den Drisenzellen sekretiert werden
oder dem umliegenden Gewebe entstammten, wurden fir kleinere Proteine/Peptide
gelfreie (RP-HPLC; siehe 2.2.1.3.4) und fur héher molekulare Proteine gelbasierte (2D-

Gelelektrophorese) Analysen von ungesogenen und gesogenen Blutegel angefertigt.
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Innerhalb der gelbasierten Studie wurden 10 ungesogene Blutegel mit 4 gesogenen
Blutegeln verglichen und pro Tier zwei (gesogen) bis vier (ungesogen) technische
Replikate angefertigt. Die Futterung der Tiere erfolgte mit Schweineblut (Metzgerei
,Greifenfleisch®, Greifswald), welches auf 37 °C erwarmt in einen ebenfalls auf 37 °C
erwarmten Schweinedarm (Metzgerei ,Greifenfleisch®, Greifswald) gefullt wurde. Der
Saugakt dauerte mindestens 30 min. Nach Beendigung der Nahrungsaufnahme
erfolgten sofort die Proteinpraparation (siehe 2.2.1.1.1), die Proteinbestimmung nach
Bradford (Bradford, 1976; siehe 2.2.1.1.2) und die Durchfihrung der 2D-
Gelelektrophorese.

Im Focus der 2D-Gelelektrophorese steht die isoelektrische Fokussierung (IEF) als
erste Dimension. Das Prinzip der Trennmethode beruht auf der Wanderung der
Proteine auf einem streifenférmigen Polyacrylamid-Gel bis zu ihrem isoelektrischen
Punkt. Innerhalb des Gels befindet sich eine Matrix, in die die Proteine wahrend der
Rehydratisierungsphase in einem elektrischen Feld bis zu dem pH-Gradienten, an
denen ihre Nettoladung null ist, eindiffundieren. In den 80iger Jahren entwickelten
Bjellquist et al. die immobilisierten pH-Gradienten (IPG), bei denen Immobiline in das
Acrylamid eingebaut werden (Bjellquist et al., 1982).

Fur den Versuchsansatz wurde eine programmierbare Fokussierungs-Apparatur der
Firma BioRad sowie Gelstreifen (Ready Strips™ IPG Strips, BioRad) mit einer Lange
von 17 cm und einem pH-Spektrum von 5-8 genutzt.

Pro Durchlauf wurden zwei Aliquots einer Probe (technische Replikate) aufgetaut, die
zuvor errechneten Probenvolumina entnommen und diese mit Rehydratisierungspuffer
(siehe 2.1.5) auf ein jeweiliges Gesamtvolumen von 330 pl aufgefillt. Die beiden
Proben wurden in zwei Slots des Fokussierungstrays pipettiert, die IPG Streifen
eingeschoben und diese mit 750 pl Mineral6l (BioRad) Uberschichtet. Die 12 stiindige
Rehydratisierung fand bei einer niedrigen Spannung von 50 V und einer Stromstarke
von maximal 0,05 mA/Streifen statt. Die |IEF startete sodann automatisch, wobei Uber
einen Zeitraum von 5,5 h die Spannung langsam von 50 auf 10.000 V erhéht wurde.
Die sich anschlieBende Equilibrierung der Proben erfolgte bei RT auf dem Schiittler
(GFL, 30 rpm). Die Gradientenstreifen wurden in eine Inkubationskammer transferiert,
10 min in jeweils 1 ml DDT-haltige Equilibrierungsldsung (siehe 2.1.5) und 10 min in je
1 ml Jodoacetamidhaltige Equilibrierungslésung (siehe 2.1.5) inkubiert. Nachfolgend
wurden die Gradientenstreifen weitere 5 min in je 1 ml 2 x Probenpuffer (siehe 2.1.5)
geschuittelt (30 rpm).

Es folgte die Auftrennung der Proteine in der 2. Dimension nach ihrer Molekularmasse.
Dafur wurden entsprechende Polyacrylamid-Gele hergestellt. Diese entstehen durch

die Polymerisation von Acrylamid mit quervernetztem N, N‘-Methylen-bis-acrylamid
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(Gey, 2008), wobei der Vernetzungsgrad durch die Konzentration der beiden
Komponenten beeinflusst werden kann. Fur die Versuchsdurchfihrung wurde eine
Acryl/Bisacrylamid-Konzentration von 15 % gewahlt. Die 20 x 20 cm grol3en Gele
wurden am entsprechenden Versuchstag in einer Apparatur der Firma BioRad
gegossen und polymerisierten fir mindestens 1 h bei RT aus. Als Radikalstarter
wurden 40 % APS (150 pl/Gel) und TEMED (50 pl/Gel) verwendet. Nach Abschluss
der Polymerisation wurde etwas 1 x Laufpuffer (siehe 2.1.5) ins Glasplattensandwich
(Spalt fur Gradientenstreifen) pipettiert und die Gradientenstreifen unter Zuhilfenahme
einer Pinzette auf die Gele transferiert. Zudem wurde fur die spatere Auswertung der
Molekularmassen 10 ul Roti®-Standard (Roth) aufgetragen.

Sodann wurde die Gel-Laufapparatur (BioRad) zusammengebaut. Dazu wurde ein
Cooling-Core (BioRad) verwendet, welches der Kiihlung diente und die Temperatur bei
etwa 20 °C hielt. Die zwei dazugehoérigen Dichtungen wurden mit 1 x Laufpuffer
befeuchtet und in die vorgesehenen Nuten eingesetzt, die Gele in das Cooling-Core
eingespannt und die Apparatur in den Puffertank gestellt. Das obere und untere
Pufferreservoir wurden mit 1 x Laufpuffer (siehe 2.1.5) gefiillt, die Kihlung (Kaltebad
mit Umwalzpumpe) angeschlossen und der Gellauf gestartet. Zu Beginn des Laufs
wurde fur 30 min eine Spannung von 50 V gewéhlt, welche anschliel3end auf 250 V
erhoht und ca. 6 h beibehalten wurde. Naherte sich der Lauf den unteren Plastikspitzen
des Cooling-Core, wurde die Elektrophorese beendet, die Gele von den Glasplatten
abgel6st und in die Fixierlosung fur die Silberfarbung nach Blum et al. (1987, Methode
siehe 2.2.1.1.4) transferiert.

Von jeder Probe wurden zwei bis vier technische Replikate angefertigt. Die
silbergefarbten Gele wurden mit Hilfe eines Durchlicht-Scanners, Modell Quatographic
pro 42 der Firma Quato, digitalisiert und mit einer Auflésung von 300 dpi und 16 Bit
Graustufen als TIFF-Datei gespeichert. Die anschlieBende Auswertung erfolgte mit der
Software, Phoretix® 2D, Vision 5.01. Mit dem Programm wurden die Spots
automatisch markiert und manuell nachdetektiert.

Es wurde ein Referenzgel (héchste Anzahl an Spots, ungesogenes Tier) ausgewahlt
und dieses mit den ubrigen Gelen abgeglichen. So wurden unter den markierten Spots
die entsprechend konvergenten Spots ermittelt. Diese wurden manuell unter Nutzung
einer eigens dafur angefertigten Schablone nachkorrigiert, da es auch unter
standardisierten Bedingungen nicht selten dazu kommt, dass sich das Laufverhalten
der Proben wahrend der Gelelektrophorese unterscheidet und die Muster der
Proteinspots in ihrer Gesamtheit entsprechend verzerrt sind. Aus den jeweiligen
technischen Replikaten einer Probe wurden Durchschnittsgele erstellt. Der Parameter

Absence Faktor (AF), welcher angibt, in wie vielen Gelen ein spezifischer Spot fehlen
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darf, wurde bei vier technischen Replikaten auf 1 gesetzt. Bei 2 technischen Replikaten
(gesogene Tiere) wurden nur die Spots fiir weitere Berechnungen verwendet, die im

Vergleich zu den Gelen ungesogener Blutegel fehlten.

2.2.1.1.4 Silberfarbung nach Blum et al. (1987)

Die Silberfarbung nach Blum et al. (1987) beruht auf der Komplexbildung zwischen den
Ag*-lonen und den Glutamin-, Asparagin- und Cystein-Resten der Proteine (Rehm,
2002). Die Proteinvisualisierung erfolgt durch reduzierende Agenzien, durch die die
Ag*-lonen zu metallischen Silber reduziert werden. Die Sensitivitat der Methode ist mit
einer Nachweisgrenze von 5 ng Protein (Poehling und Neuhoff, 1981) deutlich hdher
als die der Coomassie-Farbung, jedoch in Bezug auf weiterfihrende Analysen von
Nachteil.

Die Durchfuhrung erfolgte wie in Blum et. al. (1987) publiziert, wobei fir die Fixierung
ein Zeitraum von 2 h gewahlt und Methanol durch Ethanol (99,8 %) ersetzt wurde.

2.2.1.2 Western Blot Analysen
2.2.1.2.1 Proteinpraparation

Die Proteinpraparation erfolgte zunadchst ausschliel3lich aus Stanzpréaparaten (siehe
2.2.1.1.1) unter Verwendung eines fir die eindimensionale (1D) Gelelektrophorese
vorbereiteten Lysispuffers (siehe 2.1.3) und spater auch durch die isolierte Entnahme
des Speicheldrisengewebes aus dem Vorderkorper des jeweiligen Versuchstiers.
Dazu wurde der Egel mit Prapariernadeln auf einen Rundstab festgesteckt und dieser
anschlief3end fir 10 min in einen Freezer (-20 °C) gekihlt. Nach dem Erstarren des
Tieres wurde es vom Rundstab abgeldst und dorsal mit Hilfe von Prapariernadeln auf
einen Wachsbrett fixiert. Mit einer feinen Préaparierschere wurde anschlieRend ein ca.
1 cm langer posteriorer Schnitt, ausgehend von der Mundhohle, dicht unter dem
Hautmuskelschlauch gesetzt und dieser sodann mit Prapariernadeln beidseitig
aufgespannt. Im Anschluss wurde das Speicheldriisengewebe, welches sich zwischen
den Kiefern und dem Speichermagen befindet und sowohl die Speicheldrisenzellen
als auch Muskulatur und Bindegewebe enthalt, mit einer Pinzette entnommen und in
ein Eppendorf-Gefal3 transferiert. Die anschlieRende Proteinpréaparation erfolgte unter
Nutzung des Lysispuffers fur die eindimensionale Gelelektrophorese (siehe 2.1.3) in

gleicher Weise, wie fur die Stanzpraparate (siehe 2.2.1.1.1). Die Praparation des
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Speicheldrisengewebes erwies sich jedoch fur die Gewebeaufbereitung frisch
gesogener Tiere als unginstig, da es schnell zur Verunreinigung mit Nahrungsblut aus
dem Speichermagen der Tiere kommt. Bestand dennoch die Notwendigkeit dieser
Praparationstechnik (molekularbiologische Arbeiten) wurde den Tieren am Abend vor
der Praparation ein Mageninfusionsschlauch gelegt und das Nahrungsblut entfernt.

2.2.1.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Stanzpréparaten und dem isolierten
Speicheldriisengewebe wurde mit Hilfe der Bradford Methode (1976) vorgenommen
und erfolgte wie bereits dargelegt (siehe 2.2.1.1.2) unter Verwendung des Lysispuffers
fur die eindimensionale Gelelektrophorese (siehe 2.1.3).

2.2.1.2.3 1D-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das Mini-PROTEAN® 3 System
der Firma BioRad genutzt. Die Glasplatten wurden vor der Nutzung grindlich mit 70 %
Ethanol gereinigt und die Gelapparatur zusammengebaut. AnschlieRend wurde das
Trenngel unter Verwendung der Radikalstarter APS (10 %) und TEMED mit einer
10 %igen oder 13 %igen Acrylamid-Bisacrylamid Konzentration (siehe 2.1.8) bis ca.
2 cm unter den Rand gegossen und zur Vermeidung von Unebenheiten mit 2-Methyl-1-
Propanol berschichtet. Die Polymerisationszeit betrug ca. 60 min. Nach dem
Ausharten wurde der Alkohol abgegossen, das Gel kurz unter flieBendem A. dest
gespult und Gberschissiges Wasser mit Hilfe von Filterpapier entfernt.

Fur die weitere Bearbeitung wurden 50 pl APS (10 %) und 10 pl TEMED zur
Sammelgel-Losung (siehe 2.1.8) hinzugefiigt, diese auf das erhartete Trenngel
aufgetragen und entsprechende Kamme der Firma BioRad eingefugt. Die
Polymerisationszeit betrug ca. 20 min. Im Anschluss wurden die Kdmme entfernt, die
Gele in die Laufvorrichtung eingespannt und in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt.
In das obere Pufferreservoir wurde 1 x Laufpuffer (siehe 2.1.5) gegeben und die
Proben in die vorgesehen Taschen pipettiert. Die Beladung der Gele erfolgte nach
einem zuvor festgelegten Beladungsschema mit 15 pg Protein oder dem maximalen
Probenvolumen (30 pl). Zuvor wurden die Proben mit 2 x Probenpuffer (siehe 2.1.5)

versetzt (Verhéltnis 1:1), 3 min gekocht, abgekihlt und zentrifugiert. Grundsatzlich
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wurde fur spétere quantitative Aussagen 5 pl Roti®-Standard (Roth) in mindestens
eine Tasche pipettiert.

Anschlieend wurde auch das untere Pufferreservoir mit 1 x Laufpuffer gefillt und der
Gel Lauf gestartet. Dieser fand zunachst bei 90 V statt und wurde nach 10 min auf
120 V erhoht. Um kleinere Proteine nicht zu verlieren, wurde der Lauf kurz vor dem
Rauslaufen der Bromphenol-Front gestoppt. In der Folge wurden die Gele aus der
Apparatur ausgebaut, in Transferpuffer (siehe 2.1.8) Uberfuhrt und die Western Blot

Analyse angeschlossen.

2.2.1.2.4 Semi-Dry Blotting von Proteinen aus SDS-Gelen

Beim Semi-Dry Blotting wurden die mittel SDS-Page elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die Makromolekile kdnnen
durch hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken an der Membran
binden, so dass ein Replikat des Trennmusters der Gel-Proteine auf der Membran
erzeugt wird. Die Immunreaktivitat der Proteine bleiben dabei erhalten. In der Folge ist
die spatere Detektion der Proteine mit Hilfe von Antikérper méglich.

Fur das Blotten wurde eine Apparatur der Firma BioRad (TransBlot® SD, Semi Dry
Transfer Cell) verwendet. Zundchst wurden die Gele und die Membran fir 10 min in
Transferpuffer (siehe 2.1.8) aquilibriert. Im Anschluss erfolgte der Zusammenbau der
Sandwiches. Daflir wurde ein BioRad-Filter kurz im Transferpuffer getrankt und auf die
Anode gelegt. Die Membran wurde aus dem Transferpuffer genommen und auf den
Filter geschichtet. Auf diese wurde das Polyacrylamid-Gel transferiert und
abschlie3end ein weiterer zuvor in Transferpuffer getrankter BioRad-Filter gelegt. Zur
Vermeidung von Luftblasen wurde vorsichtig mit einer Plastikpipette (ber das
Sandwich gerollt. Der Gberschissige Puffer wurde mit einem Papiertuch von der Blot-
Apparatur entfernt. Bevor anschlieend der Deckel des Gerats, d.h. die Kathode,
aufgesetzt wurde, wurden nochmals 3 Tropfen Transferpuffer auf den Stapel gegeben.
Die Elektroden der Apparatur wurden an das Netzgerat (Power Pack P 25, Biometra)
angeschlossen und der Proteintransfer gestartet. Dieser dauerte fir ein Gel bei
400 mA und 20 V exakt 15 min. Beim doppelten Blot-Sandwich und ebenfalls 400 mA
erhohte sich die Transferzeit entsprechend auf 30 min.

Nach dem erfolgten Proteintransfer wurde das Blot-Sandwich auseinandergebaut.
Wahrend die Gele verworfen wurden, wurden die Membranen 3 min in Ponceau-
Losung (siehe 2.1.8) inkubiert. Dadurch konnte eine Visualisierung der Proteine

erreicht und der Standard mit einem Bleistift markiert werden. Uberschiissiger Farbstoff
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wurde anschlieend durch das mehrmalige, kurze Spulen der Membran mit A. dest
entfernt. Die Trocknung der Blots erfolgte im Anschluss zwischen zwei Whatman-
Papieren.

2.2.1.2.5 Nachweis der Na'/K*-ATPase und V-ATPase im Gewebe von H.

verbana mittels Western Blotting

Zu Beginn wurden die unspezifischen Proteinbindungsstellen der Blot-Membran
entweder mit einer Losung aus entfettetem Milchpulver (3 %) und 1 x TTBS-LOsung
(Na'/K*-ATPase) oder einer 1 % BSA-Losung (V-ATPase) fiir 90 min bei RT unter
leichten Schutteln geblockt. AnschlieRend erfolgte Gber Nacht bei 4 °C und 50 rpm die
Inkubation mit dem primaren Antikorper. Dafur wurde im Fall der Na*/K*-ATPase ein
Mouse-a5-Antikdrper (Verdinnung: 1:1000; D.M. Fambrough, University Baltimore)
und im Fall der V-ATPase ein Guinea-Pig-V;-Komplex-Antikorper (Verdinnung 1:1000
oder 1:2000; bezogen von Prof. Helmut Wieczorek; Universitat Osnabriick) genutzt.
Am néachsten Morgen wurden die Membranen dreimal mit jeweils 25 ml einer 0,1 %
Milch/TTBS-L6sung (siehe 2.1.8.1 und 2.1.8.2) gewaschen. Auf diese Weise konnte
der ungebundene Antikdrper entfernt und unspezifische Antikdrper-Bindungen gelést
werden. Sodann wurde die einstiindige Inkubation mit 1,7 pl Sekundarantikérper, d.h.
bei der Na'/K*-ATPase mit einem Goat-Anti-Mouse 1gG-HRP Antikorper (Santa Cruz)
und bei der V-ATPase mit einem Goat-Anti-Guinea-Pig IgG-HRP Antikérper (Santa
Cruz), in 10 ml einer 0,1 % Milch/TTBS-LOsung (siehe 2.1.8.1 und 2.1.8.2)
durchgefuhrt. Um abschlieBend erneut den Uberschissigen Antikdrper zu entfernen,
wurde die Membran 2 x in 25 ml 0,1 % Milch/TTBS-L6sung fur 5 min gewaschen und 1
x unter gleichen Bedingungen in 1 x TTBS-Ldsung.

Die Detektion der gebundenen Sekundarantikorper erfolgte in der Dunkelkammer mit
Hilfe von Chemilumineszenz. Dazu wurde das Enhanced Chemiluminescence (ECL)-
Reagenz (Thermo Scientific) genutzt. Dieses setzt sich aus der Peroxidase Luminol
und Wasserstoffperoxid zusammen. In Gegenwart von H,O, wurde die Oxidation des
Luminols durch die an den Sekundarantikbrper gebundene Peroxidase verstarkt. In
Folge dessen wurde das Licht emittiert und die Banden somit visualisiert. Von der ECL-
Western Blotting L6sung wurden aus beiden Flaschen jeweils 5 ml in ein
Inkubationsschalchen gegeben und die Membranen darin fir 1 min eingetaucht. Im
Nachgang wurden sie in eine Folie transferiert und im Belichtungsapparat platziert. Die
Belichtungszeit betrug fir den Nachweis der V-ATPase 30 s und fir den der Na'/K*-

ATPase 25 min. Die Banden wurden mit dem Programm ,Fusion® detektiert.
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2.2.1.3 Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-
HPLC)

2.2.1.3.1 Proteinpraparation und Bestimmung der Proteinkonzentration
nach Bradford (1976)

Die Proteinpréparation erfolgte fir alle RP-HPLC-Ansétze aus Stanzpréparaten (siehe
2.2.1.1.1). Dabei wurde der Lysispuffer grundsatzlich durch 1500 pl Phosphat-
gepufferter Salzldsung (PBS) ersetzt. Die sich anschliel3ende Proteinbestimmung nach
Bradford (1976) erfolgte ebenfalls unter Verwendung einer BSA-Standardreihe mit
PBS. Die Proben wurden als 500 ul Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3.2 Gelfiltrationsséaule (Sephadex G 50)

Um niedermolekulare Proteine fur spatere RP-HPLC-Analysen von den hoher
molekularen Proteinen chromatographisch aufzutrennen, wurde eine Gelfiltrationsséule
mit Sephadex G 50 (Separation Pharmacia Dextran) hergestellt. Dessen Grundsatz
beruht auf der ungleichen Permeation der zu trennenden Proteine in ein Geflecht aus
quervernetzten Dextranen mit festgelegter PorengrofRe. So sind die Proteine ab einer
bestimmten Grof3e nicht mehr in der Lage in die Poren des Gels einzudringen und
erscheinen sofort mit dem Eluat im Ausschlussvolumen, wahrend kleinere Molekile mit
dem Trenngel interagieren und verzogert eluiert werden (Bollag, 1994). Fir den
Versuchsansatz wurde mit dem Polydextran Sephadex G 50 ein Trennbereich von 1,5
bis 30 kDa festgelegt.

Fur den Bau der Gelfiltrationsséaule wurden 1,5 g Sephadex G 50 (Pharmacia) mit
50 ml PBS (siehe 2.1.10) uber einen Zeitraum von ca. 5 h in einem Falkon-Gefald zum
aufschwemmen gebracht. Das Auslaufventil einer Spritze wurde mit Glaswolle
verdichtet, die Spritze in ein Stativ eingespannt und ein 3-Wegehahn-Ventil an deren
Spitze angebracht. Sodann wurde die Spritze vorsichtig und luftblasenfrei mit dem
gequollenen Sephadex G 50/PBS-Gemisch gefillt und anschlieRend an der Basis mit
etwas Glaswolle verdichtet. Das Spulen der Saule erfolgte mit PBS. Es wurde ermittelt,
dass drei Tropfen des Eluats einem Volumen von 100 pl entsprechen.

Um die Funktionalitat der S&aule zu testen und um herauszufinden, in welcher Fraktion
die niedermolekularen Proteine eluiert werden, wurden zunachst 500 pl Lésungen aus
5 mg BSA in 5 ml PBS und 5 mg Aprotinin in 5 ml PBS chromatographisch aufgetrennt.
Die Proben wurden voneinander unabhangig auf die S&ule gegeben und mit PBS

eluiert. Von beiden Proben wurden jeweils 20 Fraktionen mit 10 Tropfen (= 300 pl)

44 |Seite



2 Material und Methoden

aufgefangen und anschlie3end photometrisch mit Hilfe einer UV-VIS-Lampe bei
280 nm (Beckmann DU® 530 Life Science UV/VIS-Spectrophotometer) in einer
Quarzkivette vermessen. Zwischen der Auftragung verschiedener Proben wurde die
Saule mit 5 ml PBS gesplilt.

In der gleichen Weise wurde im Anschluss mit den Proben der Proteinpréparation
verfahren, wobei die aufgefangenen Fraktionen in Abhangigkeit vom Versuchsansatz

fur die RP-HPLC-Analyse teilweise gepoolt wurden.

2.2.1.3.3 Expressionsmuster kleinmolekularer Speichelproteine in den
drei Blutegelarten H. verbana, H. medicinalis und H. orientalis
mittels der RP-HPLC

Um zu ermitteln, ob es zu Differenzen im Expressionsmuster kleinmolekularer
Speichelproteine innerhalb der drei Hirudo Arten H. verbana, H. medicinalis und H.
orientalis kommt, wurde eine vergleichende gelfreie Analyse unter Verwendung der
RP-HPLC durchgeflhrt.

Es wurden jeweils sechs ungeflittere Tiere der drei Arten mit ahnlichen Kérpermassen
prapariert (siehe 2.2.1.3.1).

Die niedermolekularen Proteine bzw. Peptide des Speicheldriisenprotein-Gemisches
wurden gelchromatographisch mit Hilfe einer Sephadex G 50 Gelfiltrationsséule von
den hoher molekularen Proteinen getrennt (siehe 2.2.1.3.2). Fur die Analysen der
Egelproben wurden jeweils die Fraktionen 8 und 9 der Gelfiltrationseluate gepoolt. In
diesen sollten die Peptide und niedermolekularen Proteine im Molekularmassenbereich
von 4 bis 40 kDa in relativer Anreicherung vorliegen.

Die anschlieRende RP-HPLC Auftrennung des Protein-Gemisches erfolgte auf einer
125 mm Nucleosil 100-5 C18 PPN-Saule (Macherey und Nagel) mit Vorsaule mittels
einer Hitachi-HPLC-Anlage (L-2290 Autosampler, L-2400 Pumpe, L-2400 UV-Detektor)
bei RT und einer Detektionswellenlange von 280 nm. Als Elutionsmittel kamen 0,1 %
TFA in Wasser (Eluent A; siehe 2.1.11) und 0,08 % TFA in Acetonitril (Eluent B; siehe
2.1.11) zur Anwendung. Der Gradient wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min
folgendermafien konfiguriert: 0-45 min 0-100 % Eluent B. AnschlieRend wurde die
Saule fir 5 min mit 100 % des Eluents B gesplilt, innerhalb weiterer 3 min wieder auf O
% des Eluents B gebracht und vor der nachfolgenden Injektion 8 min lang bei 0 %
Eluent B A&quilibriert. Injiziert wurden grundsatzlich 50 pl Probe, die zuvor in
entsprechende Vials (Macherey und Nagel) pipettiert und in den Autosampler gestellt

wurden, zum Zeitpunkt O des Gradienten.
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2.2.1.3.4 Analyse sekretorischer Speicheldrisenproteine vor und nach

der Nahrungsaufnahme

Die Analyse der Expressionsmuster erfolgte an 5 ungesogenen und 5 gesogenen
Tieren. Letztere wurden unmittelbar vor der Proteinprdparation mit Schweineblut
(Metzgerei ,Greifenfleisch®, Greifswald) gefuttert. Das Blut wurde im Wasserbad
(Memmert GmbH) auf 37 °C erwarmt, in einen ebenfalls auf 37 °C erwarmten
Schweinedarm (Metzgerei ,Greifenfleisch®, Greifswald) gefullt und dieser den Egeln
angeboten. Der Saugakt erfolgte tiber einen Zeitraum von 30 bis 60 Minuten. Die sich
anschlieRende Proteinpraparationen der gesogenen Tiere sowie die der 5
ungesogenen Tiere ist unter 2.2.1.3.1 beschrieben. Fur die spatere Auswertung wurde
die Proteinbestimmung nach Bradford (1976, siehe 2.2.1.3.1) durchgefuhrt.

Die Fraktionierung der Proben erfolgte chromatographisch unter Verwendung einer
Sephadex-Saule (2.2.1.3.2). Innerhalb der Studie wurde die Fraktionen 4 — 8 jeder
Probe fiir die spatere RP-HPLC gepoolt. Zudem wurden Ldsungen aus 5 mg BSA in
5 ml PBS und 5 mg Aprotinin in 5 ml PBS hergestellt und deren chromatographisch
aufgetrennte Fraktionen 1-3, 4-5, 6-8, 9-10 und 11-13 aufgefangen.

Die RP-HPLC Auftrennung des Protein-Gemisches und der BSA/Aprotinin-Proben
erfolgten auf einer 125 mm Nucleosil 100-5 C18 PPN-Saule (Macherey und Nagel) mit
Vorsaule mittels einer Hitachi-HPLC-Anlage (L-2290 Autosampler, L-2400 Pumpe, L-
2400 UV-Detektor) bei RT und einer Detektionswellenlange von 280 nm. Als
Elutionsmittel wurden 0,1 % TFA in Wasser (Eluent A; siehe 2.1.11) und 0,08 % TFA in
Acetonitril (Eluent B; siehe 2.1.11) verwendet. Der Gradient betrug 0-45 min 0-100 %
Eluent B und wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min eingestellt. Nach jedem
Probendurchlauf wurde die Saule fir 5 min mit 100 % des Eluents B gesplilt, innerhalb
von 3 min wieder auf 0 % des Eluents B gebracht und anschlieRend 8 min lang bei 0 %
Eluent B &aquilibriert. Das Injektionsvolumen betrug grundsatzlich 50 pl. Neben den
Gewebeproben wurde als Referenzprotein mit bekannter Molekularmasse das
rekombinant hergestellte Hirudin Variante PA (Mduller et al., unveréffentlicht) in den
Verdinnungsstufen 1:10, 1:100 und 1:1000 vermessen. Zudem wurden drei Proben
gesogener Tiere im Verhdltnis 1:50 mit dem rekombinanten Protein versetzt (Spiking-
Experiment) und anschlieRend unter gleichen Bedingungen chromatographisch
aufgetrennt.

Die quantitative Auswertung der relativen Peakflachen erfolgte manuell mit Hilfe der
Software EZ Chrom Elite. Die Chromatogramme aller gesogener und ungesogener
Tiere wurden unter Verwendung des R-Programms (R Studio; durchgefuhrt von Dana

Kleimeier) auf eine mogliche zeitliche Verschiebung (Kreuzkorrelationen) tberpriift,
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wobei ein Wert > 0,5 als positiv korreliert angenommen wurde. Die Berechnung
signifikanter Unterschiede einzelner Peaks zwischen ungesogenen und gesogenen
Tieren erfolgte mit dem t-Test oder im Fall ungleicher Varianzen mit Hilfe des Wilcoxon
Rangsummentests. Die Chromatogramme des rekombinanten Hirudins bzw. die
Retentionszeiten der entsprechenden Peaks wurden mit den Retentionszeiten der
Peaks aus den Gewebeproben auf mdgliche Deckungsgleichheit untersucht. Um
eventuelle Unterschiede zwischen dem Protein in reiner Losung und dem Protein
innerhalb der physiologischen Gewebeprobe zu detektieren, wurden die Ergebnisse

der Spiking-Experimente in die Auswertung einbezogen.

2.2.2 Histologische Untersuchungen

2.2.2.1 Gewebefixierung und Anfertigung von Kryostatschnitten

Da Kryopraparate aufgrund des Gefrierprozesses, der einfachen Fixierung und der
nicht notwenigen Entwéasserung der Schnitte eine gute Antigenitat aufweisen (Mulisch
und Welsch, 2010), wurden sie fir immunhistochemische Versuche, fluoreszenz-
mikroskopische Betrachtungen und fir die Ermittlung des durchschnittlichen
Proteingehalts einer Speicheldriisenzelle verwendet.

Dazu wurde das Speicheldrisenzellen-enthaltene Gewebe des Egel-Vorderkérpers
Uber Nacht fixiert, indem das entsprechende Versuchstier mit dem vorderen und
hinteren Saugnapf unter Verwendung von Prapariernadeln auf einen Rundstab
festgesteckt und mit diesem bei 4 °C in einer 4 %igen (Farbung mit dem
AlexaFlour®647-Farbstoff) oder 5 %igen Formaldehydldsung (immunhistochemische
Versuche und Farbung mit Bradford-Reagenz zur Ermittlung des Proteingehalts)
inkubiert wurde. Am jeweils darauffolgenden Morgen wurde der Egel vom Rundstab
abgel6st, der Vorderkorper bis zum 11. Segment mittels Skalpell vom restlichen Kérper
abgetrennt und dieser bei 4 °C fir 4 bis 7 Tage, d.h. bis zu dem Zeitpunkt, an dem das
Gewebe auf den Boden des Messzylinders abgesunken war, in einer 20 %igen
Saccharoseldsung belassen. Sowohl die sich anschlieRende Gewebeeinbettung, als
auch die Anfertigung der Gefrierschnitte erfolgten bei -20 °C im Kryostat der Firma
Leica (CM 1900). Es wurden einige Tropfen flussiges Gefriermedium (Tissue Tek®
O.C.T. ™ Compound) bei RT auf den vorgekuhlten Objektteller gegeben und der Egel-
Vorderkorper in der gewlnschten Orientierung (quer, transversal oder sagittal) auf
diesem ausgerichtet. Um die Verfestigung des Mediums infolge des Gefrierprozesses
einzuleiten, wurde der Objektteller anschlieRend in den Kryostaten gestellt und solange

Tissue Tek® O.C.T. ™ Compound auf das Objekt gegeben bis dieses vollstandig und
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luftblasenfrei eingebettet vorlag. Nachfolgend wurde der Objektblock unter
Verwendung eines Skalpells trapezfoérmig getrimmt und sodann der Objektteller in die
Schneidevorrichtung eingespannt. Mittels der vom Hersteller empfohlenen Klingen
(Leica, 819) konnten 6 um starke Gefrierschnitte angefertigt und auf Poly-L-Lysin
beschichteten Objekttragern (Superfrost, Roth) aufgenommen werden. Die Behandlung
von Objekttragern mit Poly-L-Lysin hat keine Auswirkungen auf nachfolgende
Farbungen, sondern verhindert lediglich das Abschwimmen der Schnitte bei sich

anschlieRenden Experimenten (Mazia et al., 1975).

2.2.2.2 Gewebefixierung und Anfertigung von Paraffinschnitten

Der Vorteil von Paraffinschnitten besteht darin, dass die Struktur des Gewebes sehr
gut erhalten bleibt und Serienschnitte sowie Ubersichtsfarbungen angefertigt werden
konnen, die morphologische Betrachtungen ermdglichen.

Sie wurden im Rahmen der Promotionsarbeit einerseits genutzt, um die Struktur der
Speicheldrisenzellen und deren Lage im Vorderkérper der Tiere ndher zu betrachten
(3D-Rekonstruktion) und andererseits fur die Extrapolation der durchschnittlichen
Anzahl von Speicheldriisenzellen in einem Tier, fir Untersuchungen zur Neusynthese
der Speicheldriseninhaltsstoffe und fur Versuche zu regulatorischen Mechanismen der
Speichelsekretion.

Praparatorisch wurde das entsprechende Versuchstier mit Nadeln auf einem Rundstab
festgesteckt und mit diesem bei 4 °C Uber Nacht in 4 %iger Formaldehydldsung (siehe
2.1.10) bzw. im Fall der Schnittserie, die der spateren 3D-Rekonstruktion der
Speicheldrisenzellen diente, alternativ fir eine Woche in Dubosqg-Brasil-Losung (siehe
2.1.10) fixiert. AnschlieBend erfolgte die Entwasserung des Gewebes, indem der
Vorderkorper des Egels mit einem Skalpell vom restlichen Korper abgetrennt wurde
und 2 Stunden lang in 80 %igen Ethanol, zweimal 30 Minuten in 96 %igen Ethanol und
fur weitere 2 Stunden in einer Losung aus Tetrahydrofuran (THF, Merk) und 96 %igen
Ethanol (Verhaltnis 1:1) inkubiert wurde. Unmittelbar danach verblieb der Vorderkdrper
fur weitere 18 Stunden in reinem THF, wurde nachfolgend 24 Stunden lang bei 60 °C
(warmeschrank der Firma Memmert) in einem 1:1 Gemisch aus THF und Paraffin
(Roti-Plast mit DMSO) inkubiert und lagerte abschlie3end fur weitere 24 Stunden bei
60 °C in reinem Paraffin. Fir die sich anschlieRende Einbettung wurde in Abhangigkeit
von der GrolRe des Vorderkorpers sodann eine entsprechende Giel3form der Firma
Simport ausgewdhlt und diese mit heiBem (60 °C) Paraffin aufgefillt. Die

Gewebeprobe wurde unverziglich aus dem flissigen Paraffin genommen, mit einer
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erhitzten Pinzette luftblasenfrei in das Formchen transferiert und unter Beachtung der
Fragestellung (LAngs- oder Querschnitte) ausgerichtet. Schlie3lich wurde die Giel3form
mit flissigem Paraffin aufgefullt und zum vollst&dndigen Ausharten fir mindestens eine
Nacht plan auf den Tisch gestellt (RT). Der entstandene Block wurde aus seiner Form
gedriickt und trapezférmig getrimmt. Die Herstellung der 5 um starken Paraffinschnitte
erfolgte mit entsprechenden Klingen (Feather, A35) am Rotary Microtome der Firma
Thermo Scientific (Microm HM 360). Dieses verfugt tUber ein 40 °C warmes
Wasserbad, in dem die Schnitte sofort gestreckt und Faltenbildungen verhindert
wurden. Nach dem erfolgtem Transfer der Paraffinschnitte auf EiweiR3-Glycerin
beschichtete Objekttrager (Superfrost, Roth), wurden diese zum Trocknen flr
mindestens 6 bis 8 Stunden auf einer 40 °C warmen Heizplatte (Medite Medizintechnik,
TFP 40) gelagert.

2.2.2.3 Azan-novum Farbung nach Geidies (Gabe, 1968)

Um die Schnitte zu entparaffinisieren, wurden die Objekttrager (OT) 10 min in Roti-
Histol (Roth) getaucht. Im Anschluss inkubierten sie 5 min in n-Propanol und fir jeweils
weitere 5 min in 96 %igen, 80 %igen, 60 %igen vergalltem Ethanol, sowie in A. dest
Sodann wurden die OT 30 min in Kernechtrot-Losung inkubiert und anschlieRend zwei-
bis dreimal in A. dest getaucht. Die nachfolgende Inkubation in 5 % Phosphorwolframsaure
ermdglichte das Beizen des Kernechtrots. Dem Schritt schlossen sich das erneute
mehrmalige, kurze Eintauchen in A. dest und als zweiter Farbeschritt die 10 minltige
Inkubation in Anilin-Orange-G-Eisessig an. Dessen lberschissiges Vorhandensein
wurde wiederrum durch das Eintauchen der Objekttrager in A. dest beseitigt. Es folgte
die Dehydratisierung der Schnitte, indem die Objekttrager zwei- bis dreimal in 60 %
Ethanol, 80 % Ethanol und 96 % Ethanol (alle vergallt) eingetaucht wurden.
Abschlieend inkubierten die Schnitte 5 min in n-Propanol und weitere 5 min in Roti-

Histol. Zum Eindeckeln wurde Roti-Histokitt Il (Roth) verwendet.

2.2.2.4 Dreidimensionale Rekonstruktion von Speicheldrisenzellen

Um das Volumen der einzelligen Speicheldriisenzellen in medizinischen Blutegeln
ermitteln zu kdénnen, wurde eine dreidimensionale (3D) Rekonstruktion vorgenommen.
Dazu wurde ein Blutegel der Art H. verbana in Dubosqg-Brasil-Losung (siehe 2.1.10)

fixiert, der Vorderkorper, in welchem sich die Speicheldriisenzellen befinden, unter
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Verwendung eines Skalpells vom restlichen Tier abgetrennt und das Gewebe in
Paraffin eingebettet (siehe 2.2.2.4). Es folgten die Herstellung einer Querschnittserie
(Schnittdicke: 6 pm) am Rotary Microtome der Firma Thermo Scientific (siehe 2.2.2.4)
und deren Azan-novum Farbung (siehe 2.2.2.5). Die sich anschliel3ende Digitalisierung
wurde fir einen definierten Bildausschnitt innerhalb der Schnittserie vorgenommen und
in Form von Durchlichtaufnahmen mit Hilfe des Nikon Eclipse T300 Mikroskops mit
einer Nikon DXM1200 Digitalkamera an 50 aufeinanderfolgenden Querschnitten
(entspricht einer Korperlange von 300 pum) bei 20-facher Objektiv-Vergrof3erung
vorgenommen. AnschlieBend wurden die Bilder fur die weitere Bearbeitung in
Graustufen umgewandelt und in AMIRA 4.1 Visualization Software (Amira 4.1, Mercury
Computer Systems) auf eine Graphik-Workstation importiert. Um eine hohe
Deckungsgleichheit  aller  mikrofotografisch  aufgenommen  Strukturen  des
Egelvorderkérpers im Bilderstapel zu erreichen, wurden je zwei aufeinanderfolgende
Schnitte via Rotations- und Verschiebungsbewegungen aligniert. Sodann konnte das
Modul ,labelfield geoéffnet und der mittels AMIRA 4.1 zu rekonstruierende Bereich
festgelegt werden. Mit verschiedenen Farben wurden in jeder Aufnahme alle
Speicheldriisenzellen einzeln, sowie die Strukturen des umliegenden Gewebes mit
Hilfe eines Graphikboards segmentiert. Anschlieend wurde das Modul ,SurfaceGen*
gedffnet und mit den Daten das dreidimensionale Gebilde der Strukturen erstellt.

Mit AMIRA 4.1 wurde auch das Volumen der rekonstruierten Speicheldriisenzellen
bestimmt. Dieses wurde vom Programm in Voxel angegeben und mittels der folgenden

Umrechnungsformel in eine géngige Einheit (um®) umgerechnet:

v ( VA[Voxel] )
37 =
RIm] =\ X, [Pixel] * Y, [Pixel] * Z,[Pixel]

Vrx  :Reales Volumen

V,  :Volumen aus Amira

X, :PixelgroRRe eines virtuellen Mikrometer (um)
Y, :Pixelgrofl3e eines virtuellen Mikrometer (um)

Z, . Pixelgrofe eines virtuellen Mikrometer (um)

Die oben gezeigte Gleichung setzt die realen Dimensionen der Schnitte (um) in Folge
des zweidimensional ausgerichteten Ausgangsmaterials und die GroéflRen, mit denen

der Computer rechnet (Pixel, Voxel) in eine entsprechende Beziehung.
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Um das durchschnittiche Volumen der Speicheldrisenzellen in pm3 zu ermitteln,
wurde daher bei der Aufnahme der Bilder am Mikroskop ein Malistab ins
entsprechende Bild integriert, um den Vergrof3erungsfaktor zu beachten.

2.2.2.5 Extrapolation der Anzahl von Speicheldrisenzellen in einem Tier

Im Rahmen der 3D-Rekonstruktion wurde die Anzahl an Speicheldriisenzellen, die in
der Peripherie des Darmkanals lokalisiert sind innerhalb eines definierten Bereichs in
50 Paraffinschnitten, d.h. Uber eine von Lange von 300 um, ermittelt. Der
rekonstruierte Bereich wurde vorab als entsprechend repréasentativer Ausschnitt fiir das
Vorkommen von Speicheldriisenzellen in einem Querschnitt ausgewahlt (Abb. 21). Es
wurde berechnet, wie oft das rekonstruierte Areal in den Radius des relevanten
Querschnitts passt. Es wurde zunachst die Anzahl der Speicheldriisenzellen fir 300
pum extrapoliert und diese alsdann, nach optischer Begutachtung aller Querschnitte der
Serie, fur den gesamten Speicheldriisenzellen-enthaltenen Vorderkérper des Egels
hochgerechnet.

2.2.2.6 Bestimmung des durchschnittlichen Proteingehalts innerhalb

einer Speicheldrisenzelle

Um zu ermitteln, wie hoch der Proteingehalt innerhalb einer Speicheldriisenzelle ist,
wurde nach Vergleichsgewebe mit bekanntem Proteingehalt gesucht. Als relativ
homogenes Referenzgewebe wurde das Muskelgewebe (Oberschenkel) einer Maus
(erhalten von dem Arbeitskreis fir Versuchstierkunde, Universitat Greifswald), sowie
das Lebergewebe eines Schweines (erhalten von Greifenfleisch, Greifswald) genutzt.
Von beiden Gewebe-Typen wurden 71 mg mit Lysispuffer versetzt, homogenisiert und
zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde der Proteingehalt (Proteinbestimmung nach
Bradford, 1976) bestimmt. Mittels der jeweiligen Gewebe-Dichte (bestimmt nach
Archimedischen Prinzip) konnte der Gesamtproteingehalt in 71 mg Gewebe und
schlieldlich die Proteinkonzentration errechnet werden.

Dartber hinaus wurden vom Muskelgewebe der Maus, vom Lebergewebe des
Schweins und vom Speicheldrisengewebe des Egels 6 um dicke Kryostatschnitte
angefertigt und diese 9 min in Bradford-Reagenz inkubiert (zeitgleich). Nach dem
sofortigen Eindeckeln und einer kurzen Phase der Trocknung bei RT wurden die

Schnitte nacheinander mit Hilfe des Nikon Eclipse T300 Mikroskops mit einer Nikon
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DXM1200 Digitalkamera unter vollstdndig identischen Bedingungen fotografiert. Mit
dem Programm ,Corel Photo Paint“ wurde der Farbegrad in den einzelnen Gewebe-
Typen bestimmt. Dazu wurden die Pixel-Werte (RGB-Farben) von Muskel- und
Lebergewebe in 4 Felder, die sowohl die Bereiche hoher als auch niederer
Proteinkonzentration inbegriffen, und in 25 Speicheldrisenzellen des Blutegels
bestimmt (Abb. 7). Hintergrundfarbungen, die zu Verzerrungen fihren kénnten, wurden

von den Werten abgezogen.

7.Abb.: Gefrierschnitte von Mausmuskel (links), Schweineleber (Mitte) und Speicheldriisengewebe
(rechts).

Dargestellt sind die mit Bradford-Reagenz geférbten Referenzgewebe und das Speicheldriisengewebe
des Blutegels. Die Felder a-d markieren die jeweiligen Bereiche im Gewebe, von denen die Pixel-Werte
bestimmt wurden. Die mit ,bg“ gekennzeichneten Bereiche kennzeichnen den Hintergrund, dessen
jeweilige Pixel-Werte von den Ergebnissen abgezogen wurden. In die Berechnung wurden die Pixel-Werte
von 25 Speicheldrusenzellen (*) einbezogen. Aus: Lemke et al., 2013

Unter Verwendung der zuvor errechneten Proteinkonzentration fir Muskelgewebe und
Leber wurde die Proteinmenge des Gewebes bestimmt und fir die Speicheldrisen

unter Entwicklung einer linearen Funktion ein Durchschnittswert geschlussfolgert.

2.2.2.7 Berechnung der Gesamtmenge der Speicheldrisenproteine und

ihrer maximalen Konzentration im Wirt

Unter Einbezug des ermittelten mittleren Proteingehalts einer Speicheldrisenzelle
(siehe 2.2.2.6), dem errechneten durchschnittlichen Volumen einer Drisenzelle (siehe
2.2.2.4) und der extrapolierten Anzahl an Speicheldrusenzellen (siehe 2.2.2.5), die ein
Blutegel besitzt, wurde die Gesamtproteinmenge, die ein Tier aus den Disenzellen
wahrend des Saugaktes abgeben kann, folgendermaf3en bestimmt:
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Proteingehalt|spz X Volumen spz X Anzahlispz/pger) = Proteinmengespz/gger

SDZ : Speicheldriisenzelle

SDZ/Egel :Anzahl aller Speicheldriisenzellen eines Egels

Um anschlielend aus der Proteinmenge, die ein Blutegel abgibt, die maximal
erreichbare Proteinkonzentration (in pmol/l) in den extrazellularen FlUissigkeiten des
menschlichen Korpers abzuleiten, wurden die mittels der 2D-Gelelektrophorese
aufgetrennten Proteinspots einbezogen. Da diese auf Stanzpraparate (siehe 2.2.1.1.1),
die umliegendes Bindegewebe zwar reduzieren, aber nicht génzlich verhindern
koénnen, zurtickzufihren sind, wurde neben den 2D-Gelen von ungesogenen Blutegeln,
fir Vergleichszwecke Gele von frisch mit Blut gefiitterten Tieren angefertigt (siehe
2.2.1.1.3), um die tatsdchlich sekretorischen Proteine zu ermitteln. Alle Spots, die
sowohl in den ungesogenen Tieren als auch in den gesogenen Tieren detektiert
wurden koénnten dem Bindegewebe etc. angehdren und wurden fir die Berechnung
ausselektiert. Das relative Volumen eines jeden Spots, der nur in den Gelen
ungesogener Tiere vorkam, wurde densitometrisch bestimmt und die Molekularmasse
anhand des Standards (Roti) bestimmt. Im Anschluss wurde, da alle Gele mit 200 pg
Protein beladen wurden, die relative Proteinmenge eines jeden Proteins bestimmt und
diese sodann mit Hilfe der zuvor bestimmten mittleren Proteinkonzentration von 1,7
Mg/ul  und dem eingesetzten Probenvolumen von 1.500 pl entsprechend
hochgerechnet. Aus den Werten wurde die jeweilige absolute Proteinmenge abgeleitet
und schlieB3lich die maximal erreichbare Proteinkonzentration in den extrazellularen
Flussigkeiten des menschlichen Korpers (Verteilungsvolumen 5 ) berechnet.
AbschlieRend wurde geschlussfolgert, ob die vom Egel abgegebene Proteinmenge

eine physiologische Wirkung im Wirt veranlassen konnte.

2.2.2.8 Untersuchungen zur Wiederbefillung der Speicheldriisenzellen

nach der Nahrungsaufnahme

Um festzustellen in welchen Zeitraum die Neusynthese der Speichelinhaltsstoffe
erfolgt, wurden Tiere der Art H. verbana Uber einen Zeitraum > 30 min mit

Schweineblut (Greifenfleisch, Greifswald) gefuttert. Es wurden drei ungefitterte
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Kontrolltiere sowie jeweils drei Egel zum Zeitpunkt O, 1, 3, 5, 7, 14 und 21 Tage nach
der Futterung tber Nacht bei 4 °C in 4 % Formaldehyd fixiert. Es folgten die Einbettung
des Vorderkorpers in Paraffin (siehe 2.2.2.2), die Anfertigung von 5 pm starken
Paraffinschnitten (siehe 2.2.2.2) und die Farbung mit Azan-novum (siehe 2.2.2.3). Die
anschlielende Flachenausmessung der Speicheldriisenzellen wurden an zwei
mikroskopischen Aufnahmen (Nikon Eclipse T300 Mikroskop) aufeinanderfolgender
Langsschnitte (Objektiv-VergroRerung: 4 x) mit Hilfe der Software Image Tool
(UTHSCSA) vorgenommen. Es wurden alle mikroskopisch aufgenommenen
Speicheldrisenzellen (durchschnittlich 152) des Ausschnitts in die Auswertung
einbezogen. Die Ermittlung statistisch signifikanter GréRenunterschiede der Zellflachen
zu den verschiedenen Zeitpunkten erfolgte mit dem t-Test oder mit dem Wilcoxon-

Rangsummentest.

2.2.2.9 Elektronenmikroskopische Analyse der Speicheldrisenzellen

Die Elektronenmikroskopie ermoglicht es biologische Strukturen eines Objektes mit
Hilfe von Elektronen abzubilden. Da Elektronen eine wesentlich kleinere Wellenlange A
als das Licht des sichtbaren Spektrums besitzen, wird eine sehr viel héhere Auflésung
als mit dem Lichtmikroskop erreicht (Mahlke, 2010).

Die Strukturanalyse der einzelligen Speicheldriisenzellen medizinischer Blutegel
erfolgte mit einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM). Vereinfacht dargestellt
werden von diesem Mikroskop Elektronen mit Hilfe einer Kathode erzeugt, im
Hochvakuum beschleunigt und durch magnetische Linsen zu einem Elektronenstrahl
gebundelt. Die Elektronen durchdringen das zu untersuchende Objekt und erzeugen in
mehreren Stufen zundchst Zwischenbilder und schlie3lich ein finales Durchlicht-
Elektronenbild.

Fur den Versuch wurden drei juvenile Blutegel der Art H. verbana verwendet. Diese
wurden in einer Lésung aus PBS (siehe 2.1.10) und MS 222 (Ethyl 3-aminobenzoate
methanesulfonate; Sigma) betaubt und anschlieBend in 2,5 % Glutaraldehyd in
Phosphatpuffer getaucht. Unter dem Binokular wurde der Vorderkorper (Segment 5 bis
11) vom restlichen Korper des Tieres abgetrennt und Uber Nacht bei 4 °C in 2,5 %
Glutaraldehyd in Phosphatpuffer (siehe 2.1.12) fixiert. Die Proben wurden 2 x 10 min in
Phosphatpuffer gewaschen und dieser anschlieBend gegen 2 % Osmiumtetroxid-
Losung in Phosphatpuffer (siehe 2.1.12) ausgetauscht. Die Inkubation des Gewebes
erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Nachdem die Objekte erneut 3 x 10 min mit gekihltem

Phosphatpuffer gewaschen wurden, konnte mit der Entwasserung der Proben

54 |Seite



2 Material und Methoden

begonnen werden. Die Praparate wurden 2 x 10 min in 80 % Ethanol, 2 x 10 min in 96
% Ethanol und 2 x 10 min in reinem Ethanol inkubiert. Die Aufbewahrung der Proben
erfolgte bis zur weiteren Verarbeitung in Ethanol (reinst).

Fir die anschlieBende Einbettung wurde das Epoxidharz-Standard-Einbettungsmedium
nach Spurr (Sigma) verwendet.

Es wurde ein Spurr-Ethanol-Gemisch im Verhéltnis 1:1 hergestellt, der Alkohol von den
Praparaten abgesaugt und die Objekte tUber Nacht bei 4 °C in dem Spurr-Ethanol-
Gemisch inkubiert. Das Gemisch wurde am nachsten Morgen von den Objekten
entfernt und die Praparate in einem weiteren Spurr-Ethanol-Gemisch (Verhaltnis 3:1)
Uber Nacht gelagert. Sodann wurde auch das Gemisch von den Praparaten entfernt
und diese mit reinem Spurr Uber Nacht Uberschichtet. Es folgte die Einbettung in
entsprechende Einbettformen. Diese wurden zuvor mit Spurr geflillt und die Praparate
unter Nutzung einer flachen Nadel Ubertragen. Nachdem die Objekte langs
ausgerichtet waren, wurden die Einbettformen in den Warmeschrank Uberfihrt, so
dass das Medium Uber einen Zeitraum von 24 h bei 70 °C auspolymerisieren konnte.
Die Ultradiinnschnitte (60 nm) wurden von Elisabeth Lipke (Allgemeine und Systematische
Zoologie, Ernst Moritz Arndt Universitdt Greifswald) mit einem Diatome 45°
Diamantmesser am Ultramikrotom UTC der Firma Leica hergestellt. Die Aufnahme
elektronenmikroskopischen Bilder (TEM) erfolgte durch Elisabeth Lipke am JEOL JEM
1011 Mikroskop. Verwendet wurden 200 Mesh-Gitternetzblenden (Science Service),
die mit 1 % Pioloform in reinem Chloroform beschichtet wurden. Die Ultradiinnschnitte
wurden vor der Aufnahme der Bilder mit Uranylacetat und Bleiacetat kontrastiert (hach
Reynolds, 1963).

2.2.2.10 Injektionsversuche zur Untersuchung potenzieller Mechanismen
der Speicheldriisenentleerung

Um herauszufinden, ob die biogenen Amine Serotonin (Sigma-Aldrich) bzw. Dopamin
(Sigma-Aldrich) oder das Neuropeptid FMRFamid (Sigma-Aldrich) Mediatoren des
Speichelsekretionsprozesses sind, wurden Injektionsversuche mit den Substanzen
vorgenommen. Jeweils zwei Tieren wurde dreimal im Abstand von 5 min 20 pl einer 1
mmol/l konzentrierten Serotonin-, Dopamin oder FMRFamid-Lésung (geldst in PBS) ins
Speicheldrisengewebe injiziert. Die Injektion erfolgte unter Zuhilfenahme einer
Einwegspritze. Um das Verhalten der Tiere zu beobachten, wurden die Egel nach jeder
Injektion zurlick ins Haltungswasser gesetzt. Der Beobachtungszeitraum betrug
insgesamt eine Stunde. Im Anschluss wurden die Blutegel Uber Nacht in 4 %
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Formaldehyd-Lésung (2.1.10) fixiert. Die Vorderkorper der Tiere wurden fir die
Herstellung von Paraffinschnitten aufbereitet (siehe 2.2.2.2) und die am Rotary
Microtome (Thermo Scientific) 5 um starken Gewebequerschnitte Azan-gefarbt (siehe
2.2.2.3). Von jeweils zwei aufeinanderfolgenden Querschnitten (Objektiv-
VergroBerung: 4 x) wurden am Nikon Eclipse T300 Mikroskop mit einer Nikon
DXM1200 Digitalkamera mikroskopische Aufnahmen angefertigt. Die Zellflachen
angeschnittener Speicheldrisen wurden mit der Software Image Tool (UTHSCSA
Image Tool 3.0) vermessen. Es wurden alle optisch erfassbaren Speicheldriisenzellen
(durchschnittlich 114) in die Auswertung einbezogen. Als Referenz fur die Gré3e der
Zellflachen nicht entleerter Speicheldriisen wurden auch die Querschnitte eines

ungesogenen Kontrolltieres in gleicher Weise ausgewertet.

2.2.3 Immunhistochemische Analysen

Mit immunhistochemischen Féarbungen ist es moglich, Makromolekile wie Proteine,
Lipide und Polysaccharide in Zellen und Gewebe mittels spezifischer Antikdrper
nachzuweisen. Diese binden an Zielsubstanzen, den sogenannten Antigenen, und
werden indirekt durch die Kopplung von Enzymen im Rahmen der Antikérper-Antigen-
Reaktion detektiert (Mulisch und Welsch, 2010). Das Ziel ist es, ein moglichst starkes
Farbesignal in der Struktur mit den gesuchten Molekilen zu erreichen, wahrend die
nicht zu diesem gehérenden Gewebeabschnitte ungefarbt bleiben sollen. Dafir wird
das zu untersuchende Gewebe zunachst mit einem Priméarantikbrper behandelt und
anschlieend mit einem Sekundarantikérper, welcher gegen das Fc-Fragment des
primaren Antikorpers gerichtet ist, versetzt. An diesen ist ein Enzym gekoppelt, das in
Folge einer Enzym-Substrat-Reaktion zur Entstehung eines Farbstoffs fiihrt und somit
als Indikator fur das nachzuweisende Molekdl dient (Mulisch und Welsch, 2010).

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden immunhistochemische Farbungen
verwendet, um das hypothetische Vorkommen der Na'/K*-ATPase und der V-ATPase
im Speicheldrisengewebe des medizinischen Blutegels H. verbana zu untersuchen.
Dafur wurde die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex-
Methode (Nachweis der Na'/K'-ATPase, siehe 2.2.3.1) und die Avidin-Biotin-

Peroxidase-Komplex-Methode (Nachweis der V-ATPase, siehe 2.2.3.2) angewandt.
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2.2.3.1 Untersuchungen zum moglichen Vorkommen der Na*/K*-ATPase

in den Speicheldrisenzellen von H. verbana

Zur Untersuchung des mdglichen Vorkommens der Na'/K*-ATPase in den
Speicheldriisenzellen von H. verbana, wurde die alkalische Phosphatase (AP) als
Enzym fir immunhistochemische Farbemethoden eingesetzt. Die AP ist in der Lage,
das Substrat Naphtholphosphatester zu Phenolkomponenten und Phosphaten zu
hydrolysieren. Die Phenole bilden mit dem Farbtrdger (Chromogen) Fast Red TR
(farbloses Diazoniumsalz) unlésliche, intensiv rote Azofarbstoffe, die anschlieRend
lichtmikroskopisch identifiziert werden kénnen (Naish, 1989).

Die Immunmarkierung erfolgte an 45 Querschnitten, 24 Sagittalschnitten und 12
Transversalschnitten, die zuvor im Kryostat angefertigt wurden (siehe 2.2.2.1). Daruber
hinaus wurden an 27 Quer-, 6 Sagittal- und 8 Transversalschnitten Kontrollversuche
ohne Priméarantikérper vorgenommen. Weitere 18 Kontrollschnitte wurden weder mit
dem Primarantikdrper noch mit dem Sekundéarantikdrper behandelt. Die Versuche
wurden an drei Tieren durchgefihrt.

Die Objekttrager (OT) wurden 1 h bei RT getrocknet. Im Anschluss wurden die OT auf
ein Inkubationsbrett Uberfihrt und fur 15 min mit SDS-Waschlésung unterschichtet. Es
folgte die 10 minutige Blockierung der Schnitte auf einem neuen Inkubationsbrett. Die
einzelnen Schnitte wurden mit einem PAP-Pen (Liquid-repellent Slide Marker Pen, G.
Kisker, Produkte fur die Biotechnologie) umrandet und schlie3lich in einer feuchten
Kammer mit 100 pl primérer Antikorperlosung (Mouse, a5-Antikorper) je OT fur 2 h
inkubiert. Die Inkubation der Kontrollschnitte erfolgte alternativ. mit 100 pl
Waschldsung. Nach Ablauf der Zeit wurden die Schnitte zunachst kurz mit PBS gespiilt
und anschlieend mit dem Puffer 5 min lang unterschichtet. Sodann erfolgte die
Inkubation mit 100 pl des sekundaren Antikorpers (Anti Mouse IgG Alkaline
Phosphatase) bzw. der Waschlosung (Kontrolle) je OT fur 30 min bei RT in einer
feuchten Kammer und das erneute Spulen bzw. Unterschichten mit PBS fur 5 min. In
Vorbereitung auf die Immunmarkierung wurde eine Tris-Puffer-Tablette in 1 ml A. dest
geldst und die Fast Red TR/Naphthol AS-MX-Tablette dem Reagenz hinzugefiigt. Um
endogene Phosphatasen zu blockieren und falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden,
wurden der Losung zudem 100 pl Levamisol-Stammlésung beigefiigt. Auf die Schnitte
wurden mit einer Einweg-Pasteurpipette einige Tropfen des Farbsubstrates gegeben.

Nach einer Einwirkzeit von 10 min wurde die Reaktion durch das Spilen mit A. dest
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gestoppt. Abschlielend wurden die Schnitte nochmals mit A. dest unterschichtet
(5 min) und schlief3lich mit Mowiol/DABCO eingedeckelt.

2.2.3.2 Untersuchungen zum maoglichen Vorkommen der V-ATPase in

den Speicheldrisenzellen von H. verbana

Das potenzielle Vorkommen der V-ATPase in den Speicheldrisen von H. verbana
wurde mit Hilfe eines Vectastain® ABC:HRP Guinea Pig 1gG-Kits (Linaris) untersucht.
Das Prinzip der ausgenutzten Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode (Hsu et al.,
1981) beruht auf der aul3erordentlich hohen Bindungsaffinitat des Glykoproteins Avidin
fur Biotin (Green und Ross, 1968). Avidin verflgt Gber vier spezifische Bindungsstellen
fur das Vitamin, bindet einerseits an den Biotin-konjugierten Sekundarantikdrper und
bildet anderseits mit der biotinylierten Meerrettichperoxidase (HRP) einen Komplex
aus, der zur Signalverstarkung fuhrt (Bratthauser, 1994). Die Antikdrper-Antigen-
Reaktion wird durch eine Enzym-Substrat-Reaktion mit Hilfe von Diaminobenzidin in
Form einer Braunfarbung sichtbar gemacht.

Der Nachweis der V-ATPase im Speicheldriisengewebe von H. verbana erfolgte an
Paraffinschnitten von drei Tieren, die zunachst entparaffinisiert und hydratisiert wurden.
Die Schnitte wurden 2 x in Roti Clear (Roth), 2 x in 96 % Ethanol, 1 x in 80 % Ethanol,
1 xin 70 % Ethanol, 1 x in 50 % Ethanol, 1 x in Leitungswasser und 2 x in A. dest fur
jeweils 10 min inkubiert und anschlieend 5 min in A. dest und weitere 3 x 5 min in
PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation der Schnitte fir 10 min in 3 %
Wasserstoffperoxid und das erneute dreimalige Waschen in PBS fir jeweils 5 min. Vor
der einstiindigen Blockierung mit jeweils 1 ml 1 x TTBS/Milch/Serum je OT wurden
diese dreimal fur jeweils 5 min mit einer 1 % TTBS/Milch-Losung (siehe 2.1.14)
unterschichtet. Nach der Blockierung wurden die Schnitte mit einem PAP-Pen
umrandet. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit 100 pl Priméarantikbrper-Losung
(siehe 2.1.14.2) je OT bzw. der Waschlésung (Kontrolle) in einer feuchten Kammer
Uber Nacht bei 4 °C und das Waschen der Schnitte fir 1 x 5 min, 1 x 30 min und
nochmals 5 min mit einer 1 % TTBS/Milch-Losung. Die Inkubation mit je 100 pl
Sekundarantikorper-Losung (siehe 2.1.14.2) wurde Uber einen Zeitraum von 2 h in
einer feuchten Kammer durchgefihrt. Nach zweimaligem Waschen der OT mit 1 %
TTBS/Milch fur jeweils 10 min und einmaligen Waschen mit 1 x TTBS fur weitere
10 min, wurden die Schnitte mit dem Avidin-Biotin-Verstarkerreagenz fir 30 min
versetzt. Die gewinschte Farbmarkierung wurde nach zweimaligen Waschen der
Schnitte mit 1 % TTBS/Milch-Lésung und einmaligen Waschen mit 1 x TTBS-LOsung
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durch das Unterschichten der OT mit Diaminobenzidin(DAB)-Reagenzlésung fir 3 bis
5 min im Dunkeln eingeleitet. Fir die Herstellung der Substratldsung wurden 1 Tablette
DAB und 1 Tablette H,O, in 5 ml sterilen A. bidest unter Lichtausschluss gelést.
Nachfolgend wurden die Schnitte 3 x 5 min mit A. dest unterschichtet und 1 x in 80 %
Ethanol, 2 x in 96 % Ethanol, 1 x in 99,8 % Ethanol und 2 x in Roti Clear fur jeweils
5 min inkubiert. Das abschlie3ende Eindeckeln der Schnitte erfolgte mit DPX Mountant
for Histology (Sigma-Aldrich). Die Auswertung der Schnitte erfolgte am Nikon Eclipse
T300 Mikroskop mit einer Nikon DXM1200 Digitalkamera.

2.2.3.3 Immunfluoreszenz-Farbungen

Die Immunfluoreszenz ist eine Methode aus dem Bereich der Immunhistochemie, bei
der u.a. fluoreszenzkonjugierte Sekundarantikdrper zum Einsatz kommen, die mit Hilfe
von Licht einer bestimmten Wellenléange zur Detektion des Epitops fiihren (Mulisch und
Welsch, 2010).

Fur den Nachweis der Na*/K*-ATPase und der V-ATPase wurde ein Alexa Fluor®647-
gekoppelter Sekundarantikérper (Cell Signaling Technology) verwendet, dessen
Emissionsspektrum bei etwa 675 nm liegt.

Die Detektion erfolgte an Kryostatschnitten (Quer- und Transversalschnitte) von jeweils
drei Tieren pro Versuchsansatz. Diese wurden nach ihrer Anfertigung bei -20 °C
gelagert und vor Versuchsbeginn 1 h bei RT getrocknet.

Die OT wurden fiir 15 min mit SDS-Waschlésung unterschichtet und 2 x 5 min in
Waschldsung inkubiert. AnschlieBend konnten sie in eine feuchte Kammer Uberfiihrt
und fur 1 h bei RT mit einer TTBS/FBS-Blockierldsung unterschichtet werden. Sodann
wurden die Schnitte mit einem PAP-Pen umrandet. Auf jeden OT wurden 100 pl
Primarantikérper-Lésung (siehe 2.1.13) bzw. Waschlosung (Kontrollschnitte ohne
Behandlung mit Antikérper) pipettiert und diese tber Nacht bei 4 °C in einer feuchten
Kammer gelagert. Sodann wurden die Gewebeproben 5 min, 30 min und weitere 5 min
mit Waschlésung unterschichtet. Aufgrund des fluoreszierenden Sekundarantikdrpers
fanden alle anschlieRenden Arbeiten im Dunkeln statt. Die OT wurden erneut in eine
feuchte Kammer transferiert und die Schnitte fir einen Zeitraum von 2 h bei RT mit
jeweils 100 pl  Sekundarantikorper-Losung (siehe 2.1.13) bzw. Waschlosung
(Kontrollschnitte) versetzt. Im Nachgang wurden die Proben zweimal fur 10 min mit
Waschlosung und einmal fir 10 min mit 1 x TTBS-Losung unterschichtet. Ohne
Unterbrechung erfolgte die Entwasserung der Proben, in dem sie 30 s in 80 % Ethanol,

2 x5 min in 96 % Ethanol, 5 min in 98 % Ethanol und 2 x 5 min in Roti Clear getaucht
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wurden. AbschlieRend wurde das Gewebe mit DPX eingedeckelt. Zur routineméafigen
Auswertung der Schnitte wurde das Mikroskop IX71 von Olympus mit den Filtern
TRITC (EX 490/20, EM 528/38) und CY5 (EX 640/20, EM 685/40) genutzt.

Zusétzlich dazu wurden einige konfokale Fluoreszenzaufnahmen von Ina Hermann mit
dem Leica TCS-SP5 Il konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) unter Nutzung
des 63 x Immersionsobjektivs angefertigt. Die Auswertung der Bilder erfolgte mit dem
Bildbearbeitungsprogramm der Leica LAS AF Lite-Software.

2.2.4 Molekularbiologische Analysen

2.2.4.1 Proteinpraparation und RNA-Aufreinigung

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte an 21 Blutegeln der Art H. verbana. Von diesen
wurden 18 Tiere mit 37 °C warmen Schweineblut (Metzgerei ,Greifenfleisch®,
Greifswald) gefittert. Die Praparation des Speicheldriisengewebes wurde an jeweils
drei Tieren zu den Zeitpunkten 1, 3, 5, 7, 14 und 21 Tagen nach der Fltterung sowie
an drei ungefitterten Referenz-Egeln vorgenommen. Um sicher zu stellen, dass es
wahrend der Gewebeentnahme nicht zu Verunreinigungen mit Blut aus dem
Speichermagen der geflitterten Tiere kommt, wurde den Tieren am jeweiligen Abend
vor der Praparation eine Magensonde gelegt und das Nahrungsblut entfernt. Vom
entnommenen Gewebe des jeweiligen Egels wurde die Masse ermittelt und die Probe
sodann mit 500 pl Trizol (TRIzol®, Invitrogen) versetzt.

Zur anschlieBenden Aufreinigung der RNA aus dem Speicheldriisengewebe wurde das
Probenmaterial mit einer Schere zerkleinert und im Ultraturrax (IKA Labortechnik)
homogenisiert. Das jeweilige Homogenat wurde sodann kurz auf Eis gekihlt und
anschliel3end 5 min bei 25 °C im Wasserbad (Memmert GmbH) inkubiert. Es folgte die
Zugabe von 100 pl Chloroform (Roth) zur jeweiligen Probe und nach kurzem
manuellem Schiitteln (15 s) die erneute Inkubation im Wasserbad fir 2 min bei 25 °C.
Nachfolgend wurden die Proben 15 min bei 13.000 rpm und 2-8 °C in einer Biofuge
(Heraeus) zentrifugiert. Die entstandene wassrige Phase wurde abpipettiert, mit 300 pl
Isopropanol versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben
erneut Uber einen Zeitraum von 10 min bei 11.000 rpm und 2-8 °C zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstands wurden 500 pl 70 %iger Ethanol (-20 °C) auf das Pellet
gegeben, die Probe leicht geschwenkt und fur weitere 5 min bei 7.000 rpm und 2-8 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im Warmeschrank

(Memmert) bei 37 °C getrocknet. Die Resuspendierung des Pellets erfolgte unter
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Verwendung von 50 pl Wasser (BioScience-Grade, Roth), in dem die Probe manuell
angeschnippst, 10 min bei RT inkubiert und anschlieRend anzentrifugiert wurde.

Die Messung der RNA-Konzentration in pg/ml wurde unter Verwendung des Bio-
Photometers 6131 (Eppendorf) mit Wasser (BioScience-Grade, Roth) vorgenommen.

2.2.4.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription beschreibt die mRNA-abhangige cDNA-Synthese mittels
des Enzyms Reverse Transkriptase.

Es wurde das entsprechende Volumen fur 1,2 pg RNA der jeweiligen RNA-Probe mit
2 ul Oligo-dT-Primer (1:10 verdiinnt) und Wasser (BioScience-Grade, Roth) auf 14 pl
Probenvolumen aufgefiillt und das Gemisch fir 10 min im Thermocycler (Biometra®)
bei 70 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben kurz auf Eis gestellt,
anzentrifugiert, mit 4 yl 5 x Reaction Buffer for RT (Thermo Scientific) sowie 2 pl
dNTPs (Roth) versetzt und erneut im Thermocycler fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach
Ablauf der Zeit erfolgte die Zugabe von 1 ul des Enzyms Reverse Transkriptase
(RevertAid™Reverse Transcriptase M-MuLV, Thermo Scientific) zur jeweiligen Probe
und schliel3lich die Reverse Transkription, wobei die Proben 1 Stunde bei 42 °C und
10 min bei 70 °C inkubierten. Im Hinblick auf die spatere Vergleichbarkeit wurden die

Proben aller Tiere eines Zeitpunktes (n = 3) gleichzeitig aufgearbeitet.

2.2.4.3 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde genutzt, um die
differentielle Detektion von Hirudin cDNA-Molekilen in Abhéngigkeit von der Zeit nach
der Fitterung zu ermoglichen. Die Methode beruht auf der Abfolge von drei
Reaktionsschnitten: der Hitzedenaturierung der DNA-Doppelstrange, der Primerhybridisierung
(Anneling) und der Amplifikation (Elongation). Im Rahmen der Semiquantitativen PCR
ist es nicht mdglich, die Anzahl der Hirudin-Molekile zu bestimmen, so dass als
indirektes Mal3 fur die spatere Quantifizierung neben der gesuchten cDNA von Hirudin
auch die von B-Aktin detektiert wurde. Das Templet beider PCR-Ansétze stammte
dabei aus einer Reversen-Transkriptions-Reaktion. In Folge eines Sequenzabgleichs
zwischen dem (-Aktin von Hirudo spec. und dem der Stockente Anas playtyrhynchos
wurden die Primer Anas_Act_FW1 (Forward Primer, Invitrogen) und Anas_Act_Revl
(Reverse Primer, Invitrogen) fir den Versuch ausgewdahlt. Zur Detektion des Hirudins

wurde die Primer Hiru_FW2 (Forward Primer, Invitrogen) und Hiru_Rev2 (Reverse
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Primer, Invitrogen) eingesetzt. Um quantitative Unterschiede bezlglich der
Reaktionsprodukte erkennen zu konnen und eine Sattigung dieser zu vermeiden,

wurde die PCR bereits nach 30 Zyklen beendet. Die Zusammensetzung der jeweiligen

PCR-Ansatze wurde wie folgt zusammenpipettiert:

Reagenz (Bezugsquelle) PCR Ansatz fir den | PCR Ansatz fur den
Nachweis der cDNA | Nachweis der cDNA
von Hirudin von B-Aktin

Taq buf + (NH4)SO4-MgCl, (Fermentas) | 2,5 ul 2,5 ul

MgCl, (Fermentas) 2,5ul 2,5 ul

Hiru_FW?2 (Invitrogen) 2,5 pl -

Hiru_Rev2 (Invitrogen) 2,5ul -

Anas_Act_FW1 (Invitrogen) - 2,5 ul

Anas_Act_Rev1 (Invitrogen) - 2,5u

dNTPs (Roth) 1l 1l

Templet (Produkt der RT-Reaktion einer | 2,5 ul 2,5 ul

Probe)

Wasser (BioScience-Grade, Roth) 11,5 pl 11,5 pl

DNA Tag Pol (Thermo Scientific) 0,8 ul 0,8 ul

Die Reaktion wurde standardgemafR im Thermocycler (Biometra®) durchgefihrt.
AnschlieBend wurden jeweils 5 pl
(BioScience-Grade, Roth) und 2 pl Loading Buffer (Roti®-Load-DNA (6 x Geladepuffer))

gemischt. Das jeweilige Volumen aller Proben eines Zeitpunktes wurde auf ein 2 %iges

der entsprechenden Probe, 5 pl Wasser

Agarose-Gel aufgetragen und die Gel-Elektrophorese bei 85 V durchgefiihrt. Nach
etwa 45 min wurde das Gel fir 25 min in Ethidiumbromid (Roth) inkubiert und sodann
die Fragmente mittels UV-Licht im Quick Store ,Plus“ (MS Laborgeréte) detektiert. Die
densitometrische Auswertung der cDNA-Fragmente erfolgte unter Verwendung der
Software Phoretix 1D (Phoretix International), wobei die cDNA-Fragmente von Hirudin

auf die entsprechenden cDNA-Fragmente von B-Aktin relativiert wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der Expressionsmuster kleinmolekularer Speichelproteine
in Speicheldrisengewebe-Extrakten der Blutegelarten H. verbana,

H. medicinalis und H. orientalis mittels der RP-HPLC

Der medizinische Blutegel H. verbana wurde in der vorliegenden Arbeit als
Modellorganismus fir alle Untersuchungen eingesetzt. Um zu testen, ob sich dieser
hinsichtlich seiner Speicheldriiseninhaltsstoffe vom klassischen H. medicinalis oder
von dem ebenfalls therapeutisch verwendeten H. orientalis unterscheidet, wurde eine
Analyse mittels der reverse phase-Hochdruckflissigkeitschromatographie (RP-HPLC)
durchgefuhrt und die Expressionsmuster niedermolekularer Speichelproteine aus
Speicheldrisengewebe-Extrakten der drei Blutegelarten H. verbana, H. medicinalis
und H. orientalis quantitativ verglichen (siehe 2.2.1.3.3). Die relativen Peakflachen fur
28 Proteine von jeweils 6 Tieren der Arten H. medicinalis, H. verbana und H. orientalis
wurden mittels manueller Basislinien-Peaktrennung (Abb. 8) ermittelt und anhand der

Retentionszeiten in Minuten (min) miteinander verglichen.
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8. Abb.: Absorptionschromatogramm einer Speicheldriisengewebe-Probe von H. orientalis.
Dargestellt sind die Peaks einer zuvor mittels Sephadex G50 nach Molekulgréf3e vorfraktionierten Probe
(Fraktionen 8-9). Peaks ohne Nummern traten nur in einzelnen Tieren der Stichprobe auf und wurden
nicht in die Auswertung einbezogen. Absorption, 280 nm
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Die relativen Flachen der einzelnen Peaks wurden berechnet und aus den Ergebnissen

der Stichproben einer Egelart der jeweilige Mittelwert fur einen Peak gebildet (siehe

2.2.1.3.3). Diese und die daraus resultierenden Standardabweichungen (x S.D.)

wurden graphisch dargestellt und quantitativ verglichen (Abb. 9).
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Quantitativer Vergleich der Mittelwerte + S.D. der relativen Peakflachen einzelner

9. Abb.:

Proteine/Peptide in Extrakten von Einzeltieren (n = 6) von Hirudo medicinalis (H med), Hirudo

verbana (H verb) bzw. Hirudo orientalis (H orien).
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Die ersten drei Peaks mit Retentionszeiten (RT) unter 2 min entsprechen vermutlich
den sogenannten Injektionspeaks, da sie zu einem Zeitpunkt eluierten, zu dem nach
der Injektion das Totvolumen der Anlage einmal durch das System gespult wurde (Abb.
8). Bestandteile der Egelproben, die zu diesem Zeitpunkt detektiert wurden,
reprasentieren mit hoher Wahrscheinlichkeit Stoffe, die nicht mit der Saulenmatrix
interagieren.

Wahrend die Proteine/Peptide # 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27 und 28 (fir Retentionszeiten der einzelnen Proteine/Peptide in allen drei
Egelarten exprimiert wurden, kamen die Proteine/Peptide # 6 (RT ca. 6,3 min), # 17
(RT ca. 10, 5 min) und # 20 (RT ca. 11 min) nur in H. medicinalis und H. verbana vor.
Das Protein/Peptid # 7 (RT ca. 6,5 min) konnte ausschlie3lich in H. orientalis und das
Protein # 19 (RT ca. 10,9 min) nur in H. verbana detektiert werden. Des Weiteren
konnte das Protein/Peptid # 15 (RT ca. 9,8 min) nur in H. verbana und H. orientalis

nachgewiesen werden (Abb. 10).

H. verbana H. medicinalis

a0

H. orientalis

10. Abb.: Venn-Diagramm zu Ubereinstimmungen und Differenzen in der Proteinexpression in
Speicheldriisengeweben der drei Egelarten

Um einen Eindruck tber die Molekularmassen der fraktionierten Proteine zu erhalten
und die Effektivitat der Vorfraktionierung zur Auftrennung nach Molekularmassen zu
prufen, wurden auch RP-HPLC-Analysen mit Aprotinin (6,5 kDa) und BSA (66 kDa)
durchgefihrt (siehe 2.2.1.3.3 und Abb.11).
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11. Abb.: Absorptionschromatogramm (280 nm) einer Probe von Aprotinin und BSA.

Abgebildet ist ein Absorptionschromatogramm der gepoolten Fraktionen 8 und 9 aus der Sephadex-
Vorfraktionierung eines Standardisierungsansatzes von 5 mg Aprotinin und 5 mg BSA pro ml. Zu erkennen
ist, dass in dieser Fraktion das niedermolekulare Aprotinin mit einer Molekularmasse von 6,5 kDa deutlich
hervortritt, wahrend der BSA-Peak (66 kDa) nur klein ist. Umgekehrt verhielten sich die Peakgréen in der
Analyse der Fraktion 4 der Vorfraktionierung, was zeigt, dass die Sephadex-Vorfraktionierung der Proben
nach Molekularmassen funktionierte und sich aus den Ergebnissen der Standardproteine Aussagen zur
Nachweisgrenze vergleichbar groRer Peptide/Proteine in den Egelproben ableiten lieBen. Die RT-Zeit von
Aprotinin lag jeweils bei ca. 9,5 min, die RT-Zeit von BSA bei ca. 14,5 min.

Fur die RP-HPLC-Analysen wurden die mittels Sephadex G50 (siehe 2.2.1.3.2) zuvor
gelchromatographisch vorfraktionierten Proteinproben 8 und 9 (je 300 pl) gepoolt. In
Folge der Standardisierungsexperimente mit Aprotinin und BSA konnte davon
ausgegangen werden, dass vor allem die niedermolekularen Proteine und Peptide, zu
denen der Uberwiegende Anteil bislang identifizierter Speicheldriseninhaltsstoffe des
Blutegels zahlt, in diesen Fraktionen eluierten. Proteine mit hoheren Molekularmassen
eluierten bereits in den Fraktionen 4 bis 5 und kamen in den Fraktionen 8 bis 9 nur
noch in geringer Ausbeute vor, so dass kleinere relative Peakflachen in den
ausgewerteten Chromatogrammen (Peaks # 23, 24, 25, 26, 27 und 28, Abb. 8) nach

diesen Ergebnissen von Proteinen mit hdheren Molekularmassen stammen.

3.2 Semi-Quantitative Analyse sekretorischer Speichelproteine

Da es aufgrund der geringen Grol3e der einzelligen Speicheldriisenzelle nicht mdglich
war diese isoliert zu praparieren und somit auch umliegende Gewebestrukturen wie
Binde- und Muskelgewebe mit préapariert wurden, wurden fir die Analytik der
tatsachlich sekretorischen Proteine aus den Stanzpraparaten (siehe 2.2.1.1.1)
vergleichende quantitative Studien zwischen ungesogenen und gesogenen Blutegeln

der Art H. verbana vorgenommen.
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3.2.1 Proteom sekretorischer Speichelproteine von H. verbana

Innerhalb der 2D-gelelektrophoretischen Studie (siehe 2.2.1.1.3) stellte sich eine
Proteinbeladung der Gele mit jeweils 200 ug Protein als optimal heraus. Es wurden
zunéachst jeweils vier technische Replikate von jedem Extrakt aus einem Individuum far
die ungesogenen Tiere (n=10) angefertigt und diese auf ihre Vergleichbarkeit Gberprift.
Die Silberfarbung der zweidimensional aufgetrennten Proteine flhrte innerhalb des pl-
Intervalls von 5 bis 8 und im Molekularmassenbereich von 10 bis 66 kDa zu 40
Proteinspots, die in 75 % aller angefertigten Replikatgele sichtbar waren. Diese wurden
im Anschluss mit den silbergefarbten Spots frisch gesogener Tiere (n = 4) quantitativ
verglichen (Abb. 12). Es zeigte sich, dass 17 der den Spots zugrundliegenden Proteine
auch in den Stichproben der gesogenen Tiere sichtbar waren, wahrend 50 % der Spots
in allen technischen Replikaten gesogener Tiere fehlten (Abb. 12, rot markierte Spots).
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12. Abb.: Beispielgele der Proteine aus den Extrakten von Speicheldrisen-Gewebe eines
ungesogenen (A) und eines gesogenen (B) H. verbana.

Die Spots 1 bis 40 (Gel A) représentieren Proteine die in 75 % aller Replikatgele ungesogener Blutegel
auftraten. Die Spots im Gel B zeigen jene Proteinspots, die auch bei frisch gefiitterten Tieren noch
vorhanden waren. Die in Gel A rot markierten Spots reprasentieren Proteine, die in Extrakten ungesogener
Tiere regelmaRig anzutreffen waren, in den Extrakten gesogener Tier (Gel B) aber regelmaRig fehlten.

Aus: Lemke et al., 2013

Insbesondere Proteine mit verhaltnismaRig grolden Spot-Volumina traten sowohl in den
ungesogenen als auch in den gesogenen Tieren auf. Diese gehdren vermutlich
Strukturen des umliegenden Gewebes an. Alle Proteine, deren Spots in den frisch

gesogenen Tieren fehlten, sind vermutlich sekretorische Proteine der
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Speicheldriisenzellen und wurden fur die spéatere Ermittlung der maximal erreichbaren

Konzentration einzelner Speichelproteine im Wirt herangezogen (siehe 3.7).

3.2.2 Vergleich der Expressionsmuster kleinmolekularer sekretorischer
Speichelproteine vor und nach der Nahrungsaufnahme durch RP-
HPLC

Ergdnzend zu den 2D-gelelektrophoretischen Untersuchungen wurden RP-HPLC-
Analysen angeschlossen und die relativen Peakflachen von 24 Proteinen von jeweils 5
ungesogenen und 5 gesogenen Blutegeln (H. verbana) quantitativ verglichen (siehe
2.2.1.3.4)
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13. Abb.: Absorptionschromatogramm (280 nm) mit 24 nummerierten relativen Peakflachen einer

Speicheldrisengewebe-Probe von H. verbana (ungesogen).

Die ersten drei Peaks entsprechen mit hoher Wahrscheinlichkeit den Injektionspeaks
und gehoéren nicht den Proteinen des Egelgewebes an (Abb. 13). Die letzten Peaks
(# 23 und 24) traten nicht nur in den Proben der Blutegel, sondern auch in den
BSA- und Aprotinin-Proben auf und kdnnen den sekretorischen Proteinen des

Speicheldrisengewebes ebenfalls nicht zugerechnet werden (Abb. 13 und Abb.14).
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14. Abb.: Absorptionschromatogramm (280 nm) einer Probe von BSA.
Deutlich zu erkennen ist der dem BSA zugehdérige Peak mit einer Retentionszeit von 15,1 min. Auch in
dieser Probe konnten die Peaks # 23 und 24 der Speicheldrisengewebe-Probe (Abb. 13) detektiert

werden.

Die relativen Peakflachen der Peaks # 5 (RT 6 = 8,5 min), 6 (RT = 10,8 min), 7 (RT =
11,0 min), 11 (RT = 13,3 min), 15 (RT = 14,5 min), 16 (RT = 14,7 min), 17 (RT = 15,0
min) und # 20 (RT = 16,8 min) waren in den gesogenen Tieren signifikant kleiner als
vergleichbare Peakflichen der Speicheldriisengewebe-Proben von ungesogenen
Tieren. Im Fall des Proteins # 21 (RT = 17,2 min) erwies sich der Flachenunterschied
als hdchstsignifikant (Abb. 15). Vorausgesetzt, dass die Absorption dem Gehalt der
einzelnen Speicheldrisengewebe-Proteine proportional ist, wurde ein statistisch
nachgewiesener Mengenunterschied zugrundeliegender Proteine sichtbar. Auch die
Mittelwerte der relativen Flachen der Peaks # 4, 8, 9, 10, 12, 14, 18, 19 und 22 waren
in den Proben gesogener Tiere geringer als in vergleichbaren Proben ungesogener
Tiere. Aufgrund der Standardabweichung erwiesen sich die jeweiligen

Flachenunterschiede jedoch als statistisch nicht signifikant (Abb. 15).
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15. Abb.: Quantitativer Vergleich der Mittelwerte £ S.D. (n = 5) der relativen Peakflachen (RP-HPLC)
einzelner Proteine/Peptide in individuellen Extrakten

Blutegeln (H. verbana).

Da die Analysen in grof3eren zeitlichen Abstanden durchgefiihrt wurden und die HPLC-
Anlage zwischenzeitlich fir andere Trennaufgaben verwendet wurde, musste Uberprift
werden, ob die einzelnen Proteine in den verschiedenen Analysephasen bei den
gleichen Retentionszeiten eluierten. In Kooperation mit der Biomathematikerin Dana
Kleimeier wurde unter Zuhilfenahme des R-Programms (siehe 2.2.1.3.4) eine
Kreuzkorrelation durchgefuhrt und alle Chromatogramme der ungesogenen Tiere mit
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denen der gesogenen Tiere verglichen. Es zeigte sich, dass der hdchste
Korrelationswert mit 0,5 bis 1 bei einer Verschiebung von 0 erreicht wurde und es
dementsprechend in keinem der Probedurchlaufe zur zeitlichen Verschiebungen im

Elutionsverhalten der Proteine/Peptide kam.

30
25
20
15

10

Absorption (mAU)

0 3 7 10 13 17 20 23 27 30 33 37 40
Zeit in min
16. Abb.: Uberlagerung der Peaks in den RP-HPLC-Chromatogrammen eines ungesogenen (rot)
und eines gesogenen Tieres (bau).
Aus dem Vergleich beider Chromatogramme wird ersichtlich, dass es zu keiner zeitlichen Verschiebung
der jeweiligen Peaks eines Probendurchlaufes kam und daher die Peakflachen der korrespondierenden

Peaks als Mal3e fur die Abundanzen der jeweiligen Peptide heran gezogen werden kdnnen. Absorption
(mAU), 280 nm

Um zu ermitteln, ob sich unter den detektierten Proteinen das bereits charakterisierte
Speichelprotein Hirudin mit einer Molekularmasse von 7 kDa befinden kénnte, wurde
eine Probe der in E. coli Uberexprimierten und rekombinant hergestellten Hirudin-
Variante Hirudin Variante PA (Muller et al., unveroffentlicht) unter gleichen
technischen Bedingungen vermessen. Diese fuhrte neben zwei Injektionspeaks
mit Retentionszeiten, die dem ersten und zweiten Peak der Egelproben entsprachen,
zu drei weiteren Peaks, von denen der Erste eine Retentionszeit von etwa 10,95 min
aufwies (Abb. 17). Seine Peakflachen nahmen proportional zur Probenverdiinnung von
1:10, 1:100 und 1:1000 ab. Die ermittelten relativen Peakflachen des zweiten (RT =
18 min) und dritten Peaks mit einer Retentionszeit von RT = 24,73 min nahmen mit der
Verdiinnung nicht ab. Dieser Peak entsprach aufgrund der ahnlichen Retentionszeit
vermutlich dem Peak # 23 der Egelproben (RT = 24,68 min), welcher sowohl in allen
Gewebeproben als auch in den BSA- und Aprotinin-Proben auftrat (Abb. 13 und Abb.
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14). Die Retentionszeit des dem rekombinanten Hirudin zugehdrigen ersten Peaks
deckte sich nahezu vollstéandig mit den Retentionszeiten der Peaks # 6 (10,88 min) der
Speicheldriisengewebe-Proben (Abb. 17). Zur Uberprifung wurde in einem weiteren
Experiment eine Probe des Egelgewebes unmittelbar vor der Analyse mit der
rekombinanten Hirudin-Variante versetzt. Im Chromatogramm kam es zu keinem
zusatzlichen oder zeitlich veranderten Peak fir das rekombinante Protein (Abb. 17)
und zu einer Zunahme der relativen Peakflache des Peaks # 6 von 37.909 auf 71.059.
Wir nahmen daher an, dass der Peak # 6 in den HPLC-Chromatogrammen der

Egelgewebeproben das kleine Speichelprotein Hirudin reprasentiert.

20 1 Hirudin — i
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17. Abb.: Uberlagerung der Chromatogramme des rekombinanten Hirudins (Hpa, grin), der
Speicheldriisengewebe-Probe eines ungesogenen Egels (T4, blau) und der Kombination aus dem
Extrakt und dem rekombinanten Protein (T4 und Hpa, rot).

Der Pfeil markiert den Peak fir das Hirudin. Dieses eluiert zur gleichen Zeit von der Saule wie das Protein
# 6 der Blutegel-Probe (gestrichelte Linie). Zur besseren Peak-Hervorhebung wurde nur der Zeitraum
zwischen 7 und 30 min gezeigt. Absorption (mAU), 280 nm

3.3 Morphologie der Speicheldriisenzellen vor und nach der Aufnahme

von Nahrungsblut

Die einzelligen Speicheldrisenzellen des medizinischen Blutegels, H. verbana,
befinden sich im Vorderkorper des Tieres (Segmente 5 bis 11), eingestreut zwischen
der Muskulatur und dem Bindegewebe (Damas, 1974; Marshall und Lent, 1988). Die
histologische Bearbeitung des Egelvorderkorpers (6 ym Schnitte und Azan-Farbung)

72 | Seite



3 Ergebnisse

im Rahmen dieser Arbeit bestétigte und erganzte die bisher sehr llickenhaften
Kenntnisse zu den Speicheldriisenzellen des Egels. Die wesentlichen Erkenntnisse
sind Folgende: Die zahlreichen Zellen weisen in ungesogenen Tieren im histologischen
Bild eine runde bis ovale Form auf (Abb.18 (3)). Aus jeder Zelle erstreckt sich ein
Zellfortsatz, der Ausfihrgang, welcher anterior zum Kiefer verlauft und dort in
vermutlich gebindelter Form mit den Ausfilhrgdngen weiterer Speicheldriisenzellen
zwischen den Calcitzahnchen der drei Kiefer ausmindet (Abb. 18 (1)). Nach
histologischen Azan-novum Farbungen (siehe 2.2.2.3) erscheinen die
Speicheldrisenzellen rot und/oder blau, was auf einen sauren (rot) bzw.
basischen (blau) Charakter der Inhaltsstoffe hinweisen kénnte (Abb. 18 (3)). Gemaf
unserer Beobachtungen handelt es sich dabei jedoch nicht um separate blaue oder
rote Zellen, sondern um Zellen, die sowohl Bereiche mit sauren Inhaltsstoffen als auch
Areale mit basischen Bestandteilen enthalten (Abb. 18 (3)).

18. Abb.: Azan-novum gefarbte Paraffinschnitte eines Kiefers (5), der Calcitzahnchen (2), der
Vorratsbehalter der Speicheldrisenzellen (3) und der Ausfiihrgénge (1) von H. verbana.

Dargestellt sind die Ausfiihrgdnge (1) der Speicheldrisenzellen (3). Aus jeder Zelle mindet ein
entsprechender Zellfortsatz (4) aus. Diese verlaufen anterior zum Kiefer (5) des Tieres und minden
zwischen den Zahnzwischenraumen der Calcitzdhnchen (2) aus. Azan-novum gefarbte
Speicheldriisenzellen (3) erscheinen meistens rot oder blau geféarbt, enthalten jedoch oft auch Areale

beider Farbgebungen (mittlere Zelle im Bild oben rechts). Aus Hildebrandt und Lemke (2011), verandert.
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Lichtmikroskopische Untersuchungen an Azan-novum geféarbten Paraffinschnitten vor
und nach der Nahrungsaufnahme (Saugakt > 30 min) zeigten, dass es wéhrend des
Saugaktes zu einer histologisch nachweisbaren Entleerung der Speicheldrisenzellen
kommt. Viele Speicheldriisenzellen erschienen in Tieren, die unmittelbar nach dem
Saugen fixiert wurden, optisch schmaler und kleiner (Abb. 19). Die visuell
wahrnehmbare Zellanzahl war dartber hinaus reduziert, was auf die Entleerung der
Vorratsbehélter der Zellen hindeutet, so dass diese im histologischen Bild nicht mehr

als Zellen erkannt werden.

19. Abb.: Speicheldriisenzellen des medizinischen Blutegels vor (a) und unmittelbar nach der
Nahrungsaufnahme (b).

Abgebildet sind die Vorratsbehdlter der einzelligen Speicheldrisenzellen (*) des medizinischen Blutegels.
Deutlich zu erkennen ist deren Lokalisation inmitten von Muskelfasern (1). Die Speicheldriisenzellen
ungefitterter Tiere (a) sind durch eine runde bis ovale Form gekennzeichnet und kommen in hoher Dichte
im Vorderkorper der Egel vor. Tiere, die unmittelbar nach einem > 30 min Saugakt fixiert und fur
histologische Studien aufbereitet wurden (b), weisen eine reduzierte Anzahl von Speicheldriisenzellen
sowie eine haufig verringerte Zellflache der noch vorhandenen sekretorischen Zellen auf. In Folge der
Azan-novum Farbung erscheinen die Speicheldrisenzellen im Paraffinschnitt rot und/oder blau geférbt.
Aus: Hildebrandt und Lemke (2011), verandert.
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3.4 Dreidimensionale Rekonstruktion von Speicheldriisenzellen

Serielle Paraffinschnitte (6 yum Dicke) des Vorderkdrpers eines ungesogenen Egels (H.
verbana), die mit Azan-novum gefarbt wurden, wurden mikrofotografisch erfasst
(Objektiv-VergrofRerung: 20 x) und diese Bilder zur virtuellen Rekonstruktion eines 3D-
Modells eines Gewebeblockes mit den MalRen 600 x 500 x 300 um unter Verwendung
des Programms AMIRA 4.1 herangezogen. Der Gewebeblock umfasste insgesamt 154
Speicheldrisenzellen sowie die Strukturen des umliegenden Gewebes (Muskelfasern,
Blutgefalle, Nephridium bzw. Harnblase) (siehe 2.2.2.4; Abb. 20).

20. Abb.: 3D-Rekonstruktion eines Gewebeausschnitts des Vorderkdrpers von Hirudo verbana.

Rekonstruiert wurde ein Gewebeblock mit den MaRen 600 x 500 x 300 pm. In diesem sind 154
verschieden grof3e Speicheldrisenzellen (sgc) zwischen den umliegenden Gewebestrukturen, zu denen
Muskelfasern (m), ein Nephridium mit Harnblase (n) und ein Blutgefal (bv) zahlen, lokalisiert. Die 3D-
Rekonstruktion erfolgte anhand 50 alignierter Paraffinschnitte (gefarbt mit Azan-novum) eines

ungesogenen Tieres (H. verbana). Aus: Lemke et al., 2013

Im Ergebnis zeigte sich, dass die individuellen Speicheldriisenzellen in ihrer Grdl3e
variieren und in erstaunlich hoher Anzahl auf engstem Raum zwischen den

Muskelfasern und den umliegenden Gewebestrukturen lokalisiert sind.
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Um das mittlere Volumen einer Speicheldrisenzelle zu ermitteln, wurde das von
AMIRA 4.1 in Voxel angegebene Volumen mittels der folgenden Umrechnungsformel
fur jede individuelle Speicheldriisenzelle in die gangige Einheit (um®) umgerechnet:

v ( VA[Voxel] )
3 =
RIwm™1 =\ 1,92 yum * 1,92 um * 1,92 um

Vzx :Reales Volumen

V, :Volumen aus Amira

X, :1,92pym
Y, : 1,92 um
Z, :1,92 pm

Fur eine einzelne Speicheldriisenzelle wurde ein mittleres Volumen von 67.048 +
38.935 um?® (n = 154) berechnet.

3.5 Extrapolation der Anzahl von Speicheldrisenzellen in einem Tier

Die durchschnittliche Speicheldriisenanzahl eines Blutegels wurde aufgrund der hohen
Anzahl an Driisenzellen in einem Tier extrapoliert. Die Hochrechnung erfolgte anhand
der Ergebnisse der 3D-Rekonstruktion (siehe 2.2.2.5).

Es wurde berechnet, dass der reprasentative, fur die dreidimensionale Rekonstruktion
verwendete Gewebeausschnitt mit 154 Speicheldriisenzellen insgesamt 12 x in den
Radius des relevanten Ausschnittes (Bereich zwischen Hautmuskelschlauch und

Speichermagenwand) des Querschnittes passt (Abb. 21).
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21. Abb.: Lage des 3D-rekonstruierten Gewebeausschnittes, verdeutlicht am Azan-novum
geféarbten Querschnitt.

Dargestellt ist der 3D-rekonstruierte Bereich eines Querschnitts. Dieser enthdlt eine représentative Anzahl
von Speicheldrisenzellen (sgc) sowie Muskelfasern (m), ein Nephridium mit Harnblase (n) und ein
BlutgefaR (bv). Der rekonstruierte Bereich passt 12 x in den Speicheldrisen-enthaltenen Radius um den
Darm des Tieres, so dass die rekonstruierte Speicheldrisenanzahl von 154 Zellen (300 pm der
Koérperlange) auf eine Gesamtanzahl von 1.848 Speicheldrisenzellen im Umfang des Koérpersegments
extrapoliert wurde. Aus: Lemke et al., 2013

Auf Grundlage der ermittelten Anzahl von 154 Speicheldrisenzellen im 3D-
rekonstruierten Gewebeblock, wurde fur einen Umfang des Korpersegments, fur das
die 3D-Rekonstruktion angefertigt wurde, eine Gesamtanzahl von 1.848
Speicheldriisenzellen  extrapoliert. Die  Gesamtzahl der Driusenzellen im
Egelvorderkorper (etwa 1 cm Lange) wurde wie folgt ermittelt: Um Fehler in
GrolRenordnungen auszuschlieBen, wurden die ersten 4.000 um des Egelkérpers, d.h.
jener Abschnitt, in denen die Kiefer lokalisiert sind und die Speicheldrisenanzahl sehr
niedrig ist, von der Auswertung ausgeschlossen. Mikroskopische Betrachtungen der
restlichen Azan-novum gefarbten Paraffinschnitte des Egelvorderkérpers (6.000 um),
lieRen vermuten, dass die Dichte der Drusenzellen innerhalb dieses Korperabschnittes
nicht gravierend variiert. Da der 3D-rekonstruierte Block einen 300 pum-Abschnitt der
Korperlange des Egels reprasentiert, wurde fur die Gesamtlange des
Egelvorderkérpers, in dem die Hauptmasse der Speicheldriisenzellen liegen, eine
Speicheldrisenanzahl von = 36.960 extrapoliert.
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3.6 Ermittlung des Proteingehalts einer Speicheldrisenzelle

Die Ermittlung des durchschnittlichen Proteingehalts einer Speicheldriisenzelle (siehe
2.2.2.6) erfolgte unter Verwendung des relativ homogenen Referenzgewebes einer
Labormaus (Oberschenkelmuskel) und eines Schweins (Leber). Nach dem
Archimedischen Prinzip wurde fur das Muskelgewebe eine Dichte von 1,05 g/ml und
fur das Lebergewebe ein Wert von 1,12 g/ml bestimmt.

Mittels der Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) wurden nach erfolgter
Lyse von jeweils 71 mg Gewebe in 1.500 pl Pufferldsung fir den Muskel der Maus eine
Proteinkonzentration von 4,7 mg/ml und fiir die Leber des Schweins ein Wert von
8,1 mg/ml ermittelt. Aus diesen Werten wurden unter Einbezug der entsprechenden
Dichte und des Gesamtvolumens der jeweiligen Probe eine Proteinkonzentration von
109,4 + 12,3 ug/ul fur das Gewebe der Maus und eine Proteinkonzentration von
200,3 £ 9,7 pg/ul fur das Gewebe des Schweins berechnet.

Erganzend dazu wurden von beiden Gewebetypen und vom Speicheldriisengewebe
des Egels 6 um dicke Kryostatschnitte angefertigt und diese zeitgleich Uber einen
Zeitraum von 9 min in Bradford-Reagenz inkubiert. Mit dem Programm ,Corel Photo
Paint“ wurde in jeweils vier Feldern, die sowohl Areale hoher als auch niedriger
Proteinkonzentration inbegriffen (Abb. 7), die entsprechenden Farbegrade (RGB-
Farben) des spezifischen Referenzgewebes bestimmt. Nach Abzug des Hintergrundes
ergab sich fir das Muskelgewebe ein Schwarzungsgrad von 30,98 + 1,5 und flr
Lebergewebe ein Wert von 35,1 + 3,11. Aus den Intensitdten wurde mit Hilfe des
Proteingehalts des jeweiligen Referenzgewebes (6 um x 1 mm x 1 mm) eine lineare
Funktion und die Formel: x = (y —26) + 7,6 abgleitet. Basierend darauf wurde
anschliel3end der Proteingehalt in 25 individuellen Speicheldriisenzellen berechnet und

schlie3lich ein durchschnittlicher Wert von 476 pg/ul ermittelt.

3.7 Berechnung der durchschnittlichen Speichelproteinmenge eines
Blutegels und ihrer maximal erreichbaren Konzentration im

humanen Wirt

Um die durchschnittliche Speichelproteinmenge, die ein medizinischer Blutegel der Art
H. verbana abgeben kann, zu berechnen (siehe 2.2.2.7), wurde folgende Formel

entwickelt:
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Proteingehalt[um/umg] X Volumenspz) X Anzahlispz/pgen = Proteinmenge[SDZ/Egel]

SDZ : Speicheldriisenzelle
SDZ/Egel : Anzahl aller Speicheldriisenzellen eines Egels

In die Formel wurde der ermittelte Proteingehalt einer Speicheldrisenzelle, deren
Volumen und die Anzahl der Speicheldrisenzellen wie folgt eingesetzt:

476 ug/ul x 67.048 ym3x 36.960 = 1,2 mg

Im Ergebnis zeigte sich, dass ein individueller Blutegel im Durchschnitt 1,2 + 0,7 mg
Speichelproteine bevorratet.

Da die histologischen Untersuchungen an ungesogenen und gesogenen Egeln
ergeben hatten, dass ein grof3er Anteil der Speicheldriiseninhaltsstoffe wahrend eines
Saugaktes aus den Vorratsbehéltern der Speicheldriisenzellen nach auf3en abgegeben
wird (Abb. 19), gingen wir zundchst davon aus, dass die Protein-Gesamtmenge von
1,2 mg wahrend eines Saugaktes annéhernd vollstandig in die Bisswunde uberfuhrt
wird. Um die maximal erreichbare Konzentration einzelner Speicheldriisenproteine im
humanen Wirt zu ermitteln, wurde die vergleichende quantitative Studie zwischen
ungesogenen (n = 10) und gesogenen Blutegeln (n = 4) der Art H. verbana
herangezogen (siehe 3.2.1) und alle silbergefarbten Spots, welche in den gesogenen
Tieren nicht mehr nachweisbar waren (Abb. 12), in die Berechnung einbezogen. Das
relative Volumen eines jeden Spots wurde densitometrisch bestimmt und die
Molekularmasse der ihnen zugrundeliegenden Proteine anhand des bei der
zweidimensionalen Auftrennung mitgefiihrten Molekularmassenstandards abgelesen.
Im Anschluss wurde aufgrund dessen, dass alle Gele mit 200 pg Protein beladen
wurden, die relative Proteinmenge fir jedes Protein bestimmt und diese mit Hilfe der
nach Bradford (1976) bestimmten durchschnittlichen Proteinkonzentration von
1,7 pg/pl und dem eingesetzten Probenvolumen von 1.500 pl entsprechend
hochgerechnet. Aus den Werten wurde die jeweilige absolute molare Proteinmenge
pro Egel abgeleitet. Unter der Annahme, dass das Verteilungsvolumen fir die
Speichelinhaltsstoffe des Egels in einem mittelschweren menschlichen Wirt bei etwa 5 |
liegen durfte, konnten die maximal erreichbaren Konzentrationen eines jeden Proteins

im humanen Wirt abgeschatzt werden (Tab. 1).
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Spot | Relatives Absolute Molekular- | Absolute Maximal
Spot-Volumen Proteinmenge | Masse molare erreichbare
(in %, relativiert | pro Egel (g/mol) Proteinmenge | Konzentration
auf alle (1g) pro Egel im humanen
Proteine) (mol) Wirt (pmol/l)

4 1,6 18,8 27.000 6,9x 10 139
2,6 30,7 26.000 1,2 x 10° 236

9 0,3 3,0 29.000 1,0x 10" 21

12 |19 22,3 51.000 4,4 x 10" 87

13 |38 45,4 53.000 8,6 x 10™° 171

14 |51 60,5 52.000 1,2x10° 233

15 |4,0 46,7 58.000 8,1x 10" 161

16 |26 30,4 43.000 7,1x10" 141

19 [0,2 2,8 40.500 6,9 x 10™* 14

20 |02 2,6 38.000 6,9 x 10 14

21 |05 5,3 37.000 1,4 x 10" 29

22 |02 2,0 26.000 7,5x 10" 15

24 0,3 2,9 20.000 1,5x10™ 29

25 |03 3,8 32.000 1,2x 10" 24

27 |05 5,4 48.000 1,1x10™" 22

28 |07 8,0 54.000 1,5x 10" 30

29 |01 1,6 56.000 2,8x10™"

33 |01 0,8 45.000 1,7x 10" 3

35 |04 4,7 17.000 2,7x10™" 55

36 |04 5,0 16.000 3,1x10™" 62

37 |04 5,2 15.000 3,5x10"° 69

38 |04 4,3 32.000 1,3x 10" 27

40 |0,2 1,9 26.000 7,3x10" 15

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der relativen und absoluten Proteinmengen, sowie der
Molekularmassen und der hypothetisch erreichbaren maximalen Konzentrationen einzelner

sekretorischer Speichelproteine im humanen Wirt. Aus: Lemke et al., 2013 (verandert)

Die maximal erreichbaren Konzentrationen jedes der vermutlich sezernierten
Speichelproteine kdnnten bei vollstandiger Entleerung der Speicheldrisenzellen im

humanen Wirt Werte zwischen 3 und 236 pmol/l erreichen.
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3.8 Synthese von Speichelproteinen nach der Nahrungsaufnahme

Blutegel kbénnen von einer einzigen Blutmahlzeit bis zu einem Jahr leben, so dass
sich die Frage stellte, in welchem zeitlichen Rahmen die Wiederbefillung der
Speicheldrisenzellen mit neu synthetisierten Speichelproteinen erfolgt und ab

welchem Zeitpunkt Blutegel befahigt sind erneut Nahrung effektiv aufzunehmen.

3.8.1 Beflullungsgrad der Vorratsbehéalter der Speicheldrisenzellen vor

und nach der Nahrungsaufnahme

Die Zellflachen von durchschnittich 153 erkennbaren Speicheldrisen eines
mikroskopischen Bildes wurden an zwei aufeinanderfolgenden L&ngsschnitten unter
Zuhilfenahme der Software Image Tool (UTHSCSA Image Tool 3.0) berechnet (siehe
2.2.2.8). Ausgewertet wurden die Speicheldrisenzellen von jeweils 3 Tieren zum
Zeitpunkt 0, 1, 3, 5, 7, 14 und 21 Tage nach der Fitterung (rot) sowie die
Speicheldrisenzellen von drei ungesogenen Tieren (blau). Die ermittelten Flachen
wurden als Mittelwert £ S.D. graphisch dargestellt (Abb.22).
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22. Abb.: Relative Flachen der Vorratsbehalter der Speicheldriisenzellen im mikroskopischen
Schnitt als Maf3 fur den Fullungsgrad.

Vermessen wurden jeweils zwei mikroskopische Aufnahmen von jeweils drei Tieren die O, 1, 3, 5, 7, 14
und 21 Tage nach der Futterung mit Schweineblut prapariert wurden. Als Kontrolle fir die Wiederbefiillung
wurden die relativen Zellflachen von jeweils drei ungefitterten Tieren vermessen (blaue Linie). Mittelwerte
(x S.D.), n = 3 pro Zeitpunkt.
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Die Vermessung der Zellflachen in Folge der unmittelbar nach der Futterung mit
Schweineblut erfolgten Praparation der Blutegel zeigte interessanterweise, dass sich
diese wahrend der Nahrungsaufnahme um weniger als 50 % verkleinern. Gleichwonhl
wiesen die Zellflachen der Speicheldriisenzellen von gesogenen Blutegeln im
mikroskopischen Bild deutliche Unterschiede zu den Aufnahmen ungesogener Egel
auf. Unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme lief3 sich in mikroskopischen Aufnahmen
gesogener Egel (Zeitpunkt 0. und 1. Tag nach der Futterung) eine hohe Anzahl kleiner
und schmaler Speicheldrisenzellen beobachten (Abb. 19). Diese geringen Zellflachen
lassen auf eine Entleerung der Vorratsbehalter schliel3en, vor allem da solche kleinen
Driusenzellflachen in ungesogenen Tieren kaum detektiert wurden. Schon einen Tag
nach der Fitterung kam es zu einer leichten Flachenzunahme der
Speicheldrisenzellflaichen. Diese erstreckte sich innerhalb der Untersuchung Uber
einen Zeitraum von 7 bis 14 Tage, wobei es inshesondere zwischen dem 5. und 7. Tag
nach der Futterung zu einer deutlichen VergroBerung der Zellflachen kam (Abb. 22).
Unter der Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %, zeigte sich, dass es
zwischen dem 1. und 7. Tag nach der Nahrungsaufnahme zu einer signifikanten
GrolRenzunahme der Zellflachen der Speicheldrisenzellen kam. Zwischen dem
Zeitpunkt unmittelbar nach der Fitterung und dem 7. Tag nach der Nahrungsaufnahme

erwies sich die Zunahme der Zellflachen sogar statistisch als hochsignifikant (Abb. 22).

3.8.2 Semi-Quantifizierung der Hirudin-mRNA vor und nach der

Nahrungsaufnahme

Um die Wiederbeflullung der Vorratsbehalter der Speicheldrisenzellen mit einem
konkreten Speichelinhaltsstoff, dem Hirudin, abschatzen zu kénnen, wurde die RNA
aus Speicheldrisengewebe ungesogener und gesogener Tiere isoliert und die mRNA-
Menge anhand semi-quantitativer RT-PCR unter Nutzung Hirudin-spezifischer Primer
(siehe Anhang) bestimmt. Die Isolation der total-RNA aus gesogenen Tieren erfolgte 1,
3,5, 7, 14 und 21 Tage nach der Nahrungsaufnahme (siehe 2.2.4.1). Zur Generierung
gleicher cDNA-Mengen wurden unterschiedliche Ausbeuten an Gesamt-RNA bei der
Extraktion durch individuelle Templet-Volumina auf 1,2 pg Gesamt-RNA normalisiert.
Sattigungseffekte wurden durch den Abbruch der PCRs nach bereits 30 Zyklen, d.h.
wahrend der exponentiellen Phase der Amplifikation, vermieden (siehe 2.2.4.2). Als
indirektes Maf3 flr die Quantifizierung der Amplifikationsprodukte von Hirudin wurde
neben der cDNA des Speichelproteins auch die von B-Aktin aus dem Templet der
jeweiligen RT-Reaktion einer Probe amplifiziert und die Bandenintensitaten der
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Hirudin-cDNA-Amplifikate auf diese relativiert. Die Mittelwerte von jeweils drei
Versuchstieren pro Zeitpunkt wurden normalisiert auf B-Aktin (%) = S.D. graphisch
dargestellt (Abb. 23).

160 >
140
120
100

T)
80
60
‘hl N
20
0
U 1 3 5 7 14 21

Tage nach der Fitterung

(in % bezogen auf Aktin)

Relative Bandenintensitat

23. Abb.: Relative Anderung der Abundanz der Hirudin-mRNA in Hirudo verbana nach der
Nahrungsaufnahme.

Die densitometrisch quantifizierten Bandenintensitaten fur die Hirudin-cDNA wurden normalisiert auf die
von B-Aktin. Zwischen dem 1. und 3. Tag nach der Nahrungsaufnahme kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Hirudin-cDNA. Der Hirudin cDNA-H6chstwert wurde 5 Tage nach der Fitterung erreicht. Im
Anschluss kam es zur Wiederabnahme, welche jedoch aufgrund der hohen Standardabweichungen 5
Tage nach dem Saugakt nur zwischen dem 3. und 14. Tag nach der Fitterung signifikant war. Mittelwerte
+ S.D., n = 3, U = ungesogen.

Die densitometrische Quantifizierung der Bandenintensitaten zeigte einen signifikanten
Anstieg der Hirudin-cDNA zwischen dem 1. und 3. Tag nach Ftterung der Tiere,
wobei die individuellen Hochstwerte am 3. oder 5. Tag nach der Nahrungsaufnahme
erreicht wurden. Zwischen dem 3. und 14. Tag zeigte sich eine signifikante
Wiederabnahme der Hirudin-cDNA und bereits 14 bis 21 Tage nach der Fitterung war
die Menge der Hirudin-cDNA im Speicheldriisengewebe auf das Niveau ungesogener

Tiere zuriick gegangen (Abb. 23).
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3.9 Untersuchungen zu potenziellen Speichel-Sekretionsmechanismen

3.9.1 Injektionsversuche mit Serotonin, Dopamin und FMRFamid

Die biogenen Amine Serotonin und Dopamin sowie FMRFamid-ahnliche Peptide
werden in zahlreichen Studien als potenzielle Aktivatoren der Speichelsekretion von
Invertebraten diskutiert (siehe 4.6).

Um herauszufinden, ob die Substanzen auch am Sekretionsprozess der
Speicheldriiseninhaltsstoffe medizinischer Blutegel beteiligt sein konnten, wurden
Injektionsversuche mit den biogenen Aminen bzw. dem Peptid vorgenommen (siehe
2.2.2.10). Den medizinischen Blutegeln (Gewicht: ca. 4 g) wurden dreimal im Abstand
von 5 min 20 yl einer 1 mmol/l konzentrierten Serotonin-, Dopamin,- oder FMRFamid-
Ldsung ins Speicheldrisengewebe injiziert. Nach jeder Injektion wurde das jeweilige
Tier zurick ins Haltungsglas gesetzt. Das Verhalten der Versuchsegel wurde eine
Stunde lang beobachtet. Im Anschluss wurden die Tiere in einer 4 % Formaldehyd-
Ldsung fixiert und das Gewebe des Vorderkorpers fur die Anfertigung mikroskopischer
Praparate aufbereitet. Die Zellflachen angeschnittener Speicheldriisenzellen
wurden in zwei aufeinanderfolgenden mikroskopischen Aufnahmen vermessen,
um zu kontrollieren, ob aus den Vorratsbehdltern der Speicheldriisenzellen
Material abgegeben wurde (siehe 2.2.2.10).

Die dreimalige Injektion von je 20 ul einer 1 mmol/l konzentrierten Serotonin-Lésung
fihrte bei den jeweiligen Blutegeln zu einer optisch wahrnehmbaren Kontraktion der
Kiefer- und Pharynxmuskulatur tGber einen Zeitraum von einer Stunde. Die dreimalige
Injektion der 1 mmol/l konzentrierten Dopamin- oder FMRFamid-Losung ldste
keine Verhaltensveranderungen innerhalb des Beobachtungszeitraumes aus. Die
Vermessung der relativen Zellflachen von durchschnittlich 114 Speicheldriisen in zwei
aufeinanderfolgenden mikroskopischer Aufnahmen paraffineingebetteter Querschnitte
von jeweils zwei Versuchstieren fuhrte bei allen drei getesteten Substanzen zu keiner
Abnahme der relativen Zellflachen gegeniiber den Kontrolltieren (Abb. 24). In Folge
fehlender Anzeichen fir eine Beteiligung von Serotonin, Dopamin und FMRFamid am

Speichelsekretionsprozess wurde die Studie schlief3lich nicht weiter verfolgt.
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24. Abb.: Mittelwerte = S.D. der relativen Zellflachen zweier Gewebeschnitte (Querschnitte) von
jeweils 2 Versuchstieren, denen zuvor in Abstand von 5 min 20 pl eine 1 mmol/l konzentrierten
Dopamin-, FMRFamid- oder Serotonin-Lésung in das Gewebe des Vorderkérpers injiziert wurde.

Vermessen wurden alle angeschnittenen Zellflaichen (= 114 Zellen) von zwei aufeinanderfolgenden
mikroskopischen Aufnahmen. Verglichen mit dem ungesogenen Kontrolltier (rote Linie) kam es in Folge
der |Injektion zu keiner Abnahme der relativen Zellflachen, die auf eine Entleerung der

Speicheldriisenzellen hindeuten wiirde.

3.9.2 Untersuchungen zum mdoglichen Vorkommen der Na'/K*-ATPase in

den Speicheldrisenzellen von H. verbana

Untersuchungen zum potenziellen Vorkommen der Na'/K'-ATPase in den
Speicheldriisenzellen medizinischer Blutegel der Gattung Hirudo (siehe 2.2.1.2.5)
erfolgte unter Zuhilfenahme des priméaren Antikdrpers a5 (Douglas M. Fambrough; The
Johns Hopkins University, Baltimore). Um den Antikérper auf seine Funktionalitat zu
testen und um einen ersten Eindruck vom mdglichen Vorkommen der Na'/K*-ATPase
im Speicheldriisengewebe der Egel zu gewinnen, wurden zundchst 12 Western Blot
Analysen an Stanzpraparaten des Vorderkorpers des Blutegels sowie an separat
préparierten Gewebe von Kiefer, Hautmuskelschlauch, Speichermagen und
Speicheldriisen durchgefihrt (Abb. 25).
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Std. 1 2 3 4 5 6 7
118 kDa | s Y
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25. Abb.: Western Blot Analyse zum Nachweis der Na'/K'-ATPase im Gewebe des Blutegels Hirudo
verbana.

(0) Roti-Standard (Std.)

(1) Stanzpraparat des Vorderkorpers

(2) Gewebe des Speichermagens

(3) Gewebe des Hautmuskelschlauchs

(4) Keine Beladung der Spur

(5) Kieferpraparation

(6) Keine Beladung der Spur

(7) Speicheldrisengewebe

In allen Gewebeproben (1, 2, 3, 5, 7) konnten Signale (roter Pfeil) detektiert werden, die auf die o-
Untereinheit der Na*/K*-ATPase (ca. 110 kDa) schlieRen lassen.

Signale fur die a-Untereinheit der Na*/K*-ATPase konnten in allen drei Versuchstieren
mit einer zu erwartenden Molekularmasse von ungefahr 110 kDa detektiert werden.
Die Banden traten sowohl in den Stanzpréaparaten als auch in den isoliert praparierten
Gewebearten auf (Abb. 25). Gleichwohl wurden neben den zu erwartenden Banden mit
den Antikdrpern auch ungefahr 66 kDa schwere Nebenbanden detektiert (Abb. 25).
Western-Blots, die nicht mit dem primaren Antikérper inkubiert wurden, zeigten keine
Signale (nicht gezeigt), was auf die Spezifitat des primaren Antikdrpers hinweist.

Da mit dem a5-Antikorper Na'/K'-ATPase-zugehorige Signale in Western Blot-
Analysen detektiert wurden, wurden immunhistochemische (siehe 2.2.3.1) und
fluoreszenzmikroskopische (siehe 2.2.3.3) Nachweisverfahren durchgefuhrt, um das
Vorkommen des Transmembranproteins in den Speicheldrisenzellen der Tiere zu
untersuchen. Mit Hilfe der Alkalischen-Phosphatase-Anti-Alkalischen-Phosphatase-
Komplex-Methode (siehe 2.2.3.1) konnte an Kryostatschnitten von drei Versuchstieren
nachgewiesen werden, dass Na'/K*-ATPase-Molekiile im Bauchmark (Abb. 26) und in
den Muskelfasern (Abb. 27) der Egel vorkommen, nicht jedoch in den

Speicheldrisenzellen der Tiere (Abb. 28).
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26. Abb.: Inmunhistochemischer Nachweis von Na'/K*-ATPasen im Bauchmark von H. verbana
Abgebildet ist das doppelstrangige Bauchmark (1) des Blutegels, welches im Ventralsinus (2) eingelagert
ist, im Querschnitt. Spezifische Signale fir Na'/K'-ATPase-Molekiile kommen im Nervengewebe vor.
Verwendet wurden der a5-Antikdrper (Douglas M. Fambrough). Aufnahme: Anke Stein (Diplomandin,
2013)

27. Abb.: Immunhistochemischer Nachweis von Na'/K*-ATPase-Molekiilen im Muskelgewebe von
H. verbana

Dargestellt sind Muskelgewebe (1) und Speicheldrisenzellen (*) im transversalen Schnitt. Spezifische
Signale sind im Bereich der Muskelfasern zu erkennen. Verwendet wurde der a5-Antikdrper (D. M.
Fambrough). Aufnahme: Anke Stein (Diplomandin, 2013)
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28.Abb.: Immunhistochemische Farbung zum Nachweis der Na'/K-ATPase in den
Speicheldrisenzellen von H. verbana

Zu sehen sind die Speicheldrisenzellen (*) im Querschnitt. Es gibt keine Hinweise auf das Vorkommen
von Na'/K*-ATPase-Molekiilen. Die angefarbte Struktur ist mit hoher Wahrscheinlichkeit dem
Muskelgewebe zuzuordnen. Verwendet wurde der a5-Antikdrper (D. M. Fambrough). Aufnahme: Anke
Stein (Diplomandin, 2013)

Die Testung der Spezifitdt des Anti Mouse IgG Alkaline Phosphatase-Antikorpers,
erfolgte an Kontrollschnitten, die nicht mit primaren Antikdrper behandelt wurden.
Falsch positive Signale traten nur im Bereich der Epidermis und in der Peripherie des
Intestinal-Traktes auf (Abb. 29). Diese konnen auf die Aktivitdt von intestinalen
alkalischen Phosphatasen sowie auf die alkalischen Phosphatasen gram™ Symbionten
wie Aeromonas sp., welche insbesondere in der Epidermis vorkommen, zurlickgefihrt
werden (MacAlister et al., 1972; Ponder und Wilkinson, 1981). Die alleinige Zugabe
des sekundéaren Antikérpers und des Farbsubstrates reichten aus, um eine
Farbreaktion hervorzurufen, die nicht durch Levamisol, einem Imidazothiazol zur
Blockierung endogener alkalischer Phosphatasen, verhindert werden konnte.

Daruber hinaus wurden Kontrollen zur Testung des Farbsubstrates vorgenommen und
Versuche ohne Beteiligung des primaren und sekundaren Antikorpers durchgefihrt. In
diesen Féallen kam es zu keiner Farbreaktion, auch nicht im Zusammenhang mit den
endogenen bzw. bakteriellen alkalischen Phosphatasen (nicht gezeigt).
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29. Abb.: Immunhistochemische Kontrollfarbungen zur Testung der Spezifitdt des Anti Mouse IgG
Alkaline Phosphatase-Antik6érpers im Gewebe von H. verbana

Dargestellt sind ein Abschnitt des Speichermagens (links) und ein Ausschnitt der Epidermis (rechts) mit
falsch positiven Farbsignalen, welche auf endogene Phosphatasen und bakterielle alkalische
Phosphatasen beruhen und nicht blockiert werden konnten. In den Abbildungen vorkommende
Gewebestrukturen von Muskelfasern und Speicheldrisenzellen zeigen keine Farbreaktion, was im Fall
des Muskelgewebes auf die Spezifitat des Antikdrpers hin deutet. Verwendet wurde der sekundére AK
Anti Mouse IgG Alkaline Phosphatase. Aufnahme: Anke Stein (Diplomandin, 2013)

Die Absicherung der Ergebnisse erfolgte sodann mittels fluoreszenzmikroskopischer
Methoden (siehe 2.2.3.3). Dabei zeigte sich, dass das Gewebe der Blutegel eine sehr
ausgepragte Autofluoreszenz im kurzwelligen Bereich aufweist (Abb. 30 A), die erst in
einem Wellenlangenbereich um 670 nm kaum mehr detektierbar ist (Abb. 32 B). Aus
diesem Grund erfolgten die Nachweise der Antikdrper-Bindung mit einem sekundaren
Antikorper, welcher mit dem Fluorochrom AlexaFluor®647 gekoppelt war, dessen
Emissionsmaximum bei 675 nm liegt. Ausgewertet wurden Aufnahmen der
Autofluoreszenz (griin) und spezifischer Signale (rot) sowie Durchlichtaufnahmen, die
der Orientierung im Schnitt galten (Abb. 30 A bis C). Die Farbung erfolgte an 40
Gewebeschnitten. Es konnte bestatigt werden, das Na'/K'-ATPase-Molekiile im
Nervensystem (Abb. 30) medizinischer Blutegel sowie im Sarkolemm der Muskelfasern
(Abb. 31) vorkommen, jedoch kaum in den Speicheldrisenzellen der Tiere
nachweisbar sind (Abb. 31). Detektierbare Signale lassen allenfalls auf Na'/K’-
ATPase-Molekile in niedriger Abundanz in der Plasmamembran der
Speicheldrisenzellen schlielen (Abb. 31).
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30. Abb.: Immunfluoreszenzfarbung mit AlexaFluor®647-gekoppeltem Sekundéarantikbrper zum
Nachweis von Na'/K*-ATPasen im Nervensystem von H. verbana

(A): Autofluoreszenz bei EM 528-538 nm, Uberlagert mit der Aufnahme bei EM 675 nm (B)

(B): Aufnahme spezifischer Signale bei EM 675 nm

(C): Durchlichtaufnahme

Dargestellt ist das Bauchmark im Ventralsinus. Wie alle abgebildeten Gewebestrukturen weist es eine
deutliche Autofluoreszenz im Uberlagerten Bild (A) auf. Bei einer Emission von 675 nm zeigen sich
spezifische Signale im Bereich des Nervensystems (B). Aus Grunden der Orientierung im Schnitt wurde

eine Durchlichtaufnahme (C) angefertigt. Aufnahme: Anke Stein (Diplomandin 2013).
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31. Abb.: Immunfluoreszenzfarbung mit AlexaFluor®647-gekoppeltem Sekundé&rantikdrper zum
Nachweis von Na'/K*-ATPase-Molekiilen in den Muskelfasern und den Speicheldriisenzellen von H.
verbana

(A): Autofluoreszenz bei EM 528-538 nm, Uberlagert mit der Aufnahme bei EM 675 nm (B)

(B): Aufnahme spezifischer Signale bei EM 675 nm

(C): Durchlichtaufnahme

Dargestellt sind die Muskelfasern und die Speicheldriisenzellen (*). Wie vermutet, weisen alle
Gewebestrukturen eine deutliche Autofluoreszenz im uberlagerten Bild (A) auf. Bei einer Emission von
675 nm zeigen sich spezifische Signale nur im Bereich des Sakrolemms der Muskelfasern. Aus Grinden
der Orientierung im Schnitt wurde eine Durchlichtaufnahme (C) angefertigt. Aufnahme: Anke Stein
(Diplomandin 2013).

Die Testung der Spezifitit des AlexaFluor®647-gekoppelten Antikorpers erfolgte an
Schnitten, die ohne primaren Antikérper behandelt wurden. Bei einer Wellenldnge von

675 nm konnten so gut wie keine Signale detektiert werden (Abb. 32).
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32. Abb.: Kontrollfarbung zur Testung des AlexaFluor®647-gekoppelten Sekundérantikdrpers im
Gewebe von H. verbana

(A): Autofluoreszenz bei EM 528-538 nm, Uberlagert mit der Aufnahme bei EM 647 nm (B)

(B): Aufnahme spezifischer Signale bei EM 675 nm

(C): Durchlichtaufnahme

Dargestellt sind die Muskelfasern und die Speicheldrisenzellen (*). Die Gewebestrukturen weisen
unabhangig vom primaren AK eine deutliche Autofluoreszenz auf (A). Bei einer Emission von 675 nm
zeigen sich keine spezifischen Signale (B). Aus Grinden der Orientierung im Schnitt wurde eine

Durchlichtaufnahme (C) angefertigt. Aufnahme: Anke Stein (Diplomandin, 2013)

3.9.3 Untersuchungen zum mdglichen Vorkommen von V-ATPasen in den

Speicheldrisenzellen

Nach der Feststellung, dass Na'/K*-ATPase-Molekule nicht oder nur in sehr geringer

Dichte in den Speicheldriisenzellen von H. verbana vorkommen und damit vermutlich
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auch nicht an sekretorischen Mechanismen der Speicheldrisenentleerung beteiligt
sein werden, folgten Untersuchungen zum moglichen Vorkommen von V-ATPasen als
mogliche Energie-liefernde ATPasen fur die Speicheldrisensekretionsprozesse. Als
primérer Antikérper kam der V;-Komplex-Antikorper (Wieczorek, Universitat
Osnabrick) zum Einsatz. Im Rahmen von Western Blot-Analysen (siehe 2.2.1.2.5)
wurde dieser auf seine Funktionalitat Uberprift. Die Analysen erfolgten an drei
Versuchstieren und wurden an separat prapariertem Speicheldrisengewebe

vorgenommen (Abb. 33).

118 kDa

66 kDa

43 kDa

29 kDa

33. Abb.: Western Blot zum Nachweis von V-ATPasen im Speicheldrisengewebe von H. verbana.

Detektiert wurden unter Zuhilfenahme des polyklonalen Guinea-Pig-Vi-Komplex-Antikérpers (H.

Wieczorek, Universitat Osnabriick; Verdinnung: 1:2000) die Untereinheiten B (= 56 kDa), H (= 55 kDa),

C (= 43 kDa) und E (= 27 kDa) des V1-Komplexes im 13 %igen Polyacrylamid-Bisacrylamid-Gel. Die
Banden der Untereinheiten B, H und C konnten ebenfalls im 10 %igen Polyacrylamid-Bisacrylamid-Gel

nachgewiesen werden.

Der verwendete polyklonale Antikdrper war gegen alle Untereinheiten des V;-
Komplexes der V-ATPase gerichtet. Von diesen konnten die Untereinheiten
B (= 56 kDa), H (= 55 kDa) und C (= 43 kDa) und E (= 27 kDa) in den zu erwartenden
Molekularmassen-Bereichen nachgewiesen werden (Abb. 33). Signale fur die
Untereinheiten A (= 66 kDa), D (= 30 kDa), F (= 14 kDa) und G (= 16 kDa) konnten
nicht erfasst werden.

Mit Hilfe der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode (siehe 2.2.3.2) wurde
anschlielend gezeigt, dass die detektierten V-ATPase-Molekile im direkten
Zusammenhang mit den einzelnen Speicheldrisenzellen stehen. Die Enzym-Substrat

Reaktion fuhrte zu einer deutlichen Braunfarbung der Zellen (Abb. 34).
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34. Abb.: Immunhistochemischer Nachweis von V-ATPasen in den Speicheldrusenzellen von H.
verbana.

Der Nachweis erfolgte mit dem priméren V1-Komplex-Antikdrper und unter Zuhilfenahme des Vectastain®
ABC:HRP Guinea Pig IgG-Kits. Die Braunfarbungen der Speicheldriisenzellen (*) repréasentieren
spezifische Signale, die auf das Vorkommen von V-ATPase-Molekiilen in diesen hinwiesen. Dariiber
hinaus wiesen auch die Muskelfasern (1) des Egels V-ATPasen-assoziierte Braunfarbungen auf.

Kontrollschnitte, welche nicht mit dem priméren Antikorper behandelt wurden, zeigten
keinerlei Braunverfarbung im Gewebe des Blutegelvorderkorpers. Lediglich das
Restblut im Speichermagen der Tiere wies falsch positive Signale auf (Abb. 35).

35. Abb.: Kontrollversuch zur Testung der Spezifitdt des polyklonalen V1-Komplex-Antikdrpers in
den Speicheldrisenzellen von Hirudo verbana

Der Nachweis erfolgte ohne den primédren V1-Komplex-Antikérper und unter Zuhilfenahme des
Vectastain® ABC:HRP Guinea Pig IgG-Kits. Innerhalb der Versuchsreihe kam es zu keinerlei Signalen im
Gewebe der Tiere. Lediglich das im Speichermagen vorliegende Nahrungsblut zeigte falsch positive
Signale. Bereiche der Speicheldriisenzellen wurden im Bild mit einem (*) angedeutet, Areale der
Muskelfasern mit einer (1).
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Im Anschluss wurden immunfluoreszenzmikroskopische Versuche (siehe 2.2.3.3)
durchgefuhrt und Aufnahmen der Autofluoreszenz und spezifischer Signale sowie
Durchlichtaufnahmen erstellt. Die Immunmarkierung erfolgte unter Zuhilfenahme des
AlexaFluor®647-gekoppelten Sekundarantikdrpers. Die Immunfluoreszenz-Farbung
erfolgte an 19 Gewebeschnitten, die Kontrollfarbungen an weiteren 13 Schnitten. Die
Versuche wurden an drei verschiedenen Tieren durchgefihrt.

Aus diesen Aufnahmen geht deutlich hervor, dass V-ATPase-Molekile vor allem an
den Randbereichen der Speicheldrisenzellen, aber auch im Inneren der Zellen
vorkommen (Abb. 36).

36. Abb.: Immunfluoreszenzmarkierung mit dem priméaren V1-Komplex-Antikérper und dem
AlexaFluor®647-gekoppelten Sekundéarantikbrper zum Nachweis von V-ATPasen in den
Speicheldrusenzellen H. verbana.

(A): Autofluoreszenz bei EM 528-538 nm, Uberlagert mit der Aufnahme bei EM 675 nm (B)

(B): Aufnahme spezifischer Signale bei EM 675 nm

(C): Durchlichtaufnahme

Dargestellt sind die Muskelfasern (1) und die Speicheldriisenzellen (*). Die Gewebestrukturen weisen eine
deutliche Autofluoreszenz im Uberlagerten Bild (A) auf. Bei einer Emission von 675 nm treten spezifische
Signale im Bereich der Speicheldrisenzellen auf, die vor allem an deren Rander, aber auch im Inneren
der Zelle vorkommen. Darliber hinaus scheinen V-ATPasen im Bereich der Muskelfasern vorhanden zu
sein. Zur besseren Orientierung im Schnitt wurde eine Durchlichtaufnahme (C) angefertigt. Aufnahme:
Anke Stein (Diplomandin, 2013), GroRenmafRstab: 40 um

95| Seite



3 Ergebnisse

Die Spezifitat des Fluoreszenzmarkers AlexaFluor®647 wurde an Gewebeschnitten
nachgewiesen, die nicht mit dem primaren Antikorper behandelt wurden. Im
Emissionsbereich des Fluoreszenzfarbstoffes konnten zwar eine geringfligige
Hintergrundstrahlung, aber keine Signale detektiert werden (Abb. 37).

(A)

37. Abb.: Kontrollfarbung zur Testung der Spezifitdit des AlexaFluor®647-gekoppelten
Sekundarantikdrpers.

(A): Autofluoreszenz bei EM 528-538 nm, Uberlagert mit der Aufnahme bei EM 675 nm (B)

(B): Aufnahme spezifischer Signale bei EM 675 nm

(C): Durchlichtaufnahme

Dargestellt sind die Muskelfasern (1) und die Speicheldriisenzellen (*). Die Gewebestrukturen weisen eine
deutliche Autofluoreszenz im uberlagerten Bild (A) auf. Bei einer Emission von 675 nm treten keine
Signale auf. Die Spezifitdt des sekundéren Antikorpers konnte somit belegt werden. Zur besseren
Orientierung im Schnitt wurde eine Durchlichtaufnahme (C) angefertigt. Aufnahme: Anke Stein
(Diplomandin, 2013), GréRenmalfstab: 40 pm

Erganzend wurde durch das Weglassen beider Antikdrper nachgewiesen, dass die
noch verbliebene Hintergrundstrahlung auf die Autofluoreszenz des Gewebes
zuriickzufuhren ist (Abb. 38).
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(B)

38. Abb.: Ohne Antikdérper behandelte Kontrollfarbung zur Testung der Autofluoreszenz
(A): Autofluoreszenz bei EM 528-538 nm, Uberlagert mit der Aufnahme bei EM 675 nm (B)
(B): Aufnahme spezifischer Signale bei EM 675 nm

(C): Durchlichtaufnahme

Abgebildet sind ein Teil des Bauchmarks (1) und das umliegende Muskelgewebe (2). Die Autofluoreszenz
ist im Uberlagerten Bild (A) gut erkennbar. Im Emissionsbereich von 675 nm treten nur eine schwache
Hintergrundstrahlung und keine deutlichen Signale auf (B). Zur besseren Orientierung im Schnitt wurde
eine Durchlichtaufnahme (C) angefertigt. Aufnahme: Anke Stein (Diplomandin, 2013), GrolRenmalfistab:
40 um

Die spezifischen Signale des Fluoreszenzmarkers AlexaFluor®675 belegen das
Vorkommen von V-ATPase-Molekilen in den Speicheldrisenzellen. Mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning-Mikroskopie wurde dariiber hinaus gezeigt, dass Signale
besonders intensiv in kreisformigen Strukturen innerhalb der Zelle vorkommen (Abb.
39).
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25,0 pm

39. Abb.: Konfokale Laserscanning-mikroskopische Aufnahme der Immunfluoreszenz zum
Nachweis von V-ATPase-Molekiilen in den Speicheldriisenzellen von H. verbana
Dargestellt ist der Anschnitt einer Speicheldriisenzelle. Deutlich zu erkennen sind die intrazellular

gelegenen kreisformigen Strukturen. Der verwendete Laser war PMT 2 (495 nm — 550 nm).

3.9.4 Ultrastruktur der Speicheldriisenzellen

Der Nachweis von V-ATPase-Molekilen in intrazellularen Membranstrukturen der
Speicheldrisenzellen stitzt die Hypothese, dass diese an regulatorischen
Mechanismen der Speichelsekretion beteiligt sein kdnnten.

Um ein Modell fir die Funktion der Speichelsekretion zu erstellen, bendtigte ich
Informationen zur Ultrastruktur der Speicheldriisenzellen des Blutegels. Mittels
Transmissionselektronenmikroskopie wurden die Speicheldriisenzellen ungesogener

Egel (Hirudo verbana) naher untersucht (siehe 2.2.2.9). Es konnte festgestellt werden,
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dass die Vorratsbehélter der Speicheldriisenzellen tatsachlich zahlreiche Vesikel
aufweisen (Abb. 40).

3 / , AN YN T
40. Abb.: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen der Speicheldriisenzellen in
H. verbana
(1) Vesikel, vermutlich angefllt mit Speichelsekretproteinen
(2) Zellkern
(3) Plasmamembran
(4) ER/Golgi

Links: Dargestellt sind einige Speicheldriisenzellen des medizinischen Blutegels Hirudo verbana im
Uberblick. In den Zellen sind zahlreiche elektronendichte Vesikel zu erkennen. Die mit hoherer
VergréRerung hergestellte Aufnahme im rechten Bild zeigt Anschnitte dreier Speicheldriisenzellen. In der
oberen Zelle wurde der Zellkern und eine Teil des biosynthetischen Apparates der Zelle (ER/Golgi)
angeschnitten. GroRenmaf3stab: links: 10 um, rechts: 2 pm.

Zudem konnten in Aufnahmen mit hoherer VergroRerung zahlreiche, sehr
charakteristisch angeordnete Mikrotubuli nachgewiesen werden (Abb. 41). Die
Vorratsbehélter der Speicheldrisenzellen weisen in der Peripherie von Vesikelclustern
jeweils ringformig angeordnete Mikrotubuli auf, die im Querschnitt kleine Rosetten
bilden (linkes Bild in Abb. 41). Vermutlich eher in der Region der Halsteile der
Speicheldriisenzellen, wo die Vorratsbehélter in die Ausfiihrgdnge minden, was aus
der Dimension der Zellumhullung relativ zum Durchmesser der Vesikel geschlossen
wird, liegen einzelne Mikrotubuli nebeneinander entlang der Plasmamembran der

Zellen einschichtig angeordnet vor (rechtes Bild in Abb. 41).
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41. Abb.: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen der Speicheldrisenzellen in
H. verbana
Links: Ringférmig angeordnete Mikrotubuli (Pfeil) in der Peripherie der Vesikelcluster. Rechts: Einzelne

Mikrotubuli (Pfeil), die nebeneinander entlang der Plasmamembran liegen. GréRenmafistab: links: nicht
eingezeichnet, rechts: 500 nm.
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4 Diskussion

4.1 Hirudo verbana - ein Modellorganismus fur medizinische Blutegel?

Medizinische Blutegel sind auRerordentlich interessante Ektoparasiten, die in Folge der
evolutiven Adaptation an ihre Wirte Speicheldrisenproteine entwickelt haben, die den
Tieren eine optimale Aufnahme und Langzeitspeicherung von Wirtsblut ermdglichen.
Obgleich die biologische Funktion der Speichelproteine darin besteht, die nattrlichen
Schutz- und Abwehrfunktionen des Wirtsorganismus wahrend des Parasitenbefalls zu
unterdricken, weisen die Speichelproteine auch ein eindrucksvolles veterinar- und
humanmedizinisches Anwendungspotenzial auf (siehe 1.5).

In friheren Jahren lag der Fokus der Forschung fast ausnahmslos auf dem
europaischen Blutegel H. medicinalis. Dieser ist als einziger der funf Hirudo-Arten seit
dem Jahr 2004 als Arzneimittel im Gesetz uber den Verkehr mit Arzneimitteln (AMG)
zugelassen und als medizinisches Hilfsmittel durch die U.S. Food and Drug
Administration (FDA) anerkannt. Aufgrund molekularer Daten und in Folge
umfangreicher Stichproben weil man heute jedoch, dass viele der kommerziell fur die
Therapie und die Forschung verwendeten Tiere gar nicht der Art H. medicinalis,
sondern der nahe verwandten Art H. verbana angehdérten (Siddall et al., 2007). Ob und
inwieweit sich beide Arten hinsichtlich ihrer Speichelzusammensetzung voneinander
unterscheiden, ist kaum erforscht und aufgrund derzeit noch nicht erhobener
genomischer oder transkriptomischer Sequenzdaten auch nur begrenzt beurteilbar
(siehe 1.6). Im Rahmen der im Jahr 2008 von Baskova et al. durchgefiihrten 2D-
Gelelektrophoresen wurde das Speichel-Proteom von H. medicinalis, H. verbana und
H. orientalis erstmals vergleichend analysiert. Es wurden jeweils 100 Proteine aus
gepoolten Speichelextrakten zweidimensional aufgetrennt und silbergefarbt. Da zum
Zeitpunkt der Untersuchung aber von nur 13 Speichelproteinen der Hirudo-Arten die
Aminosauresequenzen und Funktionen bekannt waren, konnten die Spot-Intensitaten
der 100 mutmallichen Speichelproteine nur densitometrisch quantifiziert und den
Egelarten vergleichend zugeordnet werden. Lediglich bei 10 der 100 Spots wurden
Intensitatsunterschiede, die vermutlich auf Mengendifferenzen der zugrundeliegenden
Proteine hinweisen, zwischen den Arten festgestellt. Im Gegensatz dazu deckte sich
das ermittelte Massenspektrum (MS) von Speichelextrakten einer Hirudo-Art aber nur

zu 30 bis 40 % mit den Massenspektren von mindestens einer weiteren Hirudo-Art.
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Baskova et al. (2008) postulierten, dass Differenzen in der Aminosduresequenz sehr
ahnlicher Proteine schon im Fall einer verédnderten Aminoséure zu zwei verschiedenen
Peaks im MS fuhren, jedoch geringe Molekularmassenunterschiede (10 bis 20 Da)
mittels der 2D-Gelelektrophorese nicht erkannt werden kénnen. Es stellt sich die
Frage, ob sich die Protein-Speichelbestandteile der Hirudo-Arten in ihren Sequenzen,
in den Zustanden ihrer posttranslationalen Modifikationen oder anderweitig
unterscheiden oder nicht. Aminosauresequenz-Variationen, wie sie beispielsweise fir
die Speichelproteine Hirudin und Eglin ¢ entdeckt wurden (Kvist et al., 2013 a), kénnten
die Funktion eines Proteins verandern und z. B. Anpassungsstrategien an ein lokales
Wirtsspektrum darstellen (Kvist et al., 2013 b). Gleichwohl sind von dem
Speichelprotein Hirudin Aminosduresequenz-Varianten bekannt (Dodt, 1995, Dodt et
al., 1986), die zumindest gemal dem gegenwartigen Erkenntnisstand zu ahnlichen
inhibitorischen Eigenschaften fiihren (Dodt et al., 1986). Es scheint, dass
Proteinsequenz-Variationen sogar innerhalb eines Individuums auftreten kénnen (Kvist
et al., 2013 b). Insbhesondere vor diesem Hintergrund missen die Ergebnisse der MS-
Analyse von Baskova et al. (2008) auch kritisch betrachtet werden, da fir die Analyse
einer Blutegelart die Speichelproben von mehr als 60 Tieren vereinigt wurden.

Auch heute sind nur etwa 14 Speichelproteine aus medizinischen Blutegeln der
Gattung Hirudo identifiziert. Aufgrund fehlender Speichelprotein-Sequenzinformationen
sind die Funktionen der meisten Speichelproteine nach wie vor unbekannt. Fir den
Uberwiegenden Anteil der Speichelproteine ist es daher nicht mdglich, artspezifische
Isoformen zu identifizieren und auf deren Funktionen zu testen. Um aber dennoch auf
zumindest quantitativem Wege globale Differenzen zwischen dem in dieser Arbeit
eingesetzten H. verbana und dem als Arzneimittel zugelassenen H. medicinalis
nachzuverfolgen, wurden im Rahmen dieser Arbeit RP-HPLC-Analysen durchgefiihrt
und Speicheldriisengewebe-Extrakte von H. medicinalis, H. verbana sowie fir
Vergleichszwecke von H. orientalis chromatographisch aufgetrennt (siehe 2.2.1.3.3).
Wahrend bei 2D-Gelelektrophoresen insbesondere die  hdhermolekularen
Speichelproteine optimal aufgetrennt werden kénnen, kénnen mit Hilfe von RP-HPLC-
Analysen vor allem die niedermolekularen Proteine/Peptide, zu denen auch der
Uberwiegende Teil gegenwartig identifizierter Speichelinhaltsstoffe der Tiere z&hlt,
dargestellt werden. Zudem werden mogliche Isoformen eines Proteins mit Hilfe der RP-
HPLC-Methode besser differenziert. So wurden in friheren Arbeiten RP-HPLC-
Analysen auch verwendet, um Isoformen von Hirudin darzustellen (Dodt et al., 1986).
Im Ergebnis meiner Studie wurden bei der Expression von Speichelproteinen keine
globalen Unterschiede zwischen den Arten festgestellt. Alle im Speicheldriisengewebe

von H. medicinalis detektierten Proteine kamen auch im Gewebe von H. verbana vor.
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Eines der 24 Proteine wurde in H. verbana und in H. orientalis, nicht jedoch in H.
medicinalis exprimiert (Abb. 10.) Jeweils ein Protein konnte nur in H. verbana und H.
orientalis nachgewiesen werden und drei der insgesamt 24 Proteine (Injektionspeaks
ausgenommen) wurden ausnahmslos in H. verbana und H. medicinalis detektiert (Abb.
9 und Abb. 10). Die Gegebenheit, dass 21 von 23 Proteinen mittels der RP-HPLC-
Analysen sowohl in H. medicinalis als auch in H. verbana nachgewiesen werden
konnten, lieR den derzeitigen Schluss zu, dass es keine Hinweise auf groéfl3ere
Differenzen zwischen dem medizinisch zugelassenen europdaischen Blutegel und dem
hier als Modellorganismus eingesetzten H. verbana gibt. Dafur spricht auch, dass viele
der bislang in H. medicinalis identifizierten Speichelproteine ebenfalls in H. verbana
gefunden wurden (siehe 1.5).

Mogliche Unterschiede zwischen im Freiland gefangenen Blutegeln und den fiir diese
Arbeit verwendeten Laborzuchtegeln konnten im Rahmen einer vor der Promotion
erhobenen 2D-gelelekrophoretischen Studie weitestgehend ausgeschlossen werden
(Lemke, unveroffentlicht). Die meisten der in 75 % aller technischen Replikate
qguantifizierten 40 silbergefarbten Proteine des Speicheldriisengewebes zeigten
keine signifikanten Expressionsunterschiede in beiden Versuchstiergruppen (n =
10). Lediglich ein Protein wurde ausschlie3lich in den Laborzuchttieren gefunden.
Weitere 6 Proteine zeigten zwar eine signifikant hohere Expression in den
Laborzuchtegeln (5 Proteine) oder in den Wildtieren (1 Protein), kamen aber
grundsétzlich in beiden Egelgruppen vor.

4.2  Sekretorische Speichelproteine von H. verbana

Um die Expression sekretorischer Speichelproteine zu untersuchen, missen diese aus
den Speicheldrisenzellen der Blutegel gewonnen werden. In vorangegangenen
Studien erfolgte die Probengewinnung vornehmlich aus der Nahrldsung der Egel (Rigbi
et al.,, 1987; Baskova et al., 2001; Baskova et al., 2008). Unter der Annahme, dass
Blutegel wéhrend des Saugaktes Speichel in die Bisswunde des Wirtes abgeben und
einen Teil wieder verschlucken (Rigbi et al., 1987; Baskova et al., 2001), wurde die
vom Egel aufgenommene N&hrlbsung mechanisch aus dem Speichermagen des
Tieres gepresst und die sekretorischen Speichelproteine aus dem Mageninhalt des
Tieres isoliert (Rigbi et al., 1987). Neben der Gewinnung von Speichelproteinen flihrte
diese Technik aber auch dazu, dass Bestandteile der Nahrlésung und Inhaltsstoffe des
Intestinum in die Proben gelangten (Baskova et al., 2001). Ferner wurden die Proben
mehrerer Blutegel fur weiterfihrende Studien gepoolt (Rigbi et al., 1987), vermutlich
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weil die Menge der mittels dieser Technik gewonnenen Speichelproteine eines
einzelnen Tieres fur die Analysen zu gering waren. Erst in spateren
Versuchsdurchfihrungen wurden die Speichelproteine, die ein Blutegel wahrend der
Nahrungsaufnahme abgibt, direkt aus der Nahrlésung, von welcher der Egel durch eine
Membran gesaugt hatte, isoliert (Baskova et al., 2001). Gleichwohl waren auch diese
Speichelproben stark verdinnt, so dass die Proben von > 60 Tieren gepoolt wurden,
um geeignete Proteinmenge fir weiterfihrende Analysen zu erreichen (Baskova et al.,
2008).

Um einen Uberblick (ber die Expression sekretorischer Speichelproteine von H.
verbana zu erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt, mit der
es mdglich ist, die Speichelproteine eines einzelnen Egels gezielt zu detektieren und
einer spateren ldentifikation zugadnglich zu machen. Im Gegensatz zu den bereits
dargelegten Vorgehensweisen, wurde der methodische Schwerpunkt dabei nicht auf
die Gewinnung von Speichel, sondern auf die Praparation von Speicheldrisengewebe
gelegt.

Da die einzelligen Speicheldrisen der Tiere zu klein fur die individuelle Entnahme
waren und zudem zwischen den Muskelfasern und dem Bindegewebe vorlagen (Abb.
18 und Abb. 20), konnte nur das Gewebe, in dem die Speicheldrisenzellen hochgradig
konzentriert vorlagen, insgesamt ausgestanzt (siehe 2.2.1.1.1) und fur die
Proteinpraparationen verwendet werden. Um aus dem heterogenen Gewebe die
tatsachlich sekretorischen Speichelproteine zu ermitteln, wurden vergleichende 2D-
gelelektrophoretische Analysen (Auftrennung hdher molekularer Proteine) und
vergleichende RP-HPLC-Analysen (Auftrennung niedermolekularer Proteine/ Peptide)
zwischen Praparationen aus ungesogenen und gesogenen Tieren vorgenommen
(siehe 3.2.1). Bei den 2D-Gelelektrophoresen zeigte sich, dass von den 40
zweidimensional aufgetrennten und silbergefarbten Proteinspots in gesogenen Tieren,
deren Speicheldrisengewebe unmittelbar nach der Fitterung (> 30 min Saugakt)
aufgearbeitet wurde, 23 Spots im Gel fehlten (Abb. 12). Die Proteine, die diesen 23
Spots zugrunde liegen, gehéren somit mit hoher Wahrscheinlichkeit den sekretorischen
Proteinen an.

In den erganzenden RP-HPLC-Analysen (siehe 3.2.2) der kleinmolekularen Proteine
bzw. Peptide in Speicheldriisengewebe-Proben gesogener Tiere waren die relativen
Peakflachen von 9 der 24 Proteine/Peptide (Peaks # 5, 6, 7, 11, 15, 16, 17, 20, 21)
signifikant kleiner als die relativen Peakflachen vergleichbarer Proteine von
Speicheldrisengewebe-Proben ungesogener Tiere (Abb. 15). Unter der Annahme,
dass die Absorption zu dem Gehalt der einzelnen Proteine proportional ist, wurden

Mengenunterschiede zugrundeliegender Proteine zwischen ungesogenen und
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gesogenen Tieren sichtbar. Es wurde somit geschlussfolgert, dass diese Proteine
sekretorisch sind. Auch die Mittelwerte der relativen Peakflachen 9 weiterer Proteine
(Peak # 4, 8, 9, 10, 12, 14, 18, 19, 22) waren in den Speicheldiisengewebe-Proben
gesogener Tiere deutlich geringer als in vergleichbaren Proben ungesogener Tiere
(Abb. 15). Dies lieR vermuten, dass die Menge dieser Proteine in ungesogenen Tieren
hoher ist als in gesogenen Egeln. Grol3e Standardabweichungen fuhrten aber dazu,
dass die Mittelwerte der durch die Peakflachen im Chromatogramm ermittelten
Proteinmengen in Proben aus ungesogenen und gesogenen Tieren nicht signifikant
verschieden waren (Abb. 15). Die in allen Proben ungesogener Tiere detektierten
Proteine # 4 und # 9 konnten nur in einem von flnf gesogenen Tieren nachgewiesen
werden und zwar in deutlich reduzierter Menge. Das Protein # 14 fehlte in den Proben
von drei der funf gesogenen Tiere und das Protein # 22 in zwei. Obwohl die Proteine #
9 und # 14 in den Proben aller ungesogener Tiere nachweisbar waren, und auch das
Protein # 22 in den Proben von vier der funf ungesogenen Egeln vorkam, erwiesen
sich die Unterschiede in den Mittelwerten der Peakflachen beider Stichproben als nicht
signifikant. Gleichwohl lassen diese Ergebnisse vermuten, dass auch diese Proteine zu
den sekretorischen Bestandteilen der Vorratsbehdlter der Speicheldrisenzellen
gehdoren.

Die Gegebenheit, dass es im Rahmen der 2D-Analysen zahlreiche Proteine in den
Speichelgewebe-Extrakten gesogener Egel fehlten, die Menge einzelner Proteine in
den RP-HPLC-Analysen gesogener Tiere jedoch lediglich reduziert war und z. T.
deutliche Standardabweichungen zu erkennen waren, kann wohl mdglich mit Hilfe der
histologischen Befunde erklart werden. Interessanterweise zeigte sich bei Blutegeln,
die Uber einen Zeitraum von mindestens 30 min Schweineblut zu sich genommen
hatten, dass sich die relativen Flachen der Speicheldriisenzellen im mikroskopischen
Schnittpraparat um etwa 40 % verkleinerten (Abb. 22). Diese Reduktion in der Flache
im mikroskopischen Schnitt sollte ein geringeres Volumen der Vorratsbehdlter der
Speicheldrisenzellen in gesogenen Tieren anzeigen. Es wird daher geschlussfolgert,
dass die Vorratsbehélter der Speicheldriisenzellen wéhrend eines Saugaktes um etwa
die Halfte oder mehr des zuvor vorhandenen Materials entleert werden. Folglich sollten
Proteine, die wéhrend des Saugaktes in die Bisswunde in der Haut des Wirtes
transferiert werden, anschliel3end nicht mehr oder in deutlich reduzierter Menge in den
Speicheldrisenzellen vorliegen. Aufgrund der nur spérlich vorhandenen Erkenntnisse
zur inneren Struktur der Speicheldrisenzellen ist derzeit jedoch unklar, ob die
Verringerung der relativen Zellflachen der Speicheldriisen um ca. 40 % (Abb. 22) eine
annahernd vollstandige oder nur anteilige Freisetzung sekretorischer Speichelproteine

bedeutet. Da die RP-HPLC eine hohe Sensitivitdt aufweist, erfasst diese Methode
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wahrscheinlich auch potenziell in den Speicheldrisenzellen gesogener Egel
verbliebene Speichelprotein-Reserven. Folglich kommt es zwar zu einer Reduktion der
Proteinmenge, aber nicht zu einem kompletten Verlust einzelner sekretorischer
Proteine. Sollten Blutegel ihre Speicheldrisenzellen nur partiell wahrend eines
Saugaktes entleeren, wére es denkbar, neben den 23 Proteinspots der 2D-Analysen
auch weitere Spots, deren Volumina sich in 2D-Gelen gesogener Tiere verringerten,
aber nicht ganz verschwanden, zu den sekretorischen Proteinen zu zahlen (z.B. Spots
# 11, 2,8in Abb. 12).

Um die Darstellung sekretorischer Speichelproteine von Blutegeln mittels der hier
angewandten Praparationstechnik zu bekraftigen, wurde als Referenzprotein das
rekombinant hergestellte 7 kDa schwere Hirudin Variante PA (Miller et al.,
unverodffentlicht) unter gleichen technischen Bedingungen wie die Egel-Proben
chromatographisch (RP-HPLC) aufgetrennt. Mit einer Retentionszeit von 10,95 min
deckte sich der Peak des Hirudin Variante PA annédhernd mit dem jeweiligen Peak # 6
(RT 10,88 min) der Speicheldrisengewebe-Proben (Abb. 17). Dessen relative
Peakflachen waren in den gesogenen Tieren signifikant kleiner als in Proben
ungesogener Tiere (Abb. 15). Dartiber hinaus wies das 7 kDa grof3e Referenzprotein
eine dem 6,5 kDa grofR3en Aprotinin (RT 9,5 min) &hnliche Retentionszeit auf (Abb. 11).
Die chromatographische Auftrennung der mit dem rekombinanten Protein versetzten
Speicheldrisengewebe-Probe flihrte gegeniiber der reinen Egel-Probe zu keinem
zusatzlichen Peak (Abb. 17). Bestatigend nahm die relative Peakflache des Proteins
# 6 in dem Referenzprotein versetzten Probe zu.

Es kann geschlussfolgert werden, dass die in dieser Arbeit angewandte mechanische
Praparation des Speicheldrisengewebes erstmals die Darstellung sekretorischer
Speichelproteine eines einzelnen Blutegels ermoéglichte. Darliber hinaus erlauben die
dargelegten Methoden der Proteinauftrennung die Identifikation weiterer, bisher
uncharakterisierter sekretorischer Speichelproteine. Unbedingt bedarf es zuklnftig der
massenspektrometrischen Analyse der Proteinspots und der Sequenzierung der
Proteine, um detaillierte Aussagen Uber deren ldentitat, ihr Vorkommen und ihre

Funktionen ableiten zu kénnen.

4.3 Bestimmung der Mengen von wahrend des Saugaktes in die

Bisswunde Ubertragenen Speicheldriisenproteine

Um Blut optimal aufnehmen zu kdnnen, haben hamatophage Egel Speichelproteine
entwickelt, die es ihnen ermdglichen, die natirlichen Abwehrfunktionen des Wirts
106 |Seite



4 Diskussion

wahrend der Nahrungsaufnahme zu unterdriicken (Basanova et al., 2002). Frihere
Untersuchungen zu den Inhaltsstoffen des Egelspeichels (Baskova et al., 2004;
Baskova et al., 2008) legten nahe, dass sich darin 100 bis 150 Proteine befinden
kbnnten. Von etwa 14 bereits identifizierten Vertretern wei? man, dass sie
schmerzstillende, gefaRerweiternde, gerinnungshemmende (Ascenzi et al., 1995) oder
antibakterielle Eigenschaften besitzen (Zavalova et al., 2004; Zavalova et al., 2006).
Proteine dieser Art ermdglichen es dem Tier, vom Wirt unentdeckt zu bleiben (siehe
1.5.1), dessen Bindegewebe zugunsten des Flissigkeitsanstroms aufzulockern (siehe
1.5.2), den Wundverschluss zu verhindern (siehe 1.5.3), die Blutgerinnung zu
inhibieren (siehe 1.5.4) und das Wachstum von Bakterien zu unterdriicken (siehe
1.5.5). Bezogen auf den Menschen haben eben diese Eigenschaften der Proteine dazu
beigetragen, dass die Blutegel in den Fokus medizinischer Anwender geriickt sind.
Obwohl viele der Speicheldriiseninhaltsstoffe derzeit nicht identifiziert sind und auch
die Wirkungsmechanismen bekannter Speichelproteine zwar teilweise in qualitativer,
nicht aber in quantitativer Hinsicht untersucht wurden, werden medizinische Blutegel
erfolgreich von Arzten der Naturheilkunde, Heilpraktiker und Chirurgen eingesetzt
(siehe 1.6). Die Mengen der wahrend des Saugaktes in die Bisswunde tbertragenen
Speicheldrisenproteine sind dabei vollig unbekannt. Wahrend man im 19. Jahrhundert
zum Zwecke des Aderlasses und der zur Entziindungsprophylaxe einem Patienten bis
zu 60 Tiere in zwei Tagen angesetzt hat (Hach et al., 2005), nutzt man heute aufgrund
rein subjektiver Erfahrungen der Patienten oder der Behandelnden zwischen 2 und 6
Blutegel fiir eine Therapiesitzung (Pilcher, 2004; Riede et al., 2010).

Es ist anzunehmen, dass die sekretierte Menge an Speichelproteinen eines einzigen
Tieres ausreichend hoch ist, um physiologische Effekte im Wirtsorganismus zu
bewirken und eine erfolgreiche Aufnahme von Blut in Wirten unterschiedlicher
Kdrpergrol3e zu gewahrleisten. Die Effekte der Speichelsubstanzen, die dabei fur den
Egel von Bedeutung sind, sollten bereits dann eintreten, wenn die Substanzen in die
Bisswunde und in das unmittelbar umliegende Gewebe des Wirtes gelangen. Ob der
Egel eine Wirkung seiner Speicheldriisensubstanzen in der systemischen Zirkulation
des Wirtes bendtigt, scheint fraglich, ist jedoch von essentieller Bedeutung, wenn die
Wirkung der Speichelsubstanzen auf biochemische und physiologische Funktionen im
Wirtskorper betrachtet werden sollen. Um systemische Effekte im Wirt zu erzielen,
mussen die Speicheldriseninhaltsstoffe wahrend des Saugaktes in so hohen
Konzentrationen in die Zirkulation des Wirtes Uberfuhrt werden, dass sie dort individuell
wirksame Konzentrationen erreichen. Bisher war vollig ungekléart, ob eine Egeltherapie

diese Bedingung erfilllen kann. Zwar fuhrt eigenen Beobachtungen zur Folge schon
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das Ansetzen eines Egels am Menschen zu optisch erfassbaren und subjektiv
empfundenen Reaktionen, wie das Uber viele Stunden andauernde Nachbluten oder
die Reduktion der Schmerzempfindung, aber es bleiben Zweifel, ob dies nicht durch
topische Effekte verursachte Phdnomene sein konnten.

Um die sekretierte Menge an Speichelproteinen eines Egels wahrend eines Saugaktes
zu ermitteln, wurden in der vorliegenden Arbeit die Anzahl der Speicheldrisen sowie
deren Volumen und Proteingehalt bestimmt. Mittels dieser Ergebnisse war es erstmals
mdglich, die Proteinkonzentrationen der potenziell sekretorischen Speichelproteine im
humanen Wirt abzuschatzen.

Die Speicherung der bioaktiven Substanzen erfolgt in den Vorratsbehaltern der
Speicheldrisenzellen der Tiere (Damas, 1974). Marshall und Lent (1988) vermuteten,
dass es etwa 2.000 dieser Drisenzellen pro Egel gibt. Im Rahmen der in dieser Arbeit
durchgefuhrten 3D-Rekonstruktion (Abb. 20) zeigte sich schnell, dass die Driisenzellen
in weit héherer Dichte vorliegen und die tatsachliche Anzahl der Drisenzellen pro Tier
die von Marshall und Lent (1988) vermuteten Zahl deutlich tbersteigen wirde. Zudem
wurde klar, dass es nicht moglich sein wirde, die einzelligen Speicheldrisen manuell
auszuzahlen, so dass die Zahl der Speicheldrisenzellen pro Tier von 36.960 aus der
Zahl der Speicheldriisenzellen in einem reprasentativen Gewebeblock (Abb. 21)
extrapoliert wurde. Eine derartige Hochrechnung ist gegentber dem Auszéhlen der
Zellen fehleranfélliger, sollte aber in Folge dessen, dass sowohl fir die 3D-
Rekonstruktion ein reprasentativer Bereich des Querschnitts (Abb. 21) als auch die
Querschnitte selbst stellvertretend fur den verwendeten Egelvorderkdrper ausgewahlt
wurden, keine Fehler in GrofRenordnungen aufweisen. Gleichwohl konnte bedingt
durch den Umstand, dass die ersten 4.000 um des Egelvorderkorpers, d.h. jener
Bereich, in dem sich die drei Kiefer des Tieres befinden und in dem die Anzahl der
Speicheldriisenzellen gegentiber dem restlichen Vorderkdrper deutlich reduziert
erschien, vernachlassigt wurden, die Gesamtanzahl der sekretorischen Zellen noch
etwas hoher sein als in der vorliegenden Arbeit angegeben. Mikroskopische
Betrachtungen vergleichbarer Paraffinschnitte adulter Individuen deuteten auf keine
visuell wahrnehmbaren Abweichungen der Speicheldriisenzellzahlen in Tieren
ahnlicher GroRRe hin. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Anzahl
der Speicheldrisenzellen in kleineren Egeln von der hier berechneten Zellzahl
abweicht.

Das durchschnittliche Volumen einer einzelnen Speicheldriise von 67.048 + 38.935 pm?®
wurde anhand der 154 rekonstruierten Zellen (Abb. 20) ermittelt und bezieht alle, d.h.

sowohl gréRere als auch kleinere Zellen ein.
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Um anschlie3end den Proteingehalt einer Speicheldriisenzelle zu bestimmen, wurden
Kryostat-Gewebeschnitte angefertigt und diese mit Bradford-Reagenz gefarbt (Abb. 7).
Das Reagenz wird ublicherweise fir Proteinbestimmungen nach Bradford (1976) und
nicht fur die Untersuchung histologischer Schnitte verwendet, erwies sich jedoch bei
unmittelbarer und vor allem gleichzeitiger Weiterverarbeitung der zu vergleichenden
Gewebeproben als das geeignete Mittel. Es wurde ein Gesamtproteingehalt von 32 +
19 ng pro Speicheldrisenzelle bestimmt und eine verhaltnismaRig einheitliche
Verteilung der Proteine innerhalb des Vorratsbehdlters einer Zelle beobachtet. Eine
recht homogen gefarbt erscheinende Fillung der Vorratsbehdlter war auch schon in
den Azan-novum-gefarbten Paraffinschnitten (Abb. 18) beobachtet worden. Die in allen
Speicheldrisenzellen eines Tieres gespeicherte Gesamtmenge an sekretorischem
Protein betragt diesen Daten zur Folge 1,2 + 0,7 mg, wobei die Werte die maximale
Menge an Speichelprotein, die ein Egel wahrend des Saugaktes in die Wunde des
Wirtes Ubertragen kann, beschreiben.

Aus den 2D-gelelektrophoretischen Analysen der Speicheldriisenproteine liel3en sich
fur alle 23 als sekretorisch angesehenen Proteine (siehe 4.2) die Molekularmassen und
der relative Beitrag jedes Proteins an der Gesamtmasse des Proteins feststellen. Die
daraus gewonnenen Abschatzungen der Stoffmengen fir jedes individuelle
sekretorische Speichelprotein konnten zur Berechnung der maximal erreichbaren
molaren Konzentration fur jedes der unbekannten Proteine im Wirt verwendet werden.
Die Abschatzungen erfolgten zun&chst unter den Annahmen, dass die gesamte
Proteinmenge in die systemische Zirkulation des Wirtes uberfuhrt wird und sich in
einem extrazellularen Verteilungsvolumen von ca. 5 | gleichm&Rig verteilt. Die
Einschatzungen ergaben, dass individuelle Komponenten des Egelspeichels
Konzentrationen zwischen 3 (fur das Protein mit der geringsten Abundanz) und 236
pmol/l (fir das Protein mit der héchsten Abundanz) im menschlichen Wirt erreichen
kénnen (Abb. 22). Da in diese Berechnung viele experimentell bestimmte GroRRen
eingehen, die mdglicherweise mit einem Fehler behaftet sind, wurden die
Konzentrationen individueller Speicheldrisenzellen auch unter der Verwendung aller
um eine Standardabweichung verminderter Mittelwerte berechnet. Unter diesen
Bedingungen  wurden maximal erreichbare Proteinkonzentrationen der
Speichelinhaltsstoffe zwischen 1 (fur das Protein mit der geringsten Abundanz) und
103 pmol/l (fur das Protein mit der hochsten Abundanz) ermittelt. Angesichts dessen,
dass die Egel aber auch einen Teil der abgegeben Speichelproteine zum Zweck der
Langzeitspeicherung des Speichermageninhalts sofort nach der Freisetzung des

Speichels in die Wunde mit dem aufgenommenen Wirtsblut wieder verschlucken, muss
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darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den ermittelten Werten um Maximalwerte
handelt, die physiologisch wahrscheinlich nicht erreicht werden.

Daruiber hinaus muss bedacht werden, dass die relativen Zellflachen der
Speicheldrisenzellen gesogener Egel durchschnittlich nur ca. 40 % kleiner waren als
die der ungesogenen Tiere (siehe 4.4). Sollte das bedeuten, dass die
Speicheldriisenzellen nur zu etwa 40 % entleert werden, hétte das zur Folge, dass die
durchschnittlich erreichbaren Proteinkonzentrationen auf Werte zwischen 1,2 und
94 pmol/l sinken. Unter Bericksichtigung der Minimalwerte der Standardabweichungen
konnten sich diese Werte sogar auf 0,4 bis 41,2 pmol/l verringern.

Die sich nun ergebende Frage ist, ob diese Konzentrationen ausreichend sein kdnnten,
um pharmakologische Effekte im System des Wirtstieres zu bewirken. Das einzige
Egelspeichelprotein, fiir das bisher pharmakokinetische und pharmakodynamische
Daten erhoben wurden, ist das in rekombinanter Form hergestellte Hirudin (Hach et al.,
2005; Haycraft, 1884). Dessen inhibitorische Wirkungskonstante liegt Literaturangaben
zur Folge bei 2,3 pmol/l (Stone und Hofstenge, 1991). Die effektive Wirkung des
Egelspeichel-Inhaltsstoffes auf einen Zielmechanismus im Saugetier bzw. im
Menschen lasst darauf schlieen, dass dem eine evolutive Optimierung der
Speichelstoffe durch Koevolution von Parasit und Wirt zugrunde liegt. Dieses gilt
maglicherweise auch fur alle anderen Speichelinhaltsstoffe des Blutegels, so dass die
Schlussfolgerung nahe liegt, dass zumindest die meisten der in dieser Untersuchung
als sekretorische Proteine erkannten Inhaltsstoffe der Speicheldrisenzellen im Wirt

ebenfalls Konzentrationen erreichen, die pharmakologisch wirksam sein konnten.

4.4  Morphologie und Ultrastruktur der Speicheldriisenzelle

Die einzelligen Speicheldrisen von H. medicinalis befinden sich im Vorderkdrper des
Egels, zwischen dem 5. und 11. Segment. Sie weisen eine runde bis ovale Form auf
und sind zwischen der Muskulatur und dem Bindegewebe des Tieres lokalisiert
(Damas, 1974; Marshall und Lent, 1988). Aus jeder Zelle erstreckt sich ein
Ausfihrgang, der mit einer Lange von bis zu 2 cm anterior zu einem der Kiefer verlauft
und zwischen den Calcitzahnchen der Kiefer ausmindet (Marshall und Lent, 1988). Im
Jahr 1974 zeigte Damas an Paraffinschnitten von H. medicinalis, dass die
Speicheldriisenzellen des Tieres nach erfolgter Azan-novum Farbung blau oder orange
bis rot-violett erscheinen. Aus ihren Beobachtungen schlussfolgerte sie, dass es sich
um zwei verschiedene Arten sekretorischer Zellen handelt, die entweder Proteine (rote
Zellen) oder Polysaccharide (blaue Zellen) enthalten (Damas, 1974).
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In meiner Arbeit konnte eine identische Morphologie der Speicheldriisenzellen fur H.
verbana bestétigt werden. Es zeigte sich jedoch, dass die Speicheldriisenzellen in
Folge der Azan-novum Farbung nicht nur blau oder rot aussehen, sondern haufig blaue
und rote Areale aufweisen (Abb. 18). Im Vergleich mit entsprechenden Farbungen von
histologischen Praparaten von Drisen der Wirbeltiere (Welsch, 2010; Frisch und
Kidhnel, 2013) kdnnte es sein, dass die blau eingefarbten Bereiche der Zellkérper
basophile, die rot eingefarbten Bereiche die bereit gestellten azidophilen
sekretorischen Materialien anzeigen. Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Analysen
(TEM) konnten wir zudem erstmals zeigen, dass die Sekretionszellen zahlreiche
Vesikel enthalten, in denen die Inhaltsstoffe der Speicheldriisenzellen gespeichert
vorliegen konnten (Abb. 41). GemaR des Versuchsprotokolls nach Geidies nehmen
solche Zellgranula nach erfolgter Azan-novum Farbung eine gelbe, rote oder blaue
Farbung an. Die Frage nach der Qualitat der unterschiedlich gefarbten Bereiche der
Vorratsbehélter der Speicheldriisenzelle kann damit jedoch nicht beantwortet werden

und muss vorerst offen bleiben.

4.5  Zeitlicher Verlauf der Neusynthese von Speicheldrisenproteinen

nach der Nahrungsaufnahme

Medizinische Blutegel besitzen einen muskulésen Pharynx, der es ihnen ermdglicht,
durch rasch ablaufende Pumpbewegungen in kurzer Zeit groRe Blutmengen in den
Speichermagen aufzunehmen (Hammersen, 1963). In Folge dessen kénnen die Tiere
ihr Gewicht um das bis zu Neunfache des Ausgangsgewichts steigern (Lent et al.,
1988). Das aufgenommene Nahrungsblut wird bis zu einem Jahr im Speichermagen
bevorratet (Nowak und Schrér, 2007; Nelson und Graf, 2012). Dickinson und Lent
(1984) beobachteten, dass gesogene Blutegel im Gegensatz zu ungesogenen Tieren
von Oberflachen, die eine den Saugetieren vergleichbare Korpertemperatur von 37 bis
40 °C aufweisen, wegbewegen. An einem erneuten Saugakt scheinen die
Ektoparasiten nicht interessiert zu sein (Dickinson und Lent, 1984), wobei
insbesondere der durch die Aufnahme grofRRer Nahrungsblutmengen ausgedehnte
Hautmuskelschlauch das Verhalten der Tiere in der beschriebenen Weise beeinflusst
(Lentetal., 1991).
Da sich die Phase der Verdauung Uber mehrere Monate erstreckt, ware anzunehmen,
dass die Neusynthese der Speichelproteine in den Speicheldriisenzellen auch erst
dann erfolgt, wenn der Egel aufgrund des weitgehend verdauten Nahrungsblutes in
seinem Speichermagen wieder "hungrig" wird. Auf der anderen Seite zeigen fakultative
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Parasiten in der Regel ein opportunistisches Verhalten, was ihre Nahrungsaufnahme
angeht, d.h., dass jede sich bietende Gelegenheit wahrgenommen wird. Sollte der
Blutegel entgegen der oben zitierten Beobachtungen doch zu diesem Typus gehdren,
sollte man erwarten, dass der Egel die wahrend eines Saugaktes ausgeschitteten
Speicheldriseninhaltsstoffe  baldméglichst nach Abschluss der Mahlzeit neu
synthetisiert, um optimal auf die nachste Gelegenheit zur Nahrungsaufnahme
vorbereitet zu sein.

In einem vor der Promotion bearbeiteten Projekt zur Bestimmung der Quarantanedauer
von Laborzuchtegeln wurde die Verdauungskinetik der in dieser Arbeit eingesetzten
Versuchstiere untersucht (Lemke, unverdffentlicht). Im Abstand von je einem Monat
wurde von 5 Egeln die Absolutmasse des Rest-Hamoglobins im Speichermagen,
normiert auf das Gesamtkorpergewicht, berechnet. Es zeigte sich, dass unsere
Blutegel, die bei konstant 20 °C gehalten werden, das im Speichermagen bevorratete
Blut innerhalb von 7 Monaten (Versuchszeitraum) kontinuierlich verwerten. Alle
gesogenen Tiere Uberlebten ein Jahr ohne erneute Nahrung, und zeigten somit auch
trotz der im Verhdltnis zur Wildnis eingeschrankten Bewegungsfreiheit und der
konstanten Zimmertemperatur keine veranderte Nahrungsverwertung. Folglich kann
davon ausgegangen werden, dass die Neusynthese der Speicheldriiseninhaltsstoffe
dieser Tiere auch in einem dem natirlichen Lebensbedingungen vergleichbaren
Intervall stattfindet.

Da eine Entleerung der Speicheldriisen eine Verkleinerung der Zellflachen zur Folge
haben sollte, wurde der Zeitraum der Wiederbeflllung durch die Vermessung der
relativen Zellflachen Azan-novum gefarbter Speicheldriisen im histologischen
Paraffinschnitt ermittelt (siehe 2.2.2.7). Es wurde gezeigt, dass diese unmittelbar nach
der Nahrungsaufnahme durchschnittich 40 % Kkleiner sind, als vergleichbare
Zellflaichen ungesogener Tiere (Abb. 22). Eine beginnende Wiederbefiillung der
Speicheldrisenzellen konnte bereits 24 Stunden nach der Nahrungsaufnahme
festgestellt werden. Innerhalb von zwei Wochen nach der Nahrungsaufnahme
erreichten die relativen Zellflachen die Grol3e derer von ungesogenen Egeln (Abb. 23).
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Synthese der Speichelinhaltsstoffe
unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme aktiviert wird. Um diese Schlussfolgerung zu
Uberprifen, wurden semi-quantitative Bestimmungen der cDNA-Mengen von Hirudin
unternommen, fur die die Gesamt-RNA des Speicheldriisengewebes aus Tieren 1, 3,
5, 7, 14 und 21 Tage nach der Nahrungsaufnahme entnommen wurde.

Diese molekularbiologischen Experimente zeigten, dass es zwischen dem 1. und 3.
Tag nach der Futterung zu einem signifikanten Mengenanstieg der cDNA von Hirudin

kam (Abb. 23). Diese stieg bis zum flnftenTag nach der Fitterung an, nahm eine

112 |Seite



4 Diskussion

Woche nach dem Saugakt wieder ab und stagnierte etwa drei Wochen nach der
Nahrungsaufnahme auf dem Level der Kontrollwerte ungesogener Tiere (Abb. 23).
Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Aktivierung der Transkription des
Hirudin-Gens und die Akkumulation von Hirudin-mRNA bereits wenige Tage nach der
Nahrungsaufnahme einsetzt und nur ca. 2 Wochen anhélt. Dies bekraftigt die
Vermutung, dass es schon wenige Tage nach der Nahrungsaufnahme zur Synthese
von Speichelproteinen und zur Wiederbefillung der Vorratsbehalter der
Speicheldrisenzellen kommt.

Derzeit ist nicht geklart, in welchem Mald die beobachtete Verringerung der relativen
Speicheldrisenzellflachen um 40 % mit der Menge abgegebener Speichelinhaltsstoffe
im Verhaltnis steht und ob es sich dabei um eine véllige oder nur anteilige Entleerung
der Speicheldriisenzellen handelt. Es ware denkbar, dass einige der Speichelproteine
erst nach dem Saugakt freigesetzt und vom Tier zum Zweck der Langzeitspeicherung
des Nahrungsblutes mit dem Speichel verschluckt werden. Wenngleich die Ursache
auch noch nicht aufgeklart ist und auch potenzielle Drisenzellen in Magenabschnitten
des Egels bedacht werden missen, zeigten Untersuchungen von Roters und Zebe
(1992), dass die Konzentrationen der im Speichel vorkommenden Egline und Bdelline
(siehe 1.5.1) im gespeicherten Nahrungsblut kontinuierlich um das bis zu Finffache
(15 Wochen nach der Nahrungsaufnahme) ansteigen.

Eine schnelle Neusynthese der Speichelproteine kdnnte fir die Parasiten insbesondere
dann von Vorteil sein, wenn der vorherige Saugakt nicht ungehindert abgeschlossen
werden konnte oder es nach der Nahrungsaufnahme zum Erbrechen von Nahrungsblut
kommt. Uberdies haben die Tiere vermutlich nicht jeder Zeit Wirte zur Verfigung und
konnten so trotz noch anteilig vorhandener Speicherblut-Reserven erneut Nahrung
aufnehmen. Nicht zuletzt verdauen Blutegel das aufgenommene Wirtsblut bei einer
AulRentemperatur von 20 °C wesentlich schneller als bei einer Umgebungstemperatur
von 8 °C (Lemke, unverdffentlicht), so dass die Tiere im Sommer u. U. schneller wieder

Nahrung zu sich nehmen miissen als im Winter.

4.6 Sekretionsmechanismen

Der Speichel hamatophager Parasiten ist ein komplexes Gemisch, das neben Wasser
auch zahlreiche Proteine enthélt. Diese dienen u. a. der erfolgreichen Aufnahme von
Nahrungsblut und missen aus den Speicheldrisen sezerniert und in den Mundraum
der Tiere beférdert werden. Bei medizinischen Blutegeln erfolgt die Freisetzung der
Inhaltsstoffe aus den einzelligen, bis zu 200 ym groRen Speicheldrisen Uber nur 2 pm
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dunne, aber bis zu 2 cm lange Ausfihrgdnge (Marshall und Lent, 1988). Die dabei
ablaufenden Mechanismen der Speichel-Sezernierung sowie deren Stimulation und
Regulation sind bislang nur wenig erforscht. Bekannt ist lediglich, dass das biogene
Amin Serotonin als Neurohormon oder Neurotransmitter eine wichtige Rolle bei der
Nahrungsaufnahme spielt (Lent und Dickinson, 1984; Lent et al., 1988; Mory et al.,
2000). In vorangegangenen Studien beobachteten Marshall und Lent (1988), dass das
20 minutige Baden der Blutegel in einer Serotonin-haltigen Lésung (30 pmol/l) die
Kontraktion der Kiefer- und Pharynxmuskulatur sowie die Speichelsekretion stimuliert.
Wenige Jahre spater fanden Lent et al. (1991) erganzend heraus, dass das Saugen
groRRer Blutmengen und die damit verbundene Ausdehnung der Kérperoberflache zu
einer Verminderung des Serotoningehalts in den Ganglien von H. medicinalis fuhrt.
Wurde den gefitterten Blutegeln das aufgenommene Nahrungsblut wieder entzogen
und eine dadurch vermittelte Relaxation des Hautmuskelschlauches bewirkt, so konnte
in den Ganglien der Tiere 6 Wochen spater ein 21 % hoherer Serotoningehalt
nachgewiesen werden als in den Egeln, denen das Blut nicht entzogen wurde (Lent et
al., 1991). Denkbar wéare, dass Serotonin das Hungergefiihl des Egels in Folge der
voranschreitenden Verdauung anregt und die erneute Wirtssuche sowie die
Bewegungsaktivitat des Tieres stimuliert. So postulierten Lent und Dickinson (1984) ein
intensiveres Wirtssuchverhalten, ein schnelleres Beil3verhalten und das Saugen
groRerer Blutvolumina bei ungefutterten Egeln. Weitere Studien belegen eine
Korrelation zwischen der Intensitat der Schwimmaktivitat und dem Serotoningehalt in
den Ganglien der Tiere (Lent und Dickinson, 1984; Willard, 1981). Neben Serotonin
konnte aber auch das biogene Amin Dopamin die Speichel-Sezernierung beeinflussen.
Das Katecholamin ist ein Aktivator der Speichelsekretion blutsaugender Zecken (Koci
et al.,, 2014), welcher durch die Vermittlung intrazellularer Calcium-Signale die
Exocytose von Antikoagulantia aus den sekretorischen Vesikeln der
Speicheldrisenzellen stimuliert (Maritz-Oliver et al., 2005). Darlber hinaus kommen
auch FMRFamid-ahnliche Peptide als potenzielle Mediatoren der Speichelfreisetzung
in Frage. Sie kommen z. B. im zentralen und peripheren Nervensystem von Insekten
vor und sind an der Steuerung der Speichelsekretion der Arthropoden beteiligt (Declan,
1997).

Um herauszufinden, ob einer der denkbaren Mediatoren die Speichel-Sezernierung
stimuliert, wurden Injektionsversuche mit der jeweiligen Substanz gezielt in das
Speicheldrisengewebe vorgenommen (Abb. 24). Im Abstand von je 5 Minuten wurde
dem Egel 3-mal 20 pl einer 1Immol/l konzentrierten Substrat-Losung, die entweder
Serotonin, Dopamin oder FMRFamid enthielt, ins Speicheldrisengewebe injiziert.

Sodann wurde das jeweilige Tier fur weitere 45 min im Haltungswasser belassen und
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hinterher in einer 4 % Formaldehyd-Ldsung fixiert. Die finale Auswertung erfolgte
anschlielRend durch die Vermessung der relativen Zellflachen von durchschnittlich 114
mikroskopisch aufgenommenen Speicheldrisen des jeweiligen Tieres im Azan-novum-
gefarbten Paraffinschnitt (siehe 2.2.2.9).

Unter der Annahme, dass solche Blutegel, die einen Teil ihrer Speichelinhaltsstoffe
abgegeben haben, kleinere Speicheldriisenzellen als Tiere mit nicht entleerten
Speicheldrisen aufweisen, sollten im Fall einer durch die Pharmaka (Serotonin,
Dopamin oder FMRFamid) induzieren Speichel-Sezernierung ebenfalls Kkleinere
relative Zellflachen als in den Kontrolltieren zu sehen sein.

Im Ergebnis konnten in Ubereinstimmung mit der Studie von Marshall und Lent (1988)
eindeutige Kontraktionen der Kiefer- und Pharynxmuskulatur unter Serotonin-Einfluss
festgestellt werden. Obwohl diese Uber eine Stunde zu beobachten waren, konnte eine
nur durch Serotonin vermittelte Entleerung der Speicheldriisenzellen im Rahmen der
hier durchgeflihrten histologischen Auswertung an Quer- und Langsschnitten (n = 4;
Abb. 24, Auswertung der Langsschnitte nicht gezeigt) nicht nachgewiesen werden.
Auch die Injektion von Dopamin oder FMRFamid flhrte in jeweils zwei Versuchen zu
keiner Verminderung der relativen Speicheldrisen-Zellflachen im histologischen Bild
fixierter und quergeschnittener Gewebe (Abb. 24). Darlber hinaus konnten bei der
Applikation von Dopamin oder FMRFamid keine optisch wahrnehmbaren
Verhaltensveranderungen festgestellt werden.

Es wurde geschlussfolgert, dass Dopamin und FMRFamid vermutlich keine Mediatoren
der Speichel-Sezernierung sind. Auch fihrte die alleinige Injektion von Serotonin zu
keiner Entleerung der Speicheldrisenzellen. Ein ergdnzend modifizierter Erstversuch,
bei welchem dem Egel sowohl Serotonin (1 mmol/l) als auch Dopamin (1 mmol/l)
injiziert wurde, zeigte ebenfalls keine Schrumpfung der Speicheldrisen-Zellflachen
gegenuber den Kontrolltieren. Nichtsdestoweniger konnte bestatigt werden, dass das
biogene Amin Serotonin die fir den Saugakt notwendige Muskulatur des Egels

aktiviert.

Neben der Suche nach potenziellen Hormonen und Neurotransmittern, welche die
Sekretionsmechanismen stimulieren kénnten, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch
nach Hinweisen auf Transportmechanismen gesucht, die den Auswartstransport der
gespeicherten Proteine aus den Vorratsbehéltern der aktivierten Speicheldrisenzellen
bewirken konnten. Da reine Walkvorgéange durch die um die Speicheldriisenzellen
herum liegende Muskulatur sicherlich kaum effektiv genug waren, die
Speicheldriseninhaltsstoffe durch den engen Halsteil der Zellen in Richtung Kiefer zu

transportieren, muss ein aktiver Transportmechanismus postuliert werden. Vorstellbar
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ware, dass ein vesikularer Transport entlang von Mikrotubuli einen Teil des
langgestreckten  Transportweges uUberbricken konnte. Zur Freisetzung der
Speichelsubstanzen kdnnte ein osmotisch angetriebener Transport von Wasser aus
dem Zytosol in die Speichervesikel diese zum Schwellen und schlie3lich zum Platzen
bringen. Beide Mechanismen wirden energetisierende Mechanismen benétigen, die in
tierischen Zellen meist von Na'/K*-ATPasen (Horisberger 2004) oder von V-ATPasen
(Nelson und Harvey 1999; Wieczorek et al. 1999) gestellt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher mit Hilfe geeigneter Antikdrper in histologischen
Schnitten und im Western Blot Verfahren nach lonen-Transportern wie der Na'/K’-
ATPase und der V-ATPase gesucht.

Die Na'/K’-ATPase ist eine in die Zellmembran verankerte lonenpumpe, die unter
Hydrolyse von ATP den aktiven Transport von 3 Natrium-lonen aus der Zelle und 2
Kalium-lonen in die Zelle katalysiert (Skou und Esmann, 1992; Kaplan, 2002;
Jorgensen et al., 2003). Das Enzym besitzt vielfaltige Funktionen und ist u. a. fir die
Aufrechterhaltung des Membranpotenzials sowie fur die Regulation des Zellvolumens
und die Generierung sekundar aktiver Transporte innerhalb der Zelle von Bedeutung
(Skou und Esmann, 1992; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Morth et al., 2007). In
hamatophagen Lederzecken (Argasidae) erfolgt die osmotische Regulation der
sekretorischen Speicheldriisenzellen durch die Na‘'/K*-ATPase. Eine Inhibierung der
Natrium-Kalium-Pumpe mit 20 bis 50 ymol/l Ouabain fuhrte in der Zecke O. savignyi zu
einer um 41-47 % verminderten Freisetzung von Apyrase, einem Enzym, welches auch
im Speichel medizinischer Blutegel vorkommt (Maritz-Oliver et al., 2005).

Im Jahr 1984 postulierten Lent und Dickinson, dass das biogene Amin Serotonin sowie
der Einstrom von extrazellularen Ca*-lonen in die Speicheldriisenzelle von Hirudo
spec. zur Anderung des Membranpotenzials der Zelle fiihren.

Rein hypothetisch ware es denkbar, dass eine Anderung des Membranpotenzials zur
Offnung spannungsabhangiger Kanéle, etwa fiir Na'-lonen fuhrt. In der Folge wiirden
Na'-lonen in die Zelle einstrémen. Zudem konnten potenzielle Na*-abhangige Chlorid-
Transporter aktiviert werden. Zu diesen zahlen der Natrium-Chlorid-Kotransporter und
der Natrium-Kalium-2-Chlorid-Kotransporter. Beide wiirden den Einstrom von Cl-lonen
in die Zelle bewirken. Chlorid ist eines der am haufigsten vorkommenden Anionen in
tierischen Zellen und maRgeblich an der Zellvolumenregulation beteiligt (Alvarez-
Leefmans, 2012). Der Anstieg der intrazellularen Na*- und Cl-Konzentrationen wirde
die osmotische Dichte in der Zelle erhéhen und zum Einstrom von Wasser in diese
fuhren. Das Wasser kdnnte anschlieend das Ausschwemmen der Speichelproteine
veranlassen. Die Wiederherstellung des Konzentrationsgradienten wirde unter ATP-

Hydrolyse durch die Na*/K*-ATPase erfolgen (siehe 1.4).
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Die in dieser Arbeit angefertigten Western Blot Analysen wiesen auf das Vorkommen
von Na'/K*-ATPasen im Speicheldriisengewebe von H. verbana hin (Abb. 25). Jedoch
enthielt das praparierte Gewebe neben den Speicheldrisenzellen auch umliegende
Gewebestrukturen, wie Muskulatur und Bindegewebe. Um zu untersuchen, ob die
Na'/K*-ATPase auch in direkter Assoziation mit den Speicheldriisenzellen vorkommt,
wurden immunhistochemische Farbungen angeschlossen. Diese deuteten auf keinen
direkten Zusammenhang der lonenpumpe mit den Speicheldrisenzellen hin (Abb. 29).
Lediglich im Bauchmark und in den Muskelfasern konnten positive Signale detektiert
werden (Abb. 26 und 27). Bestatigend wurden auch mit Hilfe der Immunfluoreszenz-
Aufnahmen nur sehr schwache Signale fiir die Na”K*-ATPase in Assoziation mit den
Speicheldrisenzellen detektiert (Abb. 33). Eine prominente Beteiligung der
lonenpumpe am Sekretionsprozess scheint aufgrund der niedrigen Abundanz in den
Speicheldriisenzellen eher unwahrscheinlich. Moglich ware aber, dass die Na'/K’-
ATPase in den Speicheldrisenzellen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des
Membranpotenzials spielt.

Nachfolgend wurde Uberpriift, ob die vakuolare H'-ATPase (V-ATPase) bei der
Speichelfreisetzung involviert sein kénnte. Die Protonen-ATPase kommt in nahezu
jeder eukaryotischen Zelle vor und katalysiert unter Hydrolyse von ATP den Transport
von Protonen Uber die biologische Membran (Finbow und Harrison, 1997). In Folge
dessen wird ein elektrochemischer Protonengradient geschaffen, der sekundéare
Transportsysteme energetisiert (Harvey und Wieczorek, 1997). Zudem fiuhrt der
Transfer von Protonen in die Zelle zur Ansduerung intrazellularer Kompartimente.
Zahlreiche Organismen wie beispielsweise Frdsche, SifRwasserfische oder auch
Paramecium spec. regulieren ihren Wasserhaushalt mittels dieser elektrogenen
Protonenpumpen (Wieczorek et al., 1999; HuR3, 2001; Wassmer et al., 2009). Zu den
am besten untersuchten V-ATPasen gehort die Protonenpumpe des Mitteldarmepithels
von Manduca sexta (Raupe des Tabakschwarmers). Das einschichtige Epithel der
Raupe enthalt keine Na'/K'-ATPasen, sondern wird durch ein K'-Potenzial
energetisiert (Huf3, 2001). Dieses Potenzial wird aus einem Zweikomponentensystem,
bestehend aus der V-ATPase und einem K*/nH*-Antiporter generiert (Wieczorek et al.,
1989; Huf3, 2001).

Es ware mdglich, dass die Speicheldrisenzellen der Blutegel Vesikel enthalten, in
denen die Speichelproteine lokalisiert sind. Sollten in den Vesikel-Membranen V-
ATPasen vorkommen, so konnten diese Protonen aus dem Zytosol ins Innere des
Vesikels pumpen. Die erhohte H*-Konzentration kénnte eine Ansauerung des Vesikels
induzieren, deren Funktion allerdings zweifelhaft ware, da ein saurer pH-Wert zur

Denaturierung der gespeicherten Proteine fihren kénnte. Denkbar ware, dass die V-
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ATPasen sekundare K'-Transporte (z. B. einen H'/K'-Austauscher) energetisieren.
Sollte es in den Vesikeln einen &hnlichen K*/nH*-Antiporter wie im Mitteldarmepithel
von Schmetterlingsraupen geben, konnten K*-lonen im Austausch fir Protonen in das
Vesikellumen gepumpt werden (Abb. 4). Dadurch wiirde sich die K*-Konzentration im
Vesikel erhéhen und ein osmotischer Gradient geschaffen werden, der das
Nachziehen von Wasser in den Vesikel induziert. In der Folge wirden die
Speichervesikel anschwellen und schliel3lich platzen, so dass die Speichelproteine in
den Halsteil der Speicheldriisenzellen freigesetzt und ausgeschwemmt werden
konnten.

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen wurden tatséchlich Vesikel in den
Speicheldrisenzellen detektiert (siehe 4.4 und Abb. 41). Erste Hinweise auf das
Vorkommen der V-ATPasen wurden mit Hilfe der Western Blot Analysen erbracht
(Abb. 34). Mittels immunhistochemischer Studien konnten spezifische Signale fir die
V-ATPasen in direkter Assoziation mit den Speicheldrisenzellen detektiert werden
(Abb. 35). Diese lie3en aufgrund der deutlichen Braunfarbungen in Folge der Enzym-
Substrat-Reaktion auf ein hohes Vorkommen der ATPasen in den Drisenzellen
schlieen, welches durch Immunfluoreszenz-Aufnahmen bestatigt werden konnten
(Abb. 37). Interessanterweise traten die Signale der V-ATPasen in den konfokalen
Aufnahmen netzwerkartig auf (Abb. 40). Im Zusammenhang mit den
elektronenmikroskopischen Ergebnissen konnte dies ein klarer Hinweis auf die direkte
Lokalisation der Protonenpumpe in der Vesikel-Membran der Speicheldriisenzellen
sein. Erste Versuche (n = 1) die V-ATPase mit Hilfe von Bafilomycin zu inhibieren,
deuten eine Hemmung des Speichel-Sekretionsprozesses an.

Daruber hinaus gelang es mit Hilfe der Elektronenmikroskopie, zahlreiche Mikrotubuli
in den Speicheldriisenzellen zu detektieren (Abb. 42). Dabei fielen komplexe Gruppen
von jeweils 6 Mikrotubuli auf, die im Querschnitt quasi einen Ring bilden. Die einzelnen
Mikrotubuli dieser Formationen schienen mit den Membranoberflichen der
umliegenden Sekretvesikel in Kontakt zu sein. AufRerdem schien der Halsteil der
Speicheldriisenzellen recht dicht mit einer Auskleidung von singularen Mikrotubuli
belegt zu sein. Diese intrazellularen Polymere kdnnten im Zusammenwirken mit noch
unbekannten Motorproteinen den Transport der Vesikel in Richtung der Ausfihrgange

malfdgeblich beeinflussen.
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5 Zusammenfassung

Der Speichel des medizinischen Blutegels, H. verbana enthalt eine Vielzahl von
Proteinen und Peptiden mit deren Hilfe das Tier bei seinen Wirten parasitiert. Die
bioaktiven Speichelinhaltsstoffe sind in den einzelligen Speicheldrisenzellen des
Tieres lokalisiert und werden wahrend des Saugaktes Uber die Ausfliihrgdnge einer
jeden Zelle in die Bisswunde des Wirtes transferiert. Die Proteine ermoglichen es dem
Parasiten das Blut des Wirtes optimal aufzunehmen und es bis zu einem Jahr im
Speichermagen zu bevorraten. In den letzten Jahrzehnten wurden einige
Speichelproteine identifiziert und rekombinant hergestellt. Aufgrund schmerzstillender,
gefalRerweiternder, gerinnungshemmender und vermutlich auch thromobolytischer
Eigenschaften sind diese Substanzen in der Humanmedizin und -prophylaxe von
potenzieller Bedeutung. Seit Jahrhunderten wird die klassische Blutegeltherapie durch
das Ansetzen lebender Egel an die Haut des Menschen von Heilpraktikern und Arzten
erfolgreich durchgefuhrt. Gleichwohl sind die Funktionen der meisten sekretorischen
Speichelproteine weiter ungeklart und die Mechanismen, die zur Freisetzung der
Proteine aus den Vorratsbehdltern fihren, unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte im Zuge der Quantifizierung der Speichelproteine und
-peptide von H. medicinalis und H. verbana festgestellt werden, dass es keine globalen
Unterschiede im Expressionsmuster beider Arten gibt. Es ist anzunehmen, dass der
ohnehin in den letzten Jahren vermutlich zumeist, wenngleich vom Therapeuten
unbewusst, eingesetzte H. verbana &hnliche Speichelproteine wie der tatsachlich
medizinisch zugelassene H. medicinalis besitzt.

Dartber hinaus wurde in dieser Arbeit mit gelfreien und gelbasierten Methoden
erstmals das sekretorische Speichelproteom eines einzelnen Blutegels dargestellt.
Dieses wird es zuklnftig erlauben, Speichelproteine zu identifizieren und auf deren
Funktion zu testen.

Mit Hilfe der 3D-Rekonstruktion von Speicheldriisenzellen konnte ermittelt werden,
dass ein adulter Blutegel der Art H. verbana etwa 36.960 Speicheldrisenzellen mit
einem mittleren Volumen von 67.048 + 38.935 um3 besitzt. Aus den Daten und dem
ermittelten Proteingehalt einer Speicheldrisenzelle wurde geschlussfolgert, dass ein
Blutegel Uber 1,2 = 0,7 mg Protein in seinen Speicheldrisenzellen verfiigt. Sollte die
gesamte Proteinmenge in den Wirt transferiert werden, kdnnten individuelle

Komponenten des Egelspeichels in einem extrazellularen Verteilungsvolumen von 5 |

119 |Seite



5 Zusammenfassung

(Mensch) maximale Konzentrationen zwischen 3 und 236 pmol/l erreichen. Gleichwonhl
ergaben histologische Studien, die eine Reduktion der Speicheldriisenzellflachen nach
der Nahrungsaufnahme anzeigen und auf eine Entleerung der Speicheldriisen im Zuge
des Saugaktes schliel3en lassen, dass die Zellflachen in gesogenen Tieren gegentiber
den Zellflachen in ungesogen Egel nur um etwa 40 % reduziert sind. Die sich ergebene
Frage, ob die Entleerung der Drusenzellen dementsprechend auch nur anteilig erfolgt,
kann derzeit aufgrund nur lickenhafter Erkenntnisse zur inneren Struktur der
Speichelsekretionszelle noch nicht beantwortet werden. Mit Verweis auf das einzige
pharmakokinetisch umfangreich untersuchte Speichelprotein Hirudin (K; 2,3 pmol/l)
kann jedoch gemutmafdt werden, dass selbst unter der Annahme einer nur 40 %igen
Speicheldriisen-Entleerung die in den Wirt transferierte Menge an individuellen
Speichelproteinen eines einzelnen Tieres ausreichend hoch sein kodnnte, um
pharmakologisch wirksame Konzentrationen im Organismus zu erreichen.
Interessanterweise gelang es in dieser Arbeit erstmals zu zeigen, dass die
Neusynthese der Speichelproteine, obgleich die Tiere von dem Nahrungsblut einer
Mabhlzeit bis zu einem Jahr leben, bereits innerhalb der ersten beiden Wochen nach
der Nahrungsaufnahme stattfindet.

Die Mechanismen, die zur Freisetzungen des Materials aus den einzelligen Drusen
fuhren, sind bislang weitestgehend ungeklart. Innerhalb dieser Arbeit konnten erste
Beitrage geleistet werden, indem elektronenmikroskopisch nachgewiesen wurde, dass
die Speicheldriisenzellen Vesikel enthalten, in denen wahrscheinlich die sekretorischen
Speichelinhaltsstoffe vorliegen. Zudem wurde gezeigt, dass Na'/K*-ATPase-Molekiile
in nur sehr geringer Abundanz in den Drisenzellen vorkommen, V-ATPase-Molekile,
die sekundéare lonentransporte energetisieren (Erh6hung der intrazellularen Osmolyt-
Konzentration) und zur Freisetzung des sekretorischen Materials (Platzen der Vesikel)

fihren kénnten, jedoch sehr prominent sind.
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7 Symbol- und Abkurzungsverzeichnis

7 Symbol- und Abklrzungsverzeichnis

> groRer als

< kleiner als

< kleiner gleich

+ plus/minus

= rund

X -fach

% Prozent

a Alpha

B Beta

A Gamma

o} Delta

€ Epsilon

© Copyright

® registered sign
™ Trademark

* signifikant

*x hochsignifikant
*hx hochstsignifikant
und und

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

pm Mikrometer

pm2 Quadratmikrometer
pm3 Kubikmikrometer
1D eindimensional
2D zweidimensional
3D dreidimensional
A. Aeromonas

A. bidest Aqua bidestillata

A. dest Aqua destillata
Abb. Abbildung
ADP Adenosindiphosphat
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7 Symbol- und Abkirzungsverzeicnis

AF Absence-Faktor

Ag Silber

AK Antikorper

AMP Adenosinmonophosphat

APS Ammoniumpersulfat

APW Artifical Pond Water

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Kohlenstoff

ca. circa

Ca Calcium

cDNA complementary desoxyribonucleic acid
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
Cl Chlorid

cm Zentimeter

Cys Cystein

Da Dalton

DAB 3,3‘-Diaminobenzidine

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan mit Triethylendiamin
d. h. das heif3t

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate

dpi dots per inch

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemiluminescence

E. coli Escherichia coli

ECM extracellular matrix (extrazellulare Matrix)
EGTA Ethylenglycol-bis(amnioethylether)-N,N,N",N"-tetraessigsaure
EM Emission

EST Expressed Sequence Tags

et al. et alteri

EX Extinktion

FBS Fotales Bovines Serum

g Gramm
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7 Symbol- und Abkurzungsverzeichnis

Gp
gram’
H.

h

H,O
H20;
Hb
HCI
HCO3
HEPES
H med
H orien
HPLC
H verb
HRP
IC 50
IEF
IPG

K

kDa

Ki

I

LDTI
Lsg.

mA
med.
mg
min

mi

mm
mmol/|
mol
mol/l
MRNA
MS

N
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Glycoprotein

gramnegativ

Hirudo

Stunde

Wasser

Wasserstoffperoxid

Hamoglobin

Salzséure

Hydrogencarbonat
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonsaure)
Hirudo medicinalis

Hirudo orientalis

High Performance Liguid Chromatography
Hirudo verbana

horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
mittlere inhibitorische Konzentration
Isoelektrische Fokussierung
immobilisierte pH-Gradienten
Kalium

Kilodalton

Wirkungskonstante

Liter

leech-derived tryptase inhibitor
LOsung

molare Masse

Milliampere

medicinalis

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimeter

Millimol pro Liter

Mol (6,022 * 10* Teilchen)

Mol pro Liter

Messenger RNA
Massenspektrometrie

Stickstoff



n
Na

NCBI

ng
n-Hirudin
nm

oT

p

PBS

PCR

pH

pl

pmol/l
PMSF
prim.
r-Hirudin
RNA

rpm
RP-HPLC
RT

S.D.

SDS
SELDI-MS
SDZ

s

spec.

St.

7 Symbol- und Abkirzungsverzeicnis

Anzahl

Natrium

National Center for Biotechnology Information
Nanogramm

natives Hirudin

Nanometer

Objekttrager

probability of error (Irrtumswahrscheinlichkeit)
phosphate-buffered saline

Polymerase Chain Reaction

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Aktivitat
Isoelektrischer Punkt

Pikomol pro Liter

Phenylmethylsulfonylfluorid

primar

rekombinantes Hirudin

Ribonukleinséure

revolutions per minute

reversed phase high performance liquid chromatography
Raumtemperatur

standard deviation

Sodiumdodecylsulfate

Surface-enhanced laser desorption/ionization
Speicheldriisenzellen

Sekunde

species

Standard
Transmissionselektronenmikroskopie

N, N, N, N* -Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigséure
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris-Tween buffered saline

unter Anderem

Untereinheit

unter Umsténden

Volt

vor allem
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7 Symbol- und Abkurzungsverzeichnis

VWF von Willebrand-Faktor
z. B. zum Beispiel
z. T. zum Teil
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11 Anhang

Primer fir die PCR: Hiru Rev 2:

Sequence (5°to 3°): TAT TGG TAA ATA GCT TAG CTATGG

Primer fiur die PCR: Hiru FW 2:

Sequence (5't0 3°): CTT ACA CTG ATT GTA CAG AAT CGG

Primer fur die PCR: Anas Act FW1:

Sequence (5" to 37): GGC TAC AGC TTC ACC ACC ACAGC

Primer fir die PCR: Anas Act Rev 1:

Sequence (5°'t0 3): TGC TTG CTG ATC CAC ATC TGC TGG
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