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Einleitun g

1 Einleitung

Botulismus ist eine weit verbreitete Erkrankung, die durch die Neurotoxine der Clostridium
botulinum-Toxovare A bis G hervorgerufen wird. Diese sieben verschiedenen Neurotoxine
gelten als die starksten biologischen Gifte. Als hochselektive Proteasen wirken sie an unter-
schiedlichen Proteinen des SNARE-Komplexes. SNARE steht als Akronym fir ,soluble NSF
acceptor protein receptor”, wobei mit NSF die ATPase ,N-Ethylmaleimid sensitive fusion
protein“ abgekirzt wird. Die Proteine des SNARE-Komplexes bilden eine Gruppe von hoch-
konservierten, membranverankerten Proteinen und sind an Fusionsprozessen innerhalb des
zellularen Membranenverkehrs beteiligt. Durch die Wirkung der Botulinumneurotoxine kom-
men diese Fusionsprozesse zum Erliegen. An der neuromotorischen Endplatte wird so die
Exozytose von Neurotransmittern verhindert. Es resultiert die klassische Symptomatik der
schlaffen Lahmung.

Der Routinenachweis der Botulinumneurotoxine gestaltet sich jedoch in Hinblick auf Sensiti-
vitat und Spezifitdt aufgrund der geringen toxisch wirkenden Konzentrationen als auf3eror-

dentlich schwierig. Der Maus-Bioassay ist noch immer das Standardverfahren.

Wesentliche zellulare Degradierungsstrategien z. B. gegeniiber Mikroorganismen sind die
Degradierung mittels der Phagozytose und durch die Freisetzung lysosomaler Enzyme. Ein
Zusammenhang dieser katabolen Prozesse mit den ubiquitaren Proteinen des SNARE-

Komplexes konnte bereits fiir verschiedene eukaryote Zellen belegt werden.

Tetrahymena pyriformis GL (T. pyriformis) als erstes axenisch etabliertes Protozoon ist ein
weit verbreiteter Stdwasserziliat und gehort zu den am besten untersuchten eukaryoten Ein-
zellern. Einfache Kultivierungsbedingungen und eine entsprechende Empfindlichkeit im Ver-
gleich mit héheren Eukaryoten pradestinieren T. pyriformis als Indikatororganismus zum

Nachweis und der Bewertung unterschiedlicher Stérfaktoren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Eignung von T. pyriformis als biologische Alternative zum
Maus-Bioassay untersucht werden. Dazu wurden funktionelle Tests zur Quantifizierung der
Phagozytose und Exozytose lysosomaler Enzyme bei T. pyriformis entwickelt und der Ein-

fluss der C. botulinum-Neurotoxine A bis G auf diese Degradierungssysteme untersucht.
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2 Literaturibersicht
2.1 Clostridium botulinum (C. botulinum)

2.1.1 Einfuhrung
Anfang des 19. Jahrhunderts beschrieb KERNER (1820) ein Krankheitsbild beim Menschen,

das im Zusammenhang mit dem Genuss gerducherter Wirste auftrat und von einem nicht
naher bekannten ,Wurstgift“ verursacht wurde. Im Zuge weiterer Untersuchungen des ,Botu-
lismus® (vgl. lat: botulus = Wurst) durch VAN ERMENGEM (1897) konnte ein neues anaero-
bes Bakterium, ,Bacillus botulinus” isoliert werden.

Die Genusbezeichnung ,Clostridium* (vgl. griech. = Spindelchen) fand mit der Arbeit von
PRAZMOWSKI (1880) Eingang in den wissenschaftlichen Sprachgebrauch. BENGTSON
(1924) empfahl eine Terminologie, die sich von den aeroben Sporenbildnern absetzt, so

dass der Erreger nunmehr unter Clostridium botulinum gefuhrt wurde.

2.1.2 Taxonomie

PREVOT (1953) definierte die Zuordnung zur Spezies allein aufgrund der Fahigkeit zur Bil-
dung von spezifischen Neurotoxinen, den so genannten Botulinumneurotoxinen (BoNTs). So
spricht man bislang von sieben verschiedenen C. botulinum Toxovaren, denen gemeinsam
mit ihrem Neurotoxin (BoNT) ein fortlaufender Buchstabe (entsprechend der Reihenfolge

ihrer Entdeckung) zugeordnet wird (Tab. 1).

Tab. 1: Erstbeschreibung der Neurotoxintypen A bis G von C. botulinum

Neurotoxintyp  Autoren und Jahr der Verdoffentlichung

Aund B VAN ERMENGEM (1897) bzw. LANDMANN (1904), charakterisiert durch
LEUCHS (1910), durch BURKE (1919) Trennung der bis dato bekannten
Stamme in die entsprechenden Buchstaben

BENGTSON (1922) in den USA, parallel in Australien durch SEDDON (1922)
MEYER und GUNNISON (1928)

Von GUNNISON et al. (1936) als neuen Typen erkannt

M@LLER und SCHEIBEL (1960)

GIMENEZ und CICARELLI (1970)

@ T m O O

Da sich Toxovar G jedoch so sehr von den anderen unterscheidet, schlugen SUEN et al.
(1988) stattdessen fir diesen, Clostridium subterminale sowie Clostridium hastiforme (C.
hastiforme) die Speziesbezeichnung ,Clostridium argentinense” vor. C. hastiforme wurde
jedoch spater von FARROW et al. (1995) aufgrund phylogenetischer Untersuchungen dem

Genus Tissierella zugeordnet.
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An diesem Beispiel wird deutlich, dass die Einteilung nach PREVOT (1953) nicht konsequent
praktiziert wird. Trotzdem soll wahrend der weiteren Darstellungen der Ubersichtlichkeit hal-
ber weiterhin von C. botulinum G die Rede sein.

Das gleiche lasst sich fir Clostridium butyricum (McCROSKEY et al. 1986) und Clostridium
baratii (HALL et al. 1985) feststellen. Innerhalb dieser beiden Spezies sind gleichermalf3en
Stamme mit der Fahigkeit zur BONT-Bildung beschrieben worden. Weiter erschwert wird die
Taxonomisierung durch die Phagenkodierung der BoNTs von C. botulinum C und D.
EKLUND und POYSKY (1974) konnten durch gezielte Behandlung phagenfreie und somit
atoxische Varianten schaffen. Nach Reinfektion produzierten diese Varianten wieder das
entsprechende BoNT.

Auch die Konversion eines C. botulinum C-Stammes in einen Clostridium novyi Typ A-
Stamm gelang entsprechend (EKLUND et al. 1974).

Nach COLLINS und EAST (1998) existieren vier phylogenetisch verschiedene Linien inner-
halb des C. botulinum-Komplexes (siehe Abb. 1).

C Kluyven
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Abb. 1: Dendrogramm zu den phylogenetischen Positio nen der C. botulinum-Gruppen | bis IV
basierend auf den 16S rRNS-Sequenzen. Dafur wurde e in kontinuierlicher Strang von ca. 1340
Basen verwendet. Die Zahlen markieren die Verwandts chaftsverhéaltnisse in Prozent. Nach
COLLINS und EAST (1998).

Die phylogenetischen Linien lassen sich auch phénotypisch in vier Gruppen (I bis 1V) ordnen:

Gruppe | enthélt Stamme vom Typ A, proteolytische Stémme von B und F und die der dualen

3
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Toxintypen AB, Ab, Af und Bf (siehe auch Tab. 3). Das Temperaturoptimum liegt bei 37C.

Es besteht eine starke DNS-Homologie zu C. sporogenes. Eine Unterscheidung einzig mit-
tels metabolischer oder biochemischer Parameter ist nicht mdglich (CATO et al. 1986). Zu
Gruppe 1l gehéren Stdmme des Typs E und nicht-proteolytische/ saccharolytische Stamme
von B und F. Sie werden als psychrotroph mit einem Wachstumsoptimum von 30C und we-

niger beschrieben. Gruppe llI-Vertreter produzieren das C (= C1, im Folgenden nur als ,C*
bezeichnet) - oder D-Neurotoxin und sind nicht zur Proteolyse fahig. Allerdings beschrieben
SMITH und HOBBS (1974) Ausnahmevarianten. Sie vermehren sich bestmaéglich bei 40C.

Die Gruppe IV ist dadurch charakterisiert, dass das Neurotoxin G gebildet wird, dartiber hin-
aus sind die Stamme asaccharolytisch, und das Enzym Lipase fehlt. Die optimale Tempera-
tur betragt 37€ (COLLINS u. EAST 1998).

Aus der Sicht der Taxonomie sind die bisherige Einteilung und Nutzung der Bezeichnung ,,C.
botulinum*“ sehr kritisch zu betrachten. Eine Reklassifikation, wie sie z.B. HUNTER und POX-
TON (2002) oder COLLINS und EAST (1998) zur Diskussion stellten, konnte sich aber bis-

her noch nicht durchsetzen.

2.1.3 Vorkommen

BOHNEL (1995) unterscheidet zwei generelle Habitate: Zum einen ordnet er die Typen A, B,
E, F und G hauptsachlich dem Boden zu, zum anderen benennt er C und D als obligate
Darmparasiten von Saugetieren und Vogeln. Diese Einteilung ist jedoch nicht als ausschliel3-
lich zu betrachten. Es ist vielmehr so, dass der Typ E vielfach aus Proben aquatischer Her-
kunft zu isolieren ist, wie aus Seebdden und Wasser der Nord- und Ostsee (JOHANNSEN
1962, SKOVGAARD 1979, HIELM et al. 1998b), aus SuR- (BOTT et al. 1966, ALA-HUIKKU
et al. 1977, HIELM et al. 1998a) und Salzwasserfischen (BAUMGART 1970a, CHULKOVA et
al. 1976, HUSS u. PEDERSEN 1979), aus Krustentieren (BOYER et al. 2001) und aus der
Umgebung Fisch verarbeitender Betriebe (EBERT 1954). Jedoch sind auch fast alle anderen
Typen verschiedentlich in Untersuchungsmaterial aus Gewassern, Uferbdden oder Fischen —
A (LINDSTROM et al. 2001) B und C (SMITH u. MORYSON 1975), C und D (HAQ u. SU-
HADI 1981), F (WARD et al. 1967, CANN et al. 1975, CHULKOVA et al. 1976), A bis F
(MORTOJUDO et al. 1973) — nachgewiesen worden. Geographische Dominanzen scheinen
von untergeordneter Bedeutung zu sein. Dieser Aspekt wird nicht zuletzt durch den verstark-
ten freien, internationalen Tier- (gleichwohl im Sinne des Vogelzugs), Reise- und Warenver-
kehr gefordert (BOHNEL 1995).

2.1.4 Toxine

Neben den speziestypischen Neurotoxinen (vgl. 2.1.2) werden weitere, mitunter auch im
Medium nachzuweisende Proteine beschrieben, die z. T. als Toxin bezeichnet werden kon-
nen (BONVENTRE et al. 1967). Dazu gehotren das von vielen C- und D-Stdmmen gebildete

4
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(OHISHI 1987) C2-Toxin (OHISHI u. TSUYAMA 1986) und das ebenfalls bei Toxovar C vor-
kommende C3-Toxin (AKTORIES et al. 1987). BOHNEL (1988) fasste die sonstigen Anti-
genstrukturen mit Enzymcharakter (z.B. Prote(in)ase, Lipase, Desoxyribonuklease, Esterase,
Thiaminase u. a.) und toxischen Eigenschaften (Autolysin, Hamolysin, Permeabilitatsfaktor u.
v. m.) zusammen, wies jedoch darauf hin, dass Verallgemeinerungen als Typeneigenschaf-

ten nicht vorgenommen werden kdnnen.

2.1.4.1 Botulinumneurotoxine (BoNTSs)

Die Verwendung des generellen Superlativs — laut LAMANNA (1959) gelten Botulinumneuro-
toxine als die starksten toxischen biologischen Substanzen — gestaltet sich schon allein auf-
grund der unterschiedlichen Empfindlichkeiten einzelner Tierarten als nicht ganz unkritisch.

Die Toxizitat wird im Allgemeinen entweder als LDsg, (entspricht der Dosis, die fur 50% der
eingesetzten Tiere letal ist) oder als MLD (entspricht der Dosis, die fir eine Maus im Maus-
Bioassay letal ist) angegeben. In der folgenden Tabelle (Tab. 2) wird ein Uberblick Gber die

absoluten Neurotoxinmengen bekannter LDsg bzw. MLD gegeben.

Tab. 2: LD 50 bzw. MLD (*) der einzelnen Toxintypen pro kg Kérpe  rmasse, modifiziert nach GILL
(1982).

Neurotoxintyp Maus

A 1,2 ng intraperitoneal (i. p.)*®

B® 0,5ngi. p.*? bzw. 1,2 ngi. p.®) bis 2,0 ng i. p.“Y
c® 1,1 ng intravends (i. v.)®

D 0,4ngi.p.®

E 1,1 ng, Route nicht spezifiziert*"

F@ 25ngi. v.®

® proteolytisch aktiviert, ™ LAMANNA et al. (1946), © KOZAKI et al. (1974), ® DUFF et al. (1957),
“ LAMANNA und GLASSMAN (1947), ® SYUTO und KUBO (1977), ® CARDELLA et al. (1960),
) GERWING et al. (1965) ®, OHISHI und SAKAGUCHI (1974).

Der physiologische Grund ihrer Bildung ist bisher, abgesehen von der Stoffwechselbeein-
flussung durch Phagen, noch unbekannt (BOHNEL 1995). In der Regel bilden die einzelnen
Toxovare ihren jeweiligen spezifischen Neurotoxintyp. Wie BOHNEL (1995) publizierte, exis-
tieren jedoch auch Stamme, die dartber hinaus noch andere Neurotoxintypen bilden kdnnen
(Tab. 3).

Die BoNTs unterscheiden sich in der Lokalisation im Genom wie folgt: Bei den Vertretern der
Gruppen | und Il findet sich die genetische Grundlage fir das jeweilige Toxin im chromoso-
malen Genom (BINZ et al. 1990, THOMPSON et al. 1990), C- und D-Toxovare beherbergen
entsprechende Bakteriophagen (HATHEWAY 1993), die Kodierung des Toxovars G erfolgt
Uber ein Plasmid (EKLUND et al. 1988).
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Ihre Synthese vollzieht sich nach SAKAGUCHI (1983) in den Bakterien als nichtkovalent
gebundener Enzymkomplex (Progenitortoxine). BOHNEL (1995) nennt die davon abgespal-

tenen, toxischen Molekile ,Derivativtoxine”.

Tab. 3: Bildung von BoNTs (modifiziert nach Béhnel 1995)

C. botulinum Neurotoxintyp
A B C D E F G
Typ A ++

Typ A Subtyp AB®  ++ ++
Typ A Subtyp Ab®  ++  +

Typ A Subtyp A% ++ +

Typ B +

Typ B Subtyp Ba® +  ++

Typ B Subtyp Bf*) ++ +

Typ C.%¥ o+

Typ Cg® + o+

Typ D + ++

Typ E ++ +

Typ F + ++

Typ G ++
++ = in grof3en Mengen gebildet + = in geringen Mengen gebildet

® Die weiterfiinrende Einteilung der unterschiedlichen Typen ergibt sich durch die unterschiedlichen

Fahigkeiten zur Bildung der angegebenen Neurotoxine.

Der Enzymkomplex besteht aus zwei Untereinheiten, der a-Fraktion und der B-Fraktion. Die
B-Fraktion ist ohne neurotoxische Eigenschaften (SUGIYAMA 1980). Allerdings bietet sie
eine gewisse Schutzwirkung in Hinblick auf den Kontakt mit Verdauungsenzymen. lhre Be-
deutung ist also vor allem im Zusammenhang mit der oralen Toxizitat zu sehen (KRAMER
2002, SIMPSON 2004). Bei der a-Fraktion handelt es sich um ein Polypeptid mit einem Mo-
lekulargewicht von ca. 150 kDa (140 bis 167 kDa, KRIEGLSTEIN 1990), dabei kommt es im
Zuge der Aktivierung durch Proteasen zu einer Spaltung in eine leichte (50 kDa) und eine
schwere (100 kDa) Kette (DASGUPTA u. SUGIYAMA 1972). Dieser Prozess wird auch als
»nicking“ bezeichnet (OHISHI u. SAKAGUCHI 1979).

Beide Ketten sind Uber Disulfidbriicken (DASGUPTA 1981) bzw. beim Neurotoxin A poten-
ziell Gber Fe™-lonen (BHATTACHARYYA et al. 1988, BHATTACHARYYA u. SUGIYAMA
1989) verbunden. Auf der H-Kette (vgl. engl. = heavy) befinden sich der Ligand zur Bindung
an die Zielzelle und die transmembranare Doméne (TURTON et al. 2002), die L-Kette (vgl.
engl. = light) hingegen ist Sitz der katalytischen Einheit (HALPERN u. NEALE 1995). Zu der
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B-Fraktion zéhlen, je nach Neurotoxintyp auch in unterschiedlichem Male (siehe Abb. 2),
Hamagglutinine und eine so genannte ,hichttoxische nichthdmagglutinierende Komponente*
(SAKAGUCHI 1983).

Komplexgrolfe

150 300 400 300 kDA
S M L LL
&Y | 2] Zml 2.
O
75128 165 185
B 155
e g
e | 121 |2l
7S 128 1683
c 141 - -
o I L] Legenee
(i) 125 165 . MNeurotoxin-
I 1 (2 [
= ~,
kDA I:l aktivierbare
75 12s 165 toxische Komponente
nichttaxische
E 144 I:l I:l nichthamagglutinierende
kDA & I:l Komponente
735 1163 AN
Hamagalutinine
F 155 -
o Il )V
585 10,35

Abb. 2: Schematische Darstellung der Molekilformen von BoNTs, modif. nach SAKAGUCHI
(1983), S = Derivativtoxin, M (mittel), L (gro3) un d LL (sehr groRR) = Progenitortoxine, xS = Se-
dimentationswert.

Je nach Enzymausstattung (proteolytische Stamme) kann eine Aktivierung bereits vor der
Ausschleusung vonstatten gehen (HOBBS 1976, DEKLEVA u. DASGUPTA 1989) bzw. kann
oder muss sich (nicht-proteolytische Stamme) mithilfe externer Enzyme (BONVENTRE u.
KEMPE 1960, HOBBS 1977) vollziehen, z. B. durch Verdauungsenzyme nach oraler Auf-
nahme, wie es fur die Typen E (OHISHI u. SAKAGUCHI 1979) und G (SONNABEND et al.
1987) beschrieben ist oder auch, obgleich mit schwacherem Ergebnis (SAKAGUCHI u. SA-
KAGUCHI 1959), durch proteolytische Enzyme anderer Mikroorganismen (SAKAGUCHI u.
TOHYAMA 1955). Die Zugabe von Trypsin bewirkt eine Steigerung der Toxizitat bei den
BoNT-Typen A (KRYSINSKI u. SUGIYAMA 1981), B (HALLIS et al. 1996), D (MIYAZAKI et
al. 1977), E (DUFF et al. 1956), F (HOLDEMAN u. SMITH 1965) und G (GIMENEZ u. CIC-
CARELLI 1970). EKLUND und POYSKI (1972) schlieen C, (vgl. Tab. 3) davon aus.
BAUMGART (1970b) fand hingegen eine Abhangigkeit der trypsinbedingten Toxizitatssteige-
rung von der Neurotoxinmenge.

Uber den Zeitpunkt der Toxinfreisetzung finden sich kontrare Meinungen. So beschreiben
DACK und WOOD (1928), aber auch SIEGEL und METZGER (1979) einen Anstieg des
BoNTs im Medium, der vom Zelluntergang unabhangig ist. Andere Autoren (BOROFF 1955,
DUDA u. SLACK 1969, ROSSETTO et al. 2001) gehen davon aus, dass die BoONTs erst

7
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durch die bakterielle Autolyse frei werden. BOHNEL (1995) bezeichnet die BoNTs sowie C2-
und C3-Toxin als Exoenzyme, die am Ende der logarithmischen Wachstumsphase in das
Medium entlassen werden und grenzt davon BoNT E insofern ab als dieses vorrangig nach
der Zelllyse nachzuweisen ist. Im Rahmen der Versporung kann BoNT im Sporangium loka-
lisiert werden, dabei kann es nach Phagozytose von Sporen durch Leukozyten wirksam wer-
den (SUZUKI et al. 1971). CALL et al. (1995) verfolgten den Weg von BoNT A wahrend der
Kultivierung. Dabei zeigte sich, dass das BoNT wahrend der Exfoliation der Zellwand in das
Medium ausgeschleust wird.

Die BoNTs sind temperatursensibel. So werden sie z. B. durch Erhitzung auf tGber 85€C fir 5
min inaktiviert (ARNON et al. 2001).

2.1.4.1.1 Bedeutung

BoNTSs verursachen den bei Sdugetieren und Vogeln beschriebenen Botulismus, dabei sind
verschiedene Entstehungswege mdglich. Man unterscheidet die Intoxikation, die Infektion —
im Sinne des Wundbotulismus und der Sonderform des ,Shaker Foal Syndromes” (SWER-
CZEK 1980a, b) — die Toxikoinfektion und die Toxikation. Daneben gibt es Misch- und Uber-
gangsformen. Neben der klassischen Symptomatik der schlaffen Lahmung (BOHNEL 1995)
sind weitere Krankheitsbilder beschrieben, wie der viszerale Botulismus beim Rind (BOHNEL
et al. 2001, SCHWAGERICK 2004), der Sauglingsbotulismus (,Infant botulism“, PICKETT et
al. 1976, MIDURA u. ARNON 1976) und der Erwachsenenbotulismus (,Hidden botulism*,
CHIA et al. 1986). BOHNEL und GESSLER (2005) vermuten dartiber hinaus eine weiterrei-
chende Bedeutung der BoNTs, die letztlich auch durch die fehlende Routine in der Bewer-
tung klinischer Symptome und bislang unbefriedigende diagnostische Moglichkeiten (siehe
Punkt 2.1.4.1.4) unterschatzt wird.

2.1.4.1.2 Wirkungsweise

Die BoNTSs fuhren als Zink-abhangige Metalloproteasen zur Degradierung von Proteinen des
SNARE-Komplexes, jedoch nur, sofern sich dieser noch nicht formiert hat (SINGH 2000). Die
Abklrzung SNARE steht fir SNAP-Rezeptor (vgl. engl: Soluble NSF Acceptor Protein recep-
tor, MARGITTAI et al. 2001). Als SNAPs (vgl. engl: Soluble NSF Attachment Protein, MAR-
GITTAI et al. 2001) werden Proteine bezeichnet, die die ATPase NSF (vgl. engl: N-
Ethylmaleimid Sensitive Fusion protein, MARGITTAI et al. 2001) binden.

Dabei ergeben sich je nach Neurotoxin verschiedene Angriffspunkte (siehe 2.2.3).

Im Zuge dessen kommt es zum Erliegen der Membranfusionsprozesse, wie es vor allem fur
die Exozytose in Nervenzellen der motorischen Endplatte beschrieben ist (BOHNEL u.
GESSLER 2005). Die BoNTs werden in Hinblick auf ihre Substratspezifitat als die selektivs-
ten Proteasen Uberhaupt betrachtet (ARNDT et al. 2006).
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2.1.4.1.3 Wege in die Zelle

Der haufig beschriebene, klassische Weg fuhrt Gber eine Resorption aus dem Darm (SAKA-
GUCHI 1983) via Korperflussigkeiten (ROSSETTO et al. 2001) zur motorischen Nervenzelle.
Fur BoNT A ist die Bindung des Progenitortoxins an intestinale Epithelzellen mittels des N-
Acetyllactosaminanteils von oberflachlichen Oligosacchariden beschrieben (KOJIMA et al.
2005). An der motorischen Nervenzelle bindet die H-Kette mit dem carboxyterminalen Ende
an Polysialogangliosidrezeptoren, im Besonderen an Gpip, Grip Und Ggip (SCHIAVO et al.
2000) und Gpi, (NISHIKI et al. 1994) und andere, noch nicht identifizierte Proteine der pra-
synaptischen Membran (ROSETTO et al. 2002). Diese variieren jedoch gemafR KOZAKI
(1979) den Toxovaren entsprechend (siehe Abb. 3, 1la und 1b). Die Internalisierung der
BoNTs vollzieht sich anschlie3end Uber rezeptorvermittelte Endozytose (siehe Abb. 3, 2). In
den Vesikeln kommt es durch ATP-abhangige Protonenpumpen zu einer Absenkung des pH-
Wertes (DOLLY et al. 1984), die wiederum im aminoterminalen Bereich der H-Kette zu einer
Konformitatsdnderung innerhalb der Translokationsdoméane fiihrt. Dadurch kommen hydro-
phobe Anteile auRen zu liegen. Der Eintritt in die Lipiddoppelschicht der Vesikelmembran
wird so moglich (MONTECUCCO u. SCHIAVO 1994).

Bindung an
Gangliosidrezeptar

g | L-Kette

\d‘: 1 jj/'/- H\': BaoMT
A5 Endosom 3 T HKette
== R

-

Bindung an e

|

Proteinrezeptor =5, Wl
1 a2

]

:-;.(_" L - Kette des BoNTs,
i aktiviert

Abb. 3: Schema des Eintrittes und der Aktivierung v on BoNTs in eine motorische Nervenzelle,
modif. nach SINGH (2000), R = Rezeptor, ATP = Adeno sintriphosphat, ADP = Adenosin-

diphosphat. Erlauterungen im Text.

Die H-Kette kann daraufhin als Transmembran-Chaperon (KORIAZOVA u. MONTAL 2003)
einen Kanal bilden und die L-Kette (siehe Abb. 3, 3) in das Zytosol austreten (HOCH et al.
1985). Durch den neutralen pH-Wert des Zytoplasmas nimmt die L-Kette nach Reduktion der
Disulfidbriicken (siehe Abb. 3, 3) eine Ruckfaltung in die wasserlésliche, neutrale Konforma-
tion vor (ROSSETTO et al. 2001).

Potentielle Angriffspunkte flir BONTs existieren indessen zugleich in anderen Zelltypen (sie-
he 2.1.4.1.5 und 2.2.1). Es stellt sich lediglich die Frage, ob in vivo diese Ziele durch die
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BoNTs erreicht werden kénnen. Dazu finden sich in der Literatur zahlreiche Hinweise. So
konnten PARK und SIMPSON (2003) zeigen, dass BoNT A humane und murine pulmonale
Zellen sowohl in vitro als auch in vivo zu passieren vermodgen. SHONE und MELLING (1992)
wiesen nach, dass spezifische Rezeptoren fir BoNTs nicht zwingend notwendig sind, sofern
ein entsprechend langer Kontaktzeitraum zur Verfligung steht. Dabei ist die Bindungsaffinitat
natirlich wesentlich geringer. Hohe Dosen sind jedoch gleichermalRen erfolgreich (VERDE-
RIO et al. 1996).

BOHNEL und GESSLER (2005) verweisen auf natirlich vorkommende, in vivo ihre Funktion
aufrechterhaltende, Poren bildende, jedoch nicht die Zelle selbst zerstérende Substanzen,
die gleichermalRen den Eintritt von Botulinumtoxinen, einschlie3lich der BoNTs, in Zellen
ohne natirlich vorkommende Bindungsstellen bzw. die Passage in den Blutkreislauf mut-
malilich gestatten konnen. Dazu gehéren z. B. pflanzliche Saponine und Agglutinin. Dies
konnte durch CHADDOCK et al. (2000) fur Weizenkeimagglutinin und ein BoNT A-Derivat
nachgewiesen werden. In der Folge kam es zu einer Hemmung der Insulinexozytose bei
einer pankreatischen B-Zelllinie. Dartber hinaus werden Digitonin, Streptolysin O, Lipopoly-
saccharide, Perfringolysin, Botulinolysin, Staphylokokken-a-Toxin, Escherichia coli-Hamoly-
sine und ebenso das C2-Toxin einiger C. botulinum-Stdmme als entsprechende Porenbildner
genannt (BOHNEL u. GESSLER 2005).

2.1.4.1.4 Nachweis von BoNTs

Der einzig gesetzlich zugelassene Test zum Nachweis und zur Typisierung von BoNTSs ist
der so genannte Maus-Bioassay (Anhang zum 8§ 64 LFGB, DIN 10102). Dabei wird verdach-
tiges Material aufbereitet und den Mausen in verschiedenen Verdinnungsstufen injiziert. Die
Mause werden Uber einen Zeitraum von bis zu drei Tagen beobachtet. Dabei wird das Au-
genmerk auf die typische Symptomatik — Lahmungserscheinungen in der Muskulatur, wes-
pentaillenartiges Einziehen der Bauchmuskulatur, mihsames Atmen mit finaler
Atemlahmung — gelegt. Positive Proben werden weiter mittels Toxinneutralisation durch spe-
zifische Antikorper ebenfalls im Tierversuch typisiert. Durch entsprechende Verdiinnungsstu-
fen kann die MLD/ml bestimmt werden. Der Maus-Bioassay kommt variiert auch international
zur Anwendung (HOLDEMANN et al. 1977). Des Weiteren existieren andere Nachweisme-
thoden, die jedoch in Hinblick auf die Sensitivitat und Spezifitat (siehe Tab. 4), Reproduzier-
barkeit, Aufwand oder die verwendeten Substrate dem Maus-Bioassay unterlegen sind.
Dazu zahlen der Hemidiaphragma-Test (HABERMANN et al. 1980, DREYER et al. 1984),
ELISAs (SHONE et al. 1985, SHONE et al. 1986, THOMAS 1991, POTTER et al. 1993,
FERREIRA et al. 2003, FERREIRA et al. 2004) und die Mikrowdrmekomplementbindungsre-
aktion (WEISS u. WEISS 1988, WEISS et al. 1990).
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Tab. 4: Ubersicht tiber Nachweisgrenzen von BoNTs mi

ttels alternativer Methoden (Auswabhl)

BoNT-Typ Methode Untere Nachweisgrenze Spezifitat  Sensitivitat
in %* in %*
C Bioassay Fasan™ i. m. 50 MLDx, k. A. k. A.
p. 0. 10 MLDsgq
C Bioassay Ente®” i. m. 500 MLDs, k. A. k. A.
p. 0. 1 MLDsgq
A B, E Passive Hamagglutina- A: 0,75 bis 43 MLDs, k. A. k. A.
tion® B: 2,3 bis 39 MLDs,
E: 245 MLDsg
A Radio-Immunoassay® 100 MLDs, k. A. k. A.
A ELISA® 5 bis 10 MLDso/ml k. A. k. A.
C Mikrowarmekomplement- 0,025 MLDs, k. A. k. A.
bindungsreaktion®
C,D ELISA® 0,02 bis 100 MLDsy/ml 96 70
A B,E ELISA® A: 9 MLDs 70,6 100
B: <1i.p. MLDs
E: < 1i.p. MLDso
A, B ELISA® A: 1,3 ng/ml k. A. k. A.
B: 0,1 bis 0,6 ng/ml
B ELISA® 0,5 MLDs k. A k. A
A Immuno-PCR"? 5 pg 100 100
A, B,D,F Fluoreszenzmessung®™  A: 0,2 ng/ml k. A. k. A.
B: 0,2 ng/ml
D: 0,2 ng/ml
F: 0,2 ng/ml
B Fluoreszenzmessung? 3,5 pg/ml k. A. k. A.
A, B, E,F Massenspektrometrie®™  A: 0,62 MLDso/ml k. A. k. A.

B: 0,62 MLD50/m|
E: 0,31 MLDsg/ml
F: 6,2 MLDso/ml

* = im Vergleich zum Maus-Bioassay, "’ BOROFF und REILLY (1959),  JOHNSON et al. (1966),
® BOROFF und SHU-CHEN (1973), “’ SHONE et al. (1985), ® WEISS und WEISS (1988),

© THOMAS (1991), ™ POTTER et al. (1993), ® HALLIS et al. (1996), ® WICTOME et al. (1999),
WU et al. (2001), ™Y SCHMIDT et al. (2001), ®® ANNE et al. (2001), ™ BARR et al. (2005).

i. m. = intramuskular, p. 0. = per 0s, i. p. = intraperitoneal, MLDsg, = LDs flir Mause, k. A. = keine An-

gabe.
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Des Weiteren sind der passive Hamagglutinationstest zum Nachweis von Progenitortoxinen
(LOWENTHAL u. LAMANNA 1951, JOHNSON et al. 1966), die Radioimmunotechnik (BO-
ROFF u. SHU-CHEN 1973), die Immuno-PCR (WU et al. 2001), Tests mit an Saulen gebun-
denen Antikérpern (GESSLER et al. 1998), Nachweise von Neurotoxin-geschnittenen
Substraten mittels ELISA (HALLIS et al.1996, WICTOME et al. 1999), Fluoreszenzmessung
(SCHMIDT et al. 2001, ANNE et al. 2001) oder Massenspektrometrie (BARR et al. 2005)
sowie Bioassays mit anderen Versuchstieren (Fasane und Enten, BOROFF u. REILLY 1959,
Wachteln, MEHLER 1981) beschrieben worden.

2.1.4.1.5 Einsatz als molekularbiologisches Werkzeug

Aufgrund der spezifischen Ansatzpunkte der BoNTSs ist es moglich, sich ihrer bei der Aufkla-
rung von SNARE-Komplex-abhangigen Vorgangen, wie der Exozytose (LUDGER u. GALLI
1998, LINIAL 2000) oder der Phagozytose (HACKAM et al. 1998) zu bedienen.

2.2 SNARE-Komplex

2.2.1 Vorkommen und Bedeutung

Fusionen zwischen intrazellularen Vesikeln und Membranen erfordern besondere Proteine,
welche die Lipiddoppelschichten so weit zusammenbringen, dass eine Verschmelzung mog-
lich wird (JONS 2001). Die Spezifitat wird gemaR dem SNARE-Modell dadurch erreicht, dass
die SNARE-Proteine des Vesikels (v-SNAREs) mit verwandten Rezeptorproteinen der Ziel-
membran (t-SNAREs, vgl. engl: target = Ziel) interagieren (SOLLNER et al. 1993,
ROTHMAN u. WARREN 1994). SNARE-Proteine (SNARES) sind in nahezu jede Art hetero-
und homotypischen (NICHOLS et al. 1997) membranéaren Verkehrs innerhalb der Zelle in-
volviert (PFEFFER 1999) und bilden eine neue Superfamilie kleiner, membranverankerter,
hochkonservierter Proteine — ,von der Hefe bis zum Menschen* (BENNETT u. SCHELLER
1993, FERRO-NOVICK u. JAHN 1994).

In der Zelle existieren verschiedene Isoformen von SNAREs nebeneinander (BOCK u.
SCHELLER 1999). So sind bei Hefen 25 SNARES, bei Saugetieren mehr als 35 SNAREs
beschrieben. Teilweise Uben SNAREs verschiedene Funktionen in multiplen Schritten des
Membranenverkehrs aus. Von manchen SNAREs ist bekannt, dass sie andere ersetzen
kénnen. Die Faktoren, die dafiir sorgen, dass bestimmte SNAREs an einigen Fusionspro-
zessen teilnehmen, von anderen aber ausgeschlossen werden, sind noch nicht genau be-
kannt. Die Spezifitait der SNARE-Paarungen ist nicht ausreichend, um die Spezifitat der
Organellenfusionen zu bestimmen (BRANDHORST et al. 2006).

2.2.2 Aufbau und Prinzip

Ein Grofteil des Wissens um die SNARES ruhrt von Studien Uber die Freisetzung von Neu-
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rotransmittern. Die Funktion des v-SNAREs wird bei der neuronalen Exozytose vom Synap-
tobrevin (entspricht dem VAMP = vesikelassoziiertes Membranprotein), die der t-SNAREs
durch Syntaxin und SNAP-25 wahrgenommen (RIZO 2003). ,SNAP-25* steht im Gegensatz
zu dem Akronym ,SNAP* (s. 0.) fur (vgl. engl.) ,synaptosome-associated protein of 25 kDa"
(MARGITTAI et al. 2001). ROTHMAN (1994) konnte zeigen, dass das Prinzip auch auf
nichtsynaptische Fusionsereignisse zu Ubertragen ist.

Die Entwicklung des Modells begann mit der Entdeckung des NSF von BLOCK et al. (1988).
Der NSF sorgt mittels seiner ATPase-Aktivitat (SOLLNER et al. 1993) fir die Entflechtung
der SNAREs nachdem die Fusionsprozesse beendet sind. Dadurch stehen die SNAREs flr
folgende Transportrunden zur Verfugung (ROTHMAN 2002).

Im Laufe der Zeit ist das urspringliche SNARE-Modell jedoch erweitert worden, so dass die
Rolle der beteiligten Komponenten nun etwas klarer ist. SUDHOF et al. (1993) konnten bele-
gen, dass BoNTs zwar die Freisetzung von Neurotransmittern, nicht aber das Andocken der
transmitterhaltigen Vesikel an der synaptischen Membran verhindern. Entgegen friiheren
Vermutungen liegt die Bedeutung der SNARE-Proteine also nicht in der Vermittlung des An-
dockprozesses, sondern vielmehr im Bereich der Membranenfusion (HANSON et al. 1997).
Die Fusion wird durch eine Vielzahl verschiedener Proteine eingeleitet. An dieser Stelle sol-
len jedoch nur die Substrate der BONTs besprochen werden. In der unten stehenden Abbil-
dung (Abb. 4) wird deren Funktion schematisch gezeigt. Das VAMP ist vesikelgebunden, das
Syntaxin und das SNAP-25 sind dagegen plasmamembrangebunden. Zwei a-Helices des
SNAP-25 gehen Wechselwirkungen mit den entsprechenden zytoplasmatischen Domanen
von VAMP und Syntaxin ein.

Bei dem Aufbau des SNARE-Komplexes wird nach PAUMET et al. (2004) eine Helix stets
vom v-SNARE gestellt, die drei anderen gehdren zu den t-SNAREs (ein Syntaxin und zwei
leichte Ketten von einem (vgl. Abb. 4) oder zwei anderen t-SNARES). Die Bildung dieser vier-
fachen Helix (POIRIER et al. 1998) vollzieht sich nach dem ,Reif3verschluss-Prinzip“ vom N-
terminalen Ende der Domé&ne zum C-terminalen Ende. Dadurch werden die Membranen
dicht aneinander herangebracht (HANSON et al. 1997, LIN u. SCHELLER 1997) und die
Fusion ermdglicht (SUTTON et al. 1998).

Die Sequenzen, die diese Helices formen, werden ,SNARE-Motive* genannt (RIZO 2003).
Dabei wird jede der vier Helices durch ein anderes SNARE-Motiv reprasentiert (GRAF et al.
2005). Unter einem Motiv versteht man die Suprasekundarstruktur eines Proteins (PETRI-
DES u. KALBITZER 2001). Das SNARE-Motiv ist konserviert und umfasst ca. 60 bis 70 Ami-
nosauren. Jedes SNARE-Protein besitzt mindestens ein Motiv. Es ist gewdhnlich nahe der
C-terminalen Transmembrandoméne lokalisiert. Das SNARE-Motiv gilt als Substrat der
BoNTs (ROSSETTO et al. 1994).

Im Zentrum dieses Motivs findet sich bei einigen SNARES, wie dem Synaptobrevin, ein Argi-
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nin (R), bei anderen, wie Syntaxinen, ein Glutamin (Q) an exponierter Stelle (JONS 2001).
Diese Entdeckung zog eine Reklassifizierung in Q- und R-SNAREs anstelle der v- und t-
Bezeichnungen nach sich. Diese Nomenklatur ist insofern Uberlegen als bei einigen Fusions-
ereignissen — z.B. homotypischen Fusionen — eine strikte Trennung in Vesikel- und Ziel-
membran nicht mdglich ist (FASSHAUER et al. 1998). Die Q-SNAREs ktnnen weiter in Qa
(Syntaxine), Qb und Qc (Homologe des N-und C-terminalen SNARE-Motivs des SNAP-25
bzw. andere SNARE-Isoformen) unterteilt werden. Alle funktionalen SNARE-Komplexe be-
stehen aus diesen vier Motiven (JAHN et al. 2003).

Das SNARE-Motiv besitzt neun Glieder. Davon sind drei carboxyliert und alternieren mit hyd-
rophoben und hydrophilen Anteilen (ROSSETTO et al. 1994). Es ist oberflachlich exponiert
und gemald SCHIAVO et al. (2000) in zwei Kopien im VAMP, in zwei Kopien im Syntaxin und
in vier Kopien im SNAP-25 prasent (siehe Abb. 5).

Q%ﬂ Eﬁ

Abb. 4: Modell der SNARE-vermittelten Membranenfusi ~ on am Beispiel der neuronalen Exozyto-
se, nach RIZO (2003). Jeder zytoplasmatische Teil d er SNAREs besitzt zwei Doménen: Eine N-
terminale Doméane und ein SNARE-Motiv (PAUMET et al.  2004). Die Motive ( a-Helices) sind als
Zylinder dargestellt. In dieser Abbildung tragt SNA  P-25 mit zwei Motiven zum Komplex bei. In

Syntaxin

anderen Systemen kénnen die beiden Motive auch von zwei unterschiedlichen t-SNARES ein-
gebracht werden. Beim Syntaxin ist die zweite Motiv  -Kopie (orange) ebenfalls dargestellt. Die

weiteren Kopien der anderen Motive werden vernachlda  ssigt. Einzelheiten im Text.

2.2.3 Der SNARE-Komplex und BoNTs

Die BoNTs erkennen eher die Tertiarstruktur ihrer Substrate als die Primarstruktur (SCHIA-
VO et al. 2000). Sie bedirfen mindestens eines SNARE-Motivs innerhalb der jeweiligen Pro-
teinsegmente, um ihre Wirkung entfalten zu konnen (ROSSETTO et al. 2001).

In der folgenden Abbildung (Abb. 5) sind die jeweiligen Substrate der BoNTs dargestellt.
WASHBOURNE et al. (1997) untersuchten den Zusammenhang der BoNTs A und E mit den
vier Motiv-Kopien am SNAP-25. Dabei fanden sie heraus, dass die Kopie, die sich nahe dem
C-terminalen Ende befindet, bei beiden Toxinen fir eine effiziente Spaltung notwendig ist. Im
Falle einer Abwesenheit dieser Kopie sind die anderen drei in der Lage, in unterschiedlichem
Ausmal} als Ersatz zu dienen. BoNT C besitzt Substrate im Bereich des Syntaxins und des
SNAP-25. Am Syntaxin wird das Motiv nahe des C-terminalen Endes geschnitten (SCHIAVO
et al. 1995), bei SNAP-25 &hnelt die Schnittposition derjenigen bei BoNT A (VAIDYA-
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NATHAN et al. 1999). PELLIZZARI et al. (1997) konnten zeigen, dass BoNT D und F Uber-
wiegend mit der Kopie nahe des N-terminalen Endes interagieren. BONT B und BoNT G als
weitere VAMP-wirksame Proteasen erkennen wiederum die Kopie in der Nahe des C-
terminalen Endes (PELLIZZARI et al. 1996).

Vesikelmembran Plasmamembran

SMAP-25

=

e g
WVAMPY Synaptobrevin CDDEOEL_E__?E%
BoNT G

BoNT C BoNTE

BoNT D
CO0H " NHH Syntaxin
BoNT F BoNT C

BoNT B g S— - BLLT

- -—

— " NHH

Abb. 5: Darstellung der Substrate und der Schnittst ~ ellen der BoNTs, modif. nach ROSSETTO et
al. (2001). Die kleinen Kastchen innerhalb der SNAR Es bezeichnen die fur die Substrat-BoNT-

Interaktion notwendigen SNARE-Motive. Einzelheiten im Text.

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 5) wird eine Ubersicht Giber die genauen Schnittstellen

der BoNTs in den unterschiedlichen Substraten gegeben.

Tab. 5: Ubersicht iiber die Schnittstellen der BoNTs in den verschiedenen Proteinen des SNA-

RE-Komplexes.

Neurotoxintyp ~ Schnittstelle Protein

A Glutamin®®’-Arginin*®® SNAP-25
B Glutamin®-Phenylalanin”®  VAMP

C Lysin-Alanin*© Syntaxin
C Arginin*®-Alanin'®*@ SNAP-25
D Lysin®>°-Leucin®® VAMP

E Arginin*®-Isoleucin®® SNAP-25
F Glutamin®®-Lysin®® VAMP

G Alanin®-Alanin®® VAMP

* Position variiert entsprechend den unterschiedlichen Isoformen.
@ BINZ et al. (1994), ® SCHIAVO et al. (1992), © SCHIAVO et al. (1995), ¥ VAIDYANATHAN et al.
(1999), © PELLIZZARI et al. (1997), ?® YAMASAKI et al. (1994).

Nicht alle SNARE-Isoformen sind BoNTs gegeniuber empfindlich (MARTINEZ-ARCA et. al.
2000, ROSSETTO et al. 2001). Resistenzen sind durch Mutationen im Bereich der Schnitt-
oder Bindungsstelle begriindet (SCHIAVO et al. 2000).
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2.3 SNARESs und eukaryote Degradierungssysteme

Eukaryoten sind ein- und mehrzellige Organismen, die sich u. a. durch den Besitz von Inter-
mitosezellkernen, organisierten Mitochondrien, einem endoplasmatisches Retikulum und
80S-Ribosomen auszeichnen (WIESNER u. RIBBECK 2000).

Zwei wesentliche Degradierungssysteme verschiedener eukaryoter phagozytierender Zellen
(Protozoen wie Tetrahymena pyriformis oder Granulozyten von Saugetieren) sind die Degra-
dierung mittels Phagozytose und durch die Freisetzung lysosomaler Enzyme. Ein Zusam-
menhang dieser Degradierungsstrategien und Komponenten des SNARE-Komplexes konnte

bereits fir verschiedene eukaryote Zellen gezeigt werden.

2.3.1 Die Rolle von SNAREs in Degradierungssystemen bei Metazoa

BRUMELL et al. (1995) fanden Hinweise, dass bei humanen neutrophilen Granulozyten die
Fusion von priméren Lysosomen mit Phagosomen mit dem entsprechenden Vorkommen von
Isoformen der Mitglieder des SNARE-Komplexes zusammenhéngen koénnte. Dies wurde
durch HACKAM et al. (1996) bestatigt, die die Syntaxin-Isoformen 2, 3 und 4 in der Phago-
somenmembran bei humanen und murinen Makrophagen nachwiesen und dadurch zur Er-
hartung der These beitrugen. DESJARDINS et al. (1997) wiesen nach, dass auch die
Synaptobrevin-lsoformen 1 und 2 in murinen Makrophagen lokalisiert sind. Schlie3lich konn-
te bei Alveolarmakrophagen (Kaninchen) die Notwendigkeit der Syntaxin-lsoform 7 und der
VAMP-Isoform 7 als SNAREs fir die spate Endosomen-Lysosomen-Fusion im Zuge der En-
dozytose belegt werden (WARD et al. 2000).

Weiterhin wiesen HACKAM et al. (1998) bei murinen Makrophagen den essentiellen Charak-
ter der SNARE-vermittelte Exozytose von Endomembranen fir den Ablauf der Phagozytose
nach. Der Nachweis wurde mittels BONT B erbracht. Anderenfalls kdme es zu einer Nettore-
duktion der Zelloberflache durch Endozytose.

CHEN et al. (2000) zeigten die Beteiligung von t-SNARES, NSF, Syntaxinen und eine SNAP-
25-1soform (SNAP-23) als wesentliche Faktoren bei der Exozytose lysosomaler Enzyme hu-
maner Thrombozyten.

Auch fur Zellen aus Nierenzelllinien von Ratten (NRK-cells, vgl. engl: hormal-rat-kidney-cells)
wurde der Nachweis einer notwendigen Beteiligung von SNARE-Proteinen an der Exozytose
lysosomaler Enzyme gebracht. Diese war durch den Einsatz von BoNT E zu hemmen (RAO
et al. 2004).

2.3.1.1 Nutzung der BoNT-beeinflussten Phagozytose als diagnostisches Verfahren

Versuche zur Beeinflussung der Phagozytose von Leukozyten mittels BONTs wurden von
MINERVIN et al. (1955) durchgefihrt, wobei in vitro eine starke Reduktion der Aktivitat durch
BoNT A und B dokumentiert wurde. Die Autoren benutzten Leukozyten von Kaninchen und
konnten mittels neutralisierendem equinen Antiserum eine Spezifitdt der Phagozytosehem-
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mung von Staphylokokken zeigen. SAVIN (1955) wandte diese Methode zur Detektion Klei-
ner Mengen BoNT in Lebensmitteln an. Die Depression der Phagozytose sollte sogar weit
sensitiver als der klassische Maus-Bioassay reagieren. SAVIN (1955) vermerkte den wesent-
lich geringeren Zeitumfang fir den Toxinnachweis (2 bis 3h) und bestétigte die Moéglichkeit
der Typisierung mittels Antiserum. Auch SHVEDOV (1959) griff wahrend seiner Experimente
auf dieses System zurlick, um die Anwesenheit des Toxins zu belegen.

Angaben zu den nachgewiesenen Toxinmengen sind nur sparlich vorhanden, eine Nach-
weisgrenze wird nicht angegeben. Allerdings arbeitete SHVYEDOV (1959) mit BoNTs, deren
Anfangskonzentration bei 1,50E+00 bis 2,50E+00 MLD liegen sollte.

Gegen diese Ergebnisse meldete FREEMAN (1961) jedoch Zweifel an, da er mit einer Mau-
se-LDsy von 2,00E+06/ml vom BONT A keine signifikante Beeinflussung der Phagozytose
von Staphylokokken fand. Im Gegensatz zu den o. g. Autoren nutzte er jedoch murine poly-

morphkernige Leukozyten.

2.3.2 Die Rolle von SNAREs in Degradierungssystemen bei Protozoa

Untersuchungen zur Phylogenie und Evolution einzelner Komponenten innerhalb der Euka-
ryoten wurden von DACKS und DOOLITTLE (2001) durchgefiihrt. Sie diskutierten die EXxis-
tenz eines primitiven Syntaxins und dessen Zusammenhang mit dem Endomembranen-
verkehr eines friihen eukaryoten Vorfahrens. 2002 veroffentlichten dieselben Autoren eine
detailliertere Studie zu dieser Problematik, in die sie Protozoen wie Giardia intestinalis und
Trypanosoma brucei einbezogen. Dabei fanden sich Hinweise, dass Syntaxinvarianten
wahrscheinlich bei allen Eukaryoten, einschlie3lich der protozoaren, prasent sind und eine
universelle Rolle im Membranenverkehr spielen. Belegt wird dies auch durch die Arbeit von
BOGDANOVIC et al. (2002), die bei Dictyostelium discoideum, einer Amébenart, Syntaxine
und VAMPs als fur die Makropinozytose notwendige Komponenten nachwiesen. Diese leiten
dabei die Fusion von Endosomen mit primaren Lysosomen durch Bildung eines aktiven
SNARE-Komplexes ein.

Als Vertreter der Ziliaten war Paramecium tetraurelia Gegenstand der Untersuchungen.
KISSMEHL et al. (2002) gelang es, den NSF molekularbiologisch nachzuweisen, was die
These der konservierten, universellen Strategie der Fusionsvermittlung weiter starkt. Dariiber
hinaus konnten die Autoren, wie auch FROISSARD et al. (2002), die funktionelle Bedeutung
bei Prozessen wie der Phagozytose und der Exozytose von Extrusionstrukturen wie Tricho-

zysten belegen.

17



Literaturiibersicht

2.4 Tetrahymena pyriformis GL (T. pyriformis)

2.4.1 Einfuhrung

,Das birnférmige Wimperthierchen, Leucophrys pyriformis, eine neue Art..."

betitelte EHRENBERG (1832) die erste charakteristische Beschreibung sowie Zeichnung
einer Spezies, die 1923 von LWOFF (1923) isoliert und als erstes Protozoon axenisch gehal-
ten werden konnte. 1940 wurde der Einzeller durch FURGASON (1940) als neue Gattung
und Art (Tetrahymena geleii) identifiziert und ist heute unter Tetrahymena pyriformis (T. pyri-
formis) bekannt.

2.4.1.1 Taxonomie

Die Systematisierung der ,Protozoa”“ (GOLDFUR 1818), der ,Protoctista“ (HOGG 1860) bzw.
der ,Protisten“ (HAECKEL 1866) gestaltet sich, wie schon aus den unterschiedlichen Termini
ersichtlich, als aul3erordentlich schwierig. Dies ist der enormen Diversitat dieser Mikroorga-
nismen geschuldet. Diese Ubertrifft sogar diejenige der bekannten Spezies von Viren und
Prokaryoten (CORLISS 2002). So umfassen diese Begriffe keineswegs eine monophyleti-
sche taxonomische Einheit. Stattdessen decken sie lediglich eine para- oder polyphyletische
Gruppierung von uberwiegend mikroskopisch kleinen, eukaryoten und unizellularen Orga-
nismen. Jedoch wird auch diese Definition nicht vollsténdig der Vielfalt gerecht (HAUSMANN
et al. 2003).

Das ordnende System ist, nicht zuletzt durch die Einflihrung neuer Methoden, stetig im
Wandel. Einen der zurzeit jingsten Beitrage fir Tetrahymena bis zur Subklassen-Ebene
haben HAUSMANN et al. (2003) vertffentlicht:

Kingdom: Protozoa
Subkingdom: Neozoa
Infrakingdom: Alveolata
Superphylum: Heterokaryota
Phylum: Ciliophora
Subphylum: Intramacronucleata
Class: Oligohymenophorea
Subclass: Hymenostomatia

Genus: Tetrahymena

2.4.1.2 Morphologie
Die morphologischen Charakteristika von T. pyriformis (siehe Abb. 6 und Abb. 7) spiegeln

sich bereits im Namen wider. So handelt es sich bei diesem Einzeller um einen birnenférmi-

gen Organismus, der in Kulturen eine GroR3e von 10 bis tber 90 ym (Durchschnitt 50 x 30
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pm) erreicht (CORLISS 1973). Mit 40 bis 60 x 20 bis 30 ym wird in vivo eine ahnliche Varian-
te beschrieben (FOISSNER et al. 1994). Der Einzeller besitzt im anterioren Viertel einen Zy-
tostom-Zytopharynx-Komplex mit vier ,Blattchen, i. e. einer rechts liegenden, undulierenden

Membran und drei gegentberliegenden Membranellen. Dieser Komplex determiniert die
ventrale Seite (ELLIOTT u. KENNEDY 1973).

Abb. 6 Abb. 7

Abb. 6: T. pyriformis, Nativpraparat, Phasenkontrastmikroskop, der schwa rze Balken ent-
spricht einer Lange von 20 um. Im linken Teil der Abbildungist  T. pyriformis in der Teilung
zu sehen, a = Mundfeld, b = Nahrungsvakuolen, c =Z ellkern. Einzelheiten im Text. Nach
PATTERSON (1996).

Abb. 7: T. pyriformis, fixiert, Silberfarbung, der schwarze Balken entsp  richt einer Lange von
20 ym, a = bukkale Kavitat, b = Zytopharynx, ¢ = Zilien , d = Zellkern. Einzelheiten im Text.
Nach PATTERSON (1996).

Der Einzeller &hnelt in seinen zytoplasmatischen Elementen (NILSSON 1981) einer typi-
schen eukaryoten Zelle (LOFFLER u. HASILIK 2003), jedoch um verschiedene Strukturen
erganzt, die fur das singulare Leben wichtig sind.

So dient der Abgrenzung zwischen innerem und aufRerem Milieu ein Kortex, der durch seine
Festigkeit dem Protozoon die Gestalt gibt (GRUNER 1993). Der Kortex umfasst per Definiti-
on jenen spezialisierten Zellanteil, der zum einen mit der Umwelt, zum anderen mit dem En-
doplasma in Kontakt steht (PAULIN 1996). Strukturell lasst er sich in Pellikula und
Infraziliatur gliedern. Die &uRRere Pellikula kann als funktionell-morphologische Einheit aus
Plasmalemma und unterlagerten filamentdsen Strukturen (Alveoli und Epiplasma) beschrie-
ben werden (HAUSMANN 2003). Die sich anschlielBende Infraziliatur versammelt alle Kine-
tosomen und ihre assoziierten fibrillaren Strukturen (LYNN 1996).

15 bis 25, meist 17 bis 21 meridionale Zilienreihen saumen den Koérper (FOISSNER et al.
1994). Davon bleiben jedoch das extreme anteriore und das posteriore Ende ausgenommen
(HILL 1972). Die Zilien dienen nicht nur der Lokomotion, sie sind ebenso durch ihre Aktivitat
an der Nahrungsaufnahme beteiligt (BRUSCA u. BRUSCA 1990).

Ingestion und Defékation von partikularen Nahrungsbestandteilen werden tber besondere
Strukturen vollzogen, den Zytostom-Zytopharynx-Komplex innerhalb der bukkalen Kavitat
(NILSSON u. WILLIAMS 1966) bzw. Uber die Zytopyge (oder Zytoprokt), die das posteriore
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Ende determiniert (ELLIOTT u. CLEMMONS 1966).

Der Stamm GL ist amikronuklear (HIGASHINAKAGAWA et al. 1975) und besitzt folglich nur
den Makronukleus (ELLIOTT u. KENNEDY 1973). Damit ist ihm die Méglichkeit zur Konjuga-
tion verwehrt (ALLEN u. GIBSON 1973). Das Akronym GL steht fir Glaucoma Lwoff, eine
Zusammensetzung aus dem frilheren Gattungsnamen und dem Namen des Autors, dem die
Erstisolierung und Etablierung einer axenischen Kultur gelang (s. 0.). CORLISS (1952) be-
zeichnet diesen Stamm als die ,echte” T. pyriformis.

Die Fahigkeit zur Bildung von Zysten ist T. pyriformis GL nicht gegeben (CALLEJAS u. GU-
TIERREZ 2003).

2.4.1.3 Vorkommen und Lebensweise

T. pyriformis hat sich laut ELLIOTT (1973) als frei schwimmender Ziliat seinen Lebensraum
in nahezu allen SuRwasserhabitaten weltweit erobert.

CORLISS (1973) beschreibt die Lebensweise als mikrophag (bakteriovor), weist aber auch
auf Koprophilie, Uberleben unter saprophagen Bedingungen und die fakultativ parasitéare und
histophage Natur des Einzellers hin. Als Besonderheit gelingt die Haltung in axenischen, per
se nonpartikularen und in chemisch definierten Medien. Diese Eigenschaft tragt zu der gro-
en Popularitat bei.

Die Vermehrung von T. pyriformis erfolgt durch Querteilung in zwei identische Tochterzellen
(RUPPERT u. BARNES 1994). Dabei kdnnen, unter Einhaltung optimaler Bedingungen
(konstante Temperatur von 28€, ausreichende Versor gung mit Luft, permanentes Schutteln
der Kultur), in dem Ublichen Proteose-Pepton-Yeast-Medium (PPY-Medium) Generationszei-
ten von ca. drei Stunden und ein Uberleben der Kultur ohne Transfer bis zu einem Monat
erreicht werden (NILSSON 1989).

2.4.2 Wege in das innere Milieu

Die Stoffaufnahme vollzieht sich tiber verschiedene Mechanismen und Routen:

Fur Wasser, lonen und kleine, unpolare Molekiile besteht die Moéglichkeit der einfachen,
transmembranaren Passage via Diffusion Uber die gesamte Oberflache (HOLZ 1973).
Kleinere Verbindungen wie Aminosauren, Nukleoside oder Vitamine kénnen Uber Carrier
aufgenommen werden. GroRere Verbindungen wie Proteine etc. gelangen in geldster Form
mittels Pinozytose ins Innere. Die Pinozytose vollzieht sich an bestimmten Strukturen der
Pellikula (parasomale Sackchen). Partikulare Elemente finden nur Uber die anatomisch be-
sondere Eintrittspforte (Zytostom-Zytopharynx-Komplex) den Weg in die Zelle (RASMUS-
SEN 1976). Mit der Phagozytose von Partikeln werden immer auch Mediumbestandteile mit
in die Futtervakuolen aufgenommen (RICKETTS 1972). Solche Partikel entstehen auch in
dem eigentlich nonpartikularen PPY-Medium durch die Prazipitation von Metallsalzen (RAS-
MUSSEN u. KLUDT 1970).
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2.4.2.1 Zellmembranen und Pinozytose

Drei Membranen umhdallen T. pyriformis. Deren Terminologie ist jedoch nicht eindeutig: Die
auRBere Grenzmembran oder Plasmalemma (HAUSMANN et al. 2003) entspricht der &uRRe-
ren pellikularen Membran von TOKUYASU und SCHERBAUM (1965) und bedeckt die Zilien
(ALLEN 1967). Unterlagert wird sie von der auf3eren alveolaren Membran (= innere pellikul-
re Membran, nach TOKUYASU u. SCHERBAUM 1965), die wiederum kontinuierlich in die
innere alveoldre Membran (= zytoplasmatische Membran, gemals TOKUYASU u. SCHER-
BAUM 1965) tbergeht (ELLIOTT u. KENNEDEY 1973). Durch die Verbindung der beiden
letztgenannten entstehen Alveolen (ALLEN 1967), die fur das Infrakingdom namensgebend
sind. lhre Funktion ist unbekannt. Es werden eine oberflachenstabilisierende Wirkung und
ein Beitrag zum Wasser- und lonenhaushalt vermutet (CAMPBELL u. REECE 2003).

Die aullere Grenzmembran (Plasmalemma) ahnelt in ihrem Aufbau sehr stark dem der
Membranen von Metazoa. Sie stellt auch bei T. pyriformis eine Lipiddoppelschicht dar, in die
periphere und integrale Proteine an- bzw. eingelagert sind. Elektronenmikroskopisch findet
sich der typische dreischichtige Aufbau. Nach auf3en schlief3t sich eine dichte Glykokalyx aus
mit Sialinsédureresten verbundenen Oligosaccharidanteilen der Glykoproteine und —lipide an.
An ihr finden sich zahlreiche Rezeptoren (MEHLHORN u. RUTHMANN 1992).

Der Einzeller synthetisiert keine Sterole (MEHLHORN u. RUTHMANN 1992). Daher findet
sich als Abweichung von der bisherigen Analogie zu héheren Organismen anstelle des Cho-
lesterols das Tetrahymenol (NOZAWA u. THOMPSON 1971).

Phosphatidylethanolamin, 2-Aminoethylphosphonolipid und Phosphorylcholin bilden den
Hauptphosphoglyceridanteil der duRere Grenzmembran (FERGUSON et al. 1982). Darlber
hinaus ist das Vorkommen von Gangliosiden (KOTSIFAKI et al. 1985) beschrieben.

Das Lipidmuster unterliegt einer gewissen Plastizitdat. So kann es in Abhangigkeit von Tem-
peratur (CONNOLLY et al. 1985, RAMESHA et al. 1982, OHKI et al. 1979), Alters- (NOZA-
WA et al.1980a) und Erndhrungszustand einer Kultur (NOZAWA et al. 1980b) sowie der
lonenkonzentrationen im Medium (MATTOX u. THOMPSON 1980) zu Veranderungen in
Bezug auf Sattigungsgrad (einhergehend mit der Fluiditat) und Zusammensetzung der Fett-
sauren, der Phosphoglyceride, der Phospholipide und ihrer polaren Kopfgruppen kommen.
Die duBere Grenzmembran penetriert anterior der Zilien die inneren pellikuldren Schichten
leicht ausbuchtend und formt dadurch die bereits genannten parasomalen Sackchen. In die-
sen Bereichen besteht folglich ein direkter Kontakt mit dem Zytoplasma (PITELKA 1961).

Die parasomalen Séckchen finden sich Gber die gesamte Oberflache verteilt, auch die orale
Ziliatur bildet keine Ausnahme. lhre Anzahl wird mit durchschnittlich 1.000 Stiick pro Zelle
angegeben (NILSSON 1976). Sie bilden so genannte coated pits (NILSSON u. VAN DEURS
1983), Bereiche mit einer Clathrin-&hnlichen Beschichtung (HAUSMANN u. RADEK 1996).
Die Pinozytose vollzieht sich als rezeptorabhangige Endozytose (ALLEN u. FOK 1993). Die
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Aufnahmevolumina sind im Vergleich zur Phagozytose ungleich geringer. Bis zu 6 % der
Volumina von Futtervakuolen kann T. pyriformis Uber die Pinozytose aufnehmen (NILSSON
u. VAN DEURS 1983).

Das endosomale System &hnelt stark dem von Mammalierzellen, was auf eine friihe evoluti-
onare Entstehung schlie3en lasst. (HAUSMANN u. RADEK 1996).

Die Membran zeigt weitere Analogien in ihrer Bedeutung fur die Informationsiibertragung. So
sind zahlreiche membranstandige Rezeptoren fiir verschiedene Vertebratenhormone (KO-
HIDAI et al. 1995, CSABA et al. 1999, CSABA et el. 2004) und andere Signalstoffe, wie Opi-
ate (O'Neil et al. 1988) beschrieben.

2.4.2.2 Zytostom-Zytopharynx-Komplex und Phagozytose

Der Zytostom-Zytopharynx-Komplex besitzt einen komplizierten Aufbau. An dieser Stelle
sollen nur die fir das Verstandnis der Phagozytose notwendigen Strukturen (Abb. 8) bespro-
chen werden.

Die bukkale Kavitat entspricht einer trichterformigen Einziehung des Kortexes, unterscheidet
sich also in der au3eren Begrenzung bis auf das Zytostom nicht vom restlichen Zellleib und
hat an der weitesten Ausdehnung die Ausmaf3e 11,5 um x 7 ym. An ihrem Grund, der nur
wenige Mikrometer tiefer liegt, befindet sich mit dem Zytostom der Eingang in das Zellinnere.
Die linke Seite des Zytostoms wird von der zytostomalen Lippe gesaumt, welche mutmallich
an der Selektion der Nahrung bzw. an der Vakuolenbildung beteiligt ist (ELLIOTT u. CLEM-
MONS 1966). An sie schlief3t sich in Richtung Zytoplasma eine konische Kavitat an (Zy-
topharynx). Der Ubergang des Zytopharynx in die Futtervakuole ist flieBend und nur
aufgrund der unterschiedlichen Membraneigenschaften beider Organellen zu definieren
(NILSSON u. WILLIAMS 1966).

Die Aufnahme groRerer Stoffe setzt aufgrund der Struktur des Kortexes spezielle Anpassun-
gen voraus. Dementsprechend fehlen der Grenzmembran auch im Bereich des Zytostoms
die unterlagerten Strukturen. Es besteht folglich dieselbe Situation wie bei den parasomalen
Sackchen und der Zytopyge. Dadurch wird ein Passieren von Partikeln mdglich (HAUS-
MANN u. RADEK 1996).

Der starre, rigide Kortex bedingt weitere Besonderheiten im Phagozytoseprozess. So mus-
sen die Membranen, die fur die Inkorporation samtlichen partikularen Materials notwendig
sind (HAUSMANN 2002), dafur eigens gebildet werden.

Neue Membranen entstammen dem Recycling an der Zytopyge, der Mikropinozytose von
Vesikeln wahrend des Digestionsvorganges sowie der Synthese im Golgi-Apparat. Die letzt-
genannten konnen Verdauungsenzyme enthalten. Die Synchronisation dieser Prozesse ist
zurzeit noch nicht hinreichend verstanden.

Ein besonderes Transportsystem bringt die préaformierten Membranen als kleine Vesikel vom

Zellinneren zum Zytostom. Zum Teil gelingt dies Uber Mikrotubuligertste als Leitstrukturen.
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Ein Einfluss von zytoplasmatischem Dynein wird dabei diskutiert. Anschliel3end fusionieren
die Vesikel mit der sich bildenden Nahrungsvakuole (HAUSMANN u. RADEK 1996). Das
Adressieren der Vesikel ist noch unklar.

Fir den Prozess der Anbildung werden Hunderte bis Tausende Vesikel benétigt (HAUS-
MANN u. RADEK 1996). Doch weder die Lipid- (WEIDENBACH u. THOMPSON 1974), noch
die Proteinkomponenten (RICKETTS u. RAPPITT 1975a und b) der Membranen werden
wéhrend der Vakuolenbildung de novo synthetisiert. Wahrend sich eine neue Nahrungsva-
kuole formiert, wird auf bereits im Zytoplasma prasente Membranvesikel zurtickgegriffen.
Ziliaten sind also nur in der Lage, Nahrung aufzunehmen, solange dieser Vorrat nicht er-
schopft ist. (HAUSMANN u. RADEK 1996).

NILSSON (1987) beschreibt die Phagozytose von Escherichia coli (E. coli) durch T. pyrifor-
mis und unterteilt dabei den Zyklus (Abb. 8) in acht Stadien:

Im Stadium 1 formiert sich eine Vakuole im Bereich des Zytostoms, induziert durch die me-
chanischen Eigenschaften der aufgenommenen Teilchen (MUELLER et al. 1965) und l6st
sich ab. Dies ist der erste Schritt der Digestion, von der Vakuole wird nun als Digestions-
oder Nahrungsvakuole gesprochen (HAUSMANN u. RADEK 1996). Die Bakterien liegen in
zufélliger Verteilung vor. Dieser Prozess vollzieht sich relativ schnell. Zellen, die zuvor in ei-
nem nahrungspartikelfreien Didtmedium gehalten wurden, zeigen die ersten neu gebildeten
Vakuolen nach Zugabe entsprechenden Materials bereits nach finf Minuten. Innerhalb von
15 Minuten ist im Zytoplasma bereits eine grofe Anzahl von ihnen sichtbar (ELLIOTT u.
CLEMMONS 1966).

Stadium 2 ist durch die aufkonzentrierende Dehydratation gekennzeichnet. Im Zuge dessen
sowie durch beginnende Ansauerung lysieren bereits einige Keime.

Im folgenden Stadium kommt es zur Fusion mit priméaren Lysosomen. Dies ist mit der Situa-
tion bei Mammalierzellen vergleichbar (DeDUVE 1963, DeDUVE 1964 und GORDON et al.
1965). Lysosomen beinhalten Hydrolasen, z. B. die saure Phosphatase, die ihr pH-Wert-
Optimum im Bereich 3,4 bis 5,6 besitzen (MULLER 1971). Durch ihre Aktivitat verstarkt sich
die Lyse der Bakterien. Intakte Erreger sind noch deutlich. Die Vereinigung primarer Lyso-
somen mit neu gebildeten Vakuolen kommt allein durch deren Bildung zustande und ist vom
Inhalt unabhangig (MUELLER et al. 1965).

Wahrend des Stadiums 4 entsteht durch eine typische Lagesituation im Inneren der Phago-
somen ca. 30 Minuten nach Beginn (ELLIOTT u. CLEMMONS 1966) ein so genannter ,Ha-
lo“. Dies geschieht dadurch, dass weiterhin unversehrte Keime zentral zu liegen kommen
und dabei derart von lysiertem Material umgeben werden, dass sich an der Vakuolenpe-
ripherie ein optisch weniger dichter Kranz bildet. Durch Mikropinozytose wird bereits nach

weiteren 30 Minuten lysiertes Material aus dem Inneren entfernt (NILSSON 1979).
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Abb. 8: T. pyriformis. Schema zur Illustration von méglichen Wegen der i ntrazellularen Digesti-
on, Erlauterungen im Text. 1 = zilienlose Kinetosom  en, 2 = Rippen, notwendig fur die Statik der
Membranstrukturen, 3 = undulierende Membran, 4 = bu  kkale Kavitat, 5 = Membranellae I-1ll, 6 =
Nahrungsvakuolen, 7 = extrudierte Nahrstoffe, 8 = R esidualvakuole an Zytopyge, 9 = zytosto-
male Lippe, 10 = sich formierende Vakuole, 11 = pin  ozytotisches Vesikel, 12 = Mitochondrium,
13 = primére Lysosomen, 14 = raues endoplasmatische s Retikulum (RER), 15 = autophagische
Vakuolen, 16 = kontraktile Vakuole, nach ELLIOTT un d CLEMMONS (1966).

Stadium 5 reprasentiert die Auflésung der noch verbliebenen Bakterien, dabei wiederholt
sich immer wieder die im vorangegangenen Stadium beschriebene Konstellation. Im Stadium
6 beinhaltet die Vakuole eine schmierig erscheinende, homogene Masse. Stadium 7 zeigt
zahlreiche bakterielle, vesikulare Membranstrukturen, die in das Zytoplasma aufgenommen
werden. Mit dem Stadium 8 endet der Zyklus schlie3lich durch die Defékation unverdauli-
chen Materials an der Zytopyge nach ca. zwei Stunden.

Wahrend der Wanderung durch die Zelle, &ndert sich der pH-Wert des Vakuoleninhaltes.
Anfanglich liegt er im sauren Bereich, zum Ende hin verschiebt er sich in den basischen
(Gruner 1993). Die Ansauerung der Vakuolen vor der Fusion mit den Lysosomen kommt
durch membranstandige Protonenpumpen zustande (MEHLHORN u. RUTHMANN 1992).
Die Zytoproktregion ist lang und eng und wird von elektronendichtem Material begrenzt, wel-
ches auch die Rander benachbarter Alveoli tberzieht. Zahlreiche Mikrotubuli dienen als Leit-
struktur (HAUSMANN u. RADEK 1996). MISLAN und SMITH-SOMERVILLE (1986) be-
schrieben die Fusion alterer Vakuolen vor der Egestion bei Tetrahymena vorax. Es ist nicht
unwahrscheinlich, dass bei T. pyriformis @hnliche Vorgénge ablaufen.

Im Laufe des Defdakationsprozesses nahert sich die Vakuole der Pellikula. Eine enzymati-
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sche Aktivitat ist nicht langer erkennbar. Gleichzeitig kommt es zum Einziehen der Zytopyge,
so dass die Grenzmembran mit der Vakuolenmembran verschmelzen kann. Nach dem Frei-
setzen des Inhaltes schlief3t sich die Zytopyge wieder (HAUSMANN u. RADEK 1996).

Die Vakuolenmembran wird durch eine Mikrotubuli- bzw. Mikrofilament-geleitete Endozytose
wieder aufgenommen (ALLEN u. WOLF 1979, SCOTT u. HUFNAGEL 1983) und zerfallt in-
nerhalb von 10 bis 15 Sekunden in Tubuli und kleine Vesikel, die nun recycelt und zum Zy-
tostom geschleust werden (HAUSMANN u. RADEK 1996).

Die Herkunft primarer Lysosomen aus dem Bereich des RER (Abb. 9) konnte von ELLIOTT
(1965) nachgewiesen werden. Ahnlichkeiten zu Saugetierzellen sind deutlich. Bei diesen
wurde der Ursprung der hydrolytischen Enzyme in den Ribosomen nachgewiesen (NOVI-
KOFF 1961) und ihr weiteren Weg Uber das raue endoplasmatische via des glatten en-
doplasmatischen Retikulums in den Golgi-Apparat und von dort in Golgi-Vesikel beschrieben
(NOVIKOFF et al. 1964).

Die Synthese der hydrolytischen Enzyme wird durch die Digestionsvakuolen stimuliert (EL-
LIOTT u. CLEMMONS 1966).

Auch pinozytotische Vesikel unterliegen laut ELLIOTT und CLEMMONS (1966) auf ihrem
weiteren Weg einer Fusion mit priméren Lysosomen (Abb. 8).

Darlber hinaus weisen die beiden Autoren auf das Vorkommen autophagischer Vakuolen
(Abb. 8) und ihre Bedeutung im Rahmen von zelleigenen Degradierungsprozessen hin.

Die Aufnahme von Teilchen ist aufgrund der Anatomie des oralen Apparates samt Filterein-
richtungen aus undulierender Membran und den Membranellen I-lll (Abb. 8) am effizientes-
ten, wenn sich ihre GréRRe zwischen 0,3 und 1,0 ym (FENCHEL 1980) beweqgt.

Seine Nahrung selektiert T. pyriformis aber wahrscheinlich nicht nur nach der Grol3e, die der
Siebapparat diktiert, sondern das Protozoon kann mutmaflich in der Aufnahme zwischen
lebenden und nicht lebenden Bakterien und Partikeln unterscheiden. Dabei sind Préaferenzen
fur lebende Keime deutlich (WATSON et al. 1981). Fir diese These sprechen die Beobach-
tungen von KOHIDAI et al. (2003), die eine Wirkung von fMLP (N-formyl-Methionin-Leucin-
Phenylalanin) als Chemoattractans nachwiesen.

T. pyriformis vermag es nicht, eine Bakterienpopulation vollstandig durch Phagozytose zu
eliminieren (WATSON et al. 1981).

2.4.3 Sekretion von Enzymen

T. pyriformis ist imstande, groBe Mengen lysosomaler Hydrolasen mittels Ca**-abhangiger
Sekretion (TIEDTKE et al. 1988a) in das Medium freizusetzen. Hauptsachlich handelt es sich
dabei um Glykosidasen und saure Phosphatase (MEHLHORN u. RUTHMANN 1992),
daneben Proteasen wie Tetrain (SUZUKI et al. 1998), Lipasen, z.B. Triacylglycerolipase oder
Phospholipase A; (FLORIN-CHRISTENSEN et al. 1986), Nucleasen (Ribonuclease, McKEE
u. PRESCOTT 1991, wie Desoxyribonuclease, MULLER 1972) und andere.
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Dies ist als Ausdruck extrazellularer Verdauungsschritte (TIEDTKE u. RASMUSSEN 1988,
RASMUSSEN et al. 1992) sowie moglicherweise als Abwehrmechanismus gegenuber Pra-
datoren (FLORIN-CHRISTENSEN et al. 1989) aufzufassen.

Das Wissen Uber Ort und Art der Sekretion ist derzeit noch sehr unbefriedigend. In der Lite-
ratur findet man mitunter einander widersprechende Aussagen.

MULLER (1972) vermutete einen Beitrag der kontraktilen Vakuole (Organelle zum Ausgleich
des osmotischen Ungleichgewichtes), der sich jedoch nicht bestatigte. SILBERSTEIN (1979)
untersuchte die Mdglichkeit der Freisetzung Uber die Egestion als potentiell noch aktiver In-
halt von Nahrungsvakuolen (ROTHSTEIN u. BLUM 1974) anhand einer Phagozytose-
blockierten Mutante. Da diese jedoch einen &hnlich hohen Spiegel extrazellularer Enzyme
wie der Wildtyp erreichte, scheint diese Route keine prominente Rolle zu spielen.

Weitere Versuche mit Mutanten zeigten, dass einerseits die Bildung und Egestion von Nah-
rungsvakuolen und andererseits die Sekretionsfahigkeit lysosomaler Enzyme voéllig unab-
hangig voneinander ablaufen kénnen (HUNSELER et al. 1987, TIEDTKE et al. 1988b bzw.
HUNSELER u. TIEDTKE 1992).

Diese Beobachtungen implizieren gemaR TIEDTKE et al. (1993), dass Lysosomen ihren In-
halt sowohl zu den Nahrungsvakuolen als auch zur Zelloberflache transportieren (siehe Abb.
9).

Eingedenk derer komplexen Struktur offerieren sich die parasomalen Sackchen als mutmal3-
lichen Ort der Freisetzung. Der Beweis steht allerdings noch aus.

Die Autoren fanden auRRerdem zwei unterschiedliche Formen der extrazellularen Enzyme,
eine l6sliche und eine, in je nach Enzym unterschiedlichem Mal3e, gebundene Variante. Die
I6slichen Enzyme werden nach der Fusion zwischen Lysosom und Membran nach auf3en
freigesetzt. Die gebundenen Enzyme werden zwar Uber die gleichen Vesikel an die Oberfla-
che transportiert, anschlieRend jedoch so inkorporiert, dass sie ihre Funktion im Medium
entfalten kdnnen, ohne den Kontakt zur Zelle zu verlieren. Alternativ unterliegen sie einem
Recycling (siehe Abb. 9).

LEONDARITIS et al. (2005) zeigten, dass die Sekretion lysosomaler Enzyme gesteigert wer-
den kann, wenn die Fusion von Phagosom und Lysosom ausbleibt. Dies ist in gleicher Weise
fur Makrophagen beschrieben (CLAUS et al. 1998). Bislang ist unbekannt, inwieweit es sich
bei diesen Lysosomen und denjenigen, die per se zur Zelloberflache transportiert werden,
um ein und dieselbe Population handelt oder doch um eigentlich zwei verschiedene, die sich
je nach Situation ergdnzen kénnen. HUTTON (1997) wies auf Analogien zwischen der Frei-
setzung von vesikeltransportierten Stoffen bei Metazoa (z.B. Neurotransmitter und pankrea-
tische Verdauungsenzyme) und bei Protozoa (z.B. sekretorische Lysosomen) am Beispiel
von Tetrahymena und Paramecium hin. Dabei formuliert er die Frage, inwieweit die bei héhe-

ren Organismen mit diesen Vorgédngen im Zusammenhang stehenden Proteine, i. e. Synta-

26



Literaturiib ersicht

xin, SNAPs, Synaptobrevin und damit die SNARE-Hypothese (HAY u. SCHELLER 1997), bei

diesen Einzellern von Bedeutung sind.

Abb. 9: Schema zu den Routen lysosomaler Enzyme. Sy  nthese im endoplasmatischen Retiku-
lum (ER), Verpackung Uber den Golgi-Apparat (GA) in Lysosomen (LY), die Verschmelzung mit
Phagosomen zu Phagolysosomen oder der Transport an die Zelloberflache und Freisetzung in
das Medium. Naheres im Text. 1 = bukkale Kavitat, 2 = sekretierte Enzyme, frei und membran-
gebunden, 3 = Egestion, PS 1 = Phagosom, PS 2 bis 4 = aufeinander folgende Stadien der Pha-
golysosomen, nach KIY et al. (1993).

Die Aufklarung der Adressierung der Lysosomen wie auch die Art der Fusion mit der Grenz-

membran als Einleitung der Exozytose stehen allerdings derzeit noch aus.

2.4.3.1 Saure Phosphatase

In Phagolysosomen liegt die saure Phosphatase zu bis zu 80% membrangebunden vor, in
den Sekretionsvesikeln hingegen nur zu 42%, wobei der Rest die |6sliche Form repréasentiert
(KIY et al. 1993). Das Enzym wird im maturen Zustand freigesetzt (BANNO u. NOZAWA
1984). ROTHSTEIN und BLUM (1974) zeigten, dass diese Freisetzung einer Kinetik erster
Ordnung folgt.

In gewissem Rahmen prasentiert sich die saure Phosphatase als induzierbar. So beschrei-
ben RASMUSSEN et al. (1992) einen Zusammenhang zwischen Phosphatmangel und Syn-
theseférderung mit erhohter Freisetzung. Das Medium beeinflusst gleichermalRen die
Sekretion. ROTHSTEIN und BLUM (1973) wiesen einen Anstieg in einem Diatmedium (Salz-
I6sung) und nach Zusatz von Acetat sowie einen hemmenden Einfluss von Glukose und Py-
ruvat nach. Catecholaminantagonisten, wie Dichloroisoproterenol u. a., fuhren ebenso zu
einer Erhéhung (ROTHSTEIN u. BLUM 1974).

Eine eminente Rolle ist ebenfalls dem Kulturalter zuzusprechen. So fanden LAZARUS und
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SCHERBAUM (1968) eine 5 bis 7fach hohere Aktivitat bei Zellen des Stammes GL in der
stationéren Phase verglichen mit Zellen in der logarithmischen Phase.

Aus den bisherigen Darlegungen lasst sich schliel3en, dass T. pyriformis lysosomale Enzyme
konstitutiv sezerniert, es sich bei der sauren Phosphatase folglich um kein reines induzierba-
res Enzym handelt. Die Zellen besitzen aber eine genligende Plastizitat, um auf umweltbe-
dingte Anderungen entsprechend reagieren zu kénnen (zusétzlich: Personliche Mitteilung
ARNO TIEDTKE, Minster, 21. 12. 2004, per E-Mail).

Die saure Phosphatase wurde von BANNO et al. (1987) in die erste von drei Klassen einge-
ordnet, die nach Sekretionskinetik unter Mangelbedingungen gruppiert sind. Demnach gehért
sie zu den langsam sezernierten Enzymen, i. e. pro Stunde werden ca. 4% der initialen zellu-
laren Aktivitat freigesetzt. Weiterhin fanden die Autoren, dass Cycloheximid die Sekretion
Uber einen Untersuchungszeitraum von vier Stunden in einem Salzmedium nicht zu beein-
flussen vermag. Das impliziert, dass diese Hydrolase in entsprechendem Malf3e nicht eigens
fur einen Freisetzungsprozess von solcher Dauer neu gebildet werden muss. Auch zeigt sich
die Exozytose der sauren Phosphatase gegeniiber Anderungen im pH-Wert des Mediums
unempfindlicher als andere Enzyme.

Zu beachten ist, dass bei allen oben beschriebenen Experimenten das Enzym allein tGber
eine Aktivitatsbestimmung detektiert wurde.

Es kdnnen drei (BLUM 1976) bis funf (NIELSEN u. ANDRONIS 1975) Isoenzyme unter-

schieden werden.

2.4.4 Modellfunktion und Einsatz als biologischer Indikator

T. pyriformis besitzt fir viele Fragestellungen sehr gunstige Eigenschaften. Dazu gehéren
zum einen dessen GroRe und Organisation, die Vermehrung, die Haltung und der Umgang
mit diesem Protozoon. Weiterhin bestehen starke Ahnlichkeiten zellularer Prozesse mit den
entsprechenden Vorgéangen bei hoheren Eukaryoten. Dariiber hinaus zeigt T. pyriformis eine
vergleichbare Sensibilitat hinsichtlich au3erer Reize. Dies alles pradestiniert den Einzeller als
Modellobjekt fur die Aufklarung der Ablaufe verschiedenster Mechanismen und Reaktions-
schemata, die evolutionar konserviert vorzufinden sind (z.B. CSABA 1985, WHEATLEY et al.
1994, GAERTIG 2000, KOHIDAI et al. 2003, TURKEWITZ 2004). Des Weiteren bietet sich
der Einzeller als Indikator fiir z. B. toxische Effekte zu prifender Substanzen an.

So wurden verschiedene Testverfahren mit Tetrahymena spp., je nach Fragestellung mit der
konjugationsunfahigen T. pyriformis oder der sexuell aktiven Tetrahymena thermophila (T.
thermophila), entwickelt, um die Zellvertraglichkeit und Zytotoxizitat verschiedener Stoffe, wie
Schwermetalle (NILSSON 1989, NICOLAU et al. 1999) sowie Labor- und Umweltchemikalien
zu evaluieren (z.B. SLABBERT u. MORGAN 1982, GRAF 1985, HUBER et al. 1990,
SCHULTZ 1997, LARSEN et al. 1997, GILRON et al. 1999, SAUVANT et al. 1999, SINKS
und SCHULTZ 2001, SEWARD et al. 2002, DAYEH et al. 2004, NETZEVA u. SCHULTZ
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2005, ROY et al. 2005).

Daraus wurden Schlussfolgerungen fir Effekte und Einsatz bei Metazoa gezogen. Zytotoxizi-
tatstests mit T. pyriformis wurden auch in Kombination mit anderen Verfahren verwendet, z.
B. fur die Bewertung des Hautsensibilisierungspotenzials verschiedener Chemikalien mit
herangezogen (APTULA et al. 2006).

Des Weiteren existieren Methoden, mit Hilfe des Einzellers den Nahrwert von Fleischproduk-
ten zu Uberpriufen (PORRINI u. TESTOLIN 1984). Auch der Einfluss biologischer Substrate
wie Mykotoxine (TASHIRO et al. 1979) und bakterielle Toxine (De WAART et al. 1972,
SCHLIMME et al. 1999) war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Der von SCHLIMME
et al. (1999) veroffentlichte Test fuhrt eine Begutachtung potentieller Effekte lediglich auf-
grund von Zelltod und morphologisch sichtbaren Wirkungen durch.

De WAART et al. (1972) untersuchten den Einfluss von nach verschiedenen Protokollen
produzierten und praparierten BoNTs der Stamme A, B (nach BOROFF 1955) und E (nach
SAKAGUCHI et al. 1961 und 1964) allein auf das Wachstumsverhalten von T. pyriformis im
Vergleich zu einer nicht behandelten Kontrollgruppe und konnten damit eine Nachweisgren-
ze von 1,00E+03 (A und E) bzw. 1,00E+02 MLD/mI (B) erreichen. Diese Nachweisgrenze
wurde von ihnen als klinisch uninteressant bewertet. Funktionelle Parameter im Zusammen-

hang mit BoNTs sind in der Literatur bisher unberiicksichtigt geblieben.
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3 Material und Methoden

Eine alphabetisch geordnete Ubersicht mit den verwendeten Mikroorganismen, Laborgeréa-
ten, Kulturmedien und Reagenzien sowie sich wiederholenden Techniken, deren Anwendung

im Folgenden beschrieben wird, findet sich im Anhang.

3.1 Produktion der neurotoxinhaltigen Kulturtiberstdnde von C. botulinum sowie entspre-

chender Kontrolliberstande

3.1.1 Herkunft der Clostridien-Spezies sowie der C. botulinum-Toxovare

Es wurden die C. botulinum-Toxovare A bis G sowie C. sporogenes eingesetzt. C. sporoge-
nes ist weder anhand metabolischer noch biochemischer Leistungen von C. botulinum zu
trennen. Die Unterscheidung beruht nur auf dem fehlenden Neurotoxinbildungsverméogen
(CATO et al. 1986). Daher bietet sich C. sporogenes als atoxischer Kontrollstamm an. Die C.
botulinum-Toxovare A, B und F sowie der C. sporogenes-Stamm wurden vom Institut far
Medizinische Mikrobiologie und Infektionsepidemiologie der Universitat Leipzig, die C. botuli-
num-Toxovare C bis E und G vom Institut fir Pflanzenbau und Tierproduktion in den Tropen
und Subtropen, Bereich Tierhygiene, Géttinger Clostridien Center der Georg-August-

Universitat Gottingen zur Verfigung gestellt.

3.1.2 Herstellung und Gewinnung der Kulturiiberstande

Die sieben verschiedenen C. botulinum-Toxovare sowie der C. sporogenes-Stamm lagen in
unterschiedlichen Konservierungsvarianten vor.

C. botulinum A, B und F und C. sporogenes waren in einer Magermilchkultur bei -80€C gela-
gert worden. Die Toxovare C, D und G waren lyophilisiert. C. botulinum E lag als Flissigkul-
tur im Reinforced Clostridial Medium (= RCM, 5 ml Gesamtvolumen) vor.

Die Vorbereitung zur Neurotoxinproduktion geschah in zwei Schritten. Der erste variierte
gemal den unterschiedlichen Ausgangsbedingungen, der zweite war anschlie3end ftr alle
Stamme aul3er fur E aufgrund des geringen Toxinbildungsvermdgens gleich.

Die Réhrchen mit den Toxovaren A, B und F sowie C. sporogenes wurden in der Hand ange-
taut. Mit einem sterilen Glasstab wurde Material enthommen und auf je einer Columbia-
Blutplatte ausgestrichen. Diese wurden 3 d in einem Anaerobiertopf bei 37C bebritet. Das
anaerobe Milieu wurde mittels Anaerocult® A geschaffen. Anschliel3end wurden die Kolonien
mit 2,5 ml RCM-Bouillon abgeschwemmt. Pro Stamm wurden anschlieBend zehn Columbia-
Blutplatten verwendet, die jeweils mit 100 ul gewonnener Bakteriensuspension beimpft wur-
den. Die Platten wurden anaerob (s. 0.) bei 37C 3 d lang bebritet. Parallel wurde jeweils
eine Kontrolle auf Kontaminationen mit aeroben Keimen mitgefiihrt (Columbia-Blutplatte,
37C, bis zu 3 d Bebrutung).
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Die gefriergetrockneten Toxovare C, D und G wurden in je 3 ml RCM-Bouillon gelést und
anschlieRend in Hungate-Réhrchen umgefullt. Diese wurden begast und bei 37C bebrtet.

Das Wachstum wurde anhand der Tribung des Mediums verfolgt. Nach 3 d wurden je zehn
Columbia-Blutplatten mit je 100 ul der bewachsenen Bouillon beimpft. Das weitere Vorgehen
entsprach dem Arbeitsschema bei A, B und F.

Die Vorbereitung des Toxovars E erfolgte abweichend. Zunachst wurde auch hier ahnlich
wie bei C, D und G verfahren. Aus der RCM-Bouillon wurden entsprechend Platten beimpft
und analog weiter bearbeitet. Da diese Methode aber zu keiner im Maus-Bioassay nach-
weisbaren Neurotoxinproduktion fuhrte, wurde ein anderes Verfahren verwendet. Aus einer
weiteren RCM-Kultur wurden je 2 ml direkt in je 10 ml Caseinpepton-Glukose-Hefeextrakt-
Medium (TPGY) bzw. in die trypsinhaltige Variante (TPGYT) inokuliert. Die Moglichkeit einer
Kontamination mit aeroben Keimen wurde durch eine entsprechende Kontrolle ausgeschlos-
sen. Dazu wurden 10 pl der RCM-Kultur auf einer Columbia-Blutplatte ausgestrichen und bei
37€ bis zu 3 d lang bebritet.

Das Protokoll zur Produktion der neurotoxinhaltigen Uberstande orientierte sich an der DIN
10102. Fur die Toxinproduktion wurde das Grundmedium TPGY verwendet. Dabei wurde mit
zwei verschiedenen Ansatzen pro Toxovar gearbeitet, zum einen mit Trypsinzusatz
(TPGYT), zum anderen ohne (TPGY). Der Trypsinzusatz wurde unmittelbar vor Gebrauch
hergestellt und sterilfiltriert.

Funf der bebriteten Blutplatten eines Toxovars (exkl. Toxovar E) wurden fir einen Ansatz
mit TPGYT und funf fur einen Ansatz mit TPGY verwendet. Die Keime wurden mit 3 ml des
jeweiligen Mediums pro Platte abgewaschen. Der Ertrag aller funf Platten (15 ml) wurde zu-
sammengefihrt und in je 100 ml des entsprechenden Mediums inokuliert. Kontrollen auf
Kontaminationen mit aeroben Keimen wurden von jedem Ansatz, wie bei der Vorbereitung
von C. botulinum E beschrieben, mitgefuihrt. Fir die Ansatze zur Neurotoxinproduktion (Tab.
6) wurden 250 ml Erlimeyerkolben verwendet.

Daneben wurden Mediumkontrollen von TPGY und TPGYT mitgefuihrt. Die Kontrollen ent-
hielten kein Bakterieninokulum. In allen anderen Punkten entsprach jedoch das Bearbei-
tungsverfahren den Ansatzen zur Neurotoxinproduktion. In die Kontrollen fir Toxovar E
wurde im selben Verhéltnis RCM hinzugefiigt. AnschlieRend wurden die Medien mit 50 ml
sterilisiertem Paraffins (160C, 3 h) uberschichtet und so unter Luftausschluss 7 d bei 25€C

inkubiert. Wahrenddessen konnte eine Zunahme der Tribung beobachtet werden. Nach den
7 d wurden die bebriteten Ansatze mit einer Pipette unter der Paraffinschicht abgesaugt, bei
8€ und 3.600 U/min 15 min lang zentrifugiert und d er Uberstand sterilfiltriert. Vor der Zentri-
fugation wurde jeweils noch mal auf eine Kontamination mit aeroben Keimen getestet, indem
10 pl der verschiedenen Ansatze auf einer Columbia-Blutplatte ausgestrichen und bei 37C

bis zu 3 d lang bebritet wurden. Nach der Sterilfiltration erfolgte die Aliquotierung in 1,5 ml
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Portionen, die bei -80 € gelagert wurden.

3.1.3 Quantifizierung der BoONTs

Die Quantifizierung der BoNTs in den Kulturiberstanden (Tab. 6) erfolgte im Institut fir
Pflanzenbau und Tierproduktion in den Tropen und Subtropen, Bereich Tierhygiene, Goéttin-
ger Clostridien Center der Georg-August-Universitat Gottingen Uber den Maus-Bioassay. Die
Neurotoxinmengen werden im Folgenden aus Griinden der Ubersichtlichkeit stets als
MLD/ml angegeben, da die entsprechenden absoluten Mengen je nach Neurotoxintyp unter-
schiedlich sind (siehe Tab. 2).

Tab. 6: Ubersicht Uber die Kulturansatze und die er  reichten Neurotoxinkonzentrationen in den

neurotoxinhaltigen Kulturiiberstanden gemal dem Maus -Bioassay
Abkirzung Neurotoxintyp Medium Bemerkungen MLD/ml*
A A TPGY 1,00E+03
B B TPGY 1,00E+03
C C TPGY 1,00E+03
D D TPGY 1,00E+03
E E TPGY -@
F F TPGY 1,00E+03
G G TPGY 1,00E+03
S - TPGY C. sporogenes -
AT A TPGYT 1,00E+03
BT B TPGYT 1,00E+03
CT C TPGYT 1,00E+03
DT D TPGYT 1,00E+03
ET E TPGYT 1,00E+01
FT F TPGYT 1,00E+03
GT G TPGYT 1,00E+03
ST - TPGYT C. sporogenes -
Ni - TPGY Medium ohne Bakterieninokulum, -
mitinkubiert
NIiT - TPGYT Medium ohne Bakterieninokulum, -
mitinkubiert
Ni* - TPGY Medium ohne Bakterieninokulum, -
+ RCM  mitinkubiert
NIiT* - TPGYT Medium ohne Bakterieninokulum, -

+ RCM mitinkubiert

* = Die MLD/ml wurden aus ethischen Griinden nur auf die Zehnerpotenz genau bestimmt.
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Diese GroRenordnung war zunachst fiir den Uberblick ausreichend und hatte bei entsprechenden
Ergebnissen in den Versuchen zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande auf die Phago-
zytose und Exozytose weiter spezifiziert werden kdénnen.

@ per Ubersichtlichkeit halber wird auch dieser Kulturiiberstand im Folgenden eingeschlossen, wenn

von den neurotoxinhaltigen Kulturiberstanden die Rede ist.

3.1.4 Weitere Untersuchungen der Kulturiiberstande

Der Einfluss der Auftau- und Einfrierprozesse auf die Aktivitdt wurde exemplarisch an den
Kulturiiberstanden des Toxovars B (TPGY- und TPGYT-Ansatz) wie im Anhang beschrieben
gepruft.

3.2 T. pyriformis
3.2.1 Herkunft

In den Experimenten dieser Arbeit wurde T. pyriformis GL verwendet. Der Stamm wurde von
Herrn Dr. Pauli aus dem Institut fur Biologie der Freien Universitét Berlin zur Verfigung ge-

stellt.

3.2.2 Haltung und Wachstumskinetik

Bei den Kultivierungsbedingungen von T. pyriformis wurde zwischen Langzeitkultivierung
und der Anzucht fur die Experimente unterschieden. Um optimale Resultate zu erzielen wur-
den Vorversuche mit dem Proteose-Pepton-Yeast-Medium (PPY), einem Glukose addierten
PPY (PPYG) und dem nahrstoffarmen Reismedium (RM) bei verschiedenen Temperaturen
(Raumtemperatur, 21€ + 3€ und Brutschranktemperat ur, 28€C) unternommen, bei der das
Wachstumsverhalten anhand der Zellzahlentwicklung bestimmt wurde. Die Zellzahlbestim-
mung erfolgte Uber die Neubauer-Zdhlkammer (siehe Anhang). Zunachst wurde durch
sechsmalige Auszahlung der Protozoen aus demselben Ansatz die Varianz dieser Zahlme-
thode bestimmt. Dieser Versuch wurde zweimal mit Kulturen unter-schiedlichen Alters wie-
derholt.

Zusatzlich wurde der pH-Wert der Kulturen mittels Indikatorpapier (siehe Anhang) bestimmt.

Als Kultivierungsgefalie kamen zwei verschiedene Zellkulturflaschen zum Einsatz. Fur die
Langzeitkultivierung wurden 75 cm?-Flaschen verwendet. Diese wurden mit 20 ml autokla-
viertem (121€, 20 min) Mineralwasser der Fa. Volvi c® (im Folgenden = Wasser) gefillt.
Dazu wurden finf autoklavierte Reiskdrner (121€C, 2 0 min) als Nahrsubstrat hinzugegeben
(= RM). Die Flaschen wurden aufrecht bei Raumtemperatur abgedunkelt aufbewahrt. T. pyri-
formis wurde inokuliert, so dass zu Beginn der Lagerung eine Konzentration von
logypZellzahlen/ml 5,00 bestand.

Fiir die Kultivierung vor den Experimenten wurden 25 cm?-Zellkulturflaschen verwendet. Ent-

33



Material und Methoden

sprechend den Ergebnissen aus den Vorversuchen wurde PPYG als Medium verwendet. Die
Flaschen wurden mit 10 ml PPYG geflllt und liegend bei Raumtemperatur abgedunkelt ge-
lagert. Es wurden je nach Versuchsansatz unterschiedliche Mengen von T. pyriformis inoku-
liert. Anhand der erstellten Wachstumskurve konnte die Konzentration des Inokulums
ermittelt werden, die notwendig war, um am Tag des Experimentes eine entsprechend grol3e

Anzahl von Protozoen in der gewtinschten Wachstumsphase zur Verfligung zu haben.

3.2.3 Entwicklung des Phagozytosetests

Die Bestimmung der Phagozytoseleistung von T. pyriformis erfolgte durch Z&hlung der Kolo-
nie bildenden Einheiten/ml (KbE/ml) der Futterbakterien nach der Inkubationszeit. Die Bakte-
rien sollten in einer konstanten Konzentration eingesetzt werden, um die Vergleichbarkeit der
Werte zu gewéhrleisten.

Die Testbedingungen mussten in den Vorversuchen bestimmt werden. Dabei galt, dass ein
maglichst grol3er und einfach zu reproduzierender Effekt sichtbar sein sollte.

Als Futterkeim wurde sich zunachst mit E. coli K12 fur einen gut charakterisierten und a-
pathogenen Stamm entschieden. Die E. coli K12-Kultur wurde flr die Versuche stets gleich
vorbereitet (Entnahme eines keimhaltigen Kiigelchens aus dem Cryobank™-Medium, gela-
gert bei -80C, ausgestrichen auf einer Columbia-BI utplatte, eintdgige aerobe Bebriitung bei
37C).

3.2.3.1 Einstellen der Bakterienzellzahl

Fur die Einstellung der Konzentration der Futterkeime wurde auf die von SCHROEDL et al.
(2003) erstellte Gleichung zuriickgegriffen, die die Abhangigkeit der Extinktion einer E. coli-
K12-Suspension von der Zellzahl wiedergibt. Dabei wurde von den Autoren folgende Bezie-
hung ermittelt:

KZ = Ex24,47

KZ entspricht der Keimzahl (n x 7,00 log;0KbE/ml), E der Extinktion, gemessen bei 620 nm.
Das Gesamtvolumen der E. coli K12-Suspension (in Wasser) fiur die fotometrische Bestim-

mung betrug 750 pl.

3.2.3.1.1 Reproduzierbarkeit der E. coli K12-Quantifizierung

Es wurden die Reproduzierbarkeit der Keimzahleinstellung mittels optischer Dichte und der
Ermittlung der KbE/ml untersucht. Dafir wurden von einer E. coli K12-Kultur jeweils dreimal
Keime so in Wasser suspendiert, dass die Suspension einen Extinktionswert von 0,123 er-
gab. Dies entspricht rechnerisch einer Keimzahl von ca. 7,48 log;oKbE/ml. Aus diesen Sus-
pensionen wurden jeweils dreimal 20 pl entnommen und die KbE/ml bestimmt (siehe

Anhang). Der Versuch wurde an zwei unterschiedlichen Tagen wiederholt.
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3.2.3.2 Einfluss des Reaktionsmediums auf E. coli K12 und T. pyriformis

Um die Zuordnung der Experimente zu den Ergebnissen im Anhang zu erleichtern, sind die
Experimente bis zu den Versuchen zum Einsatz der neurotoxinhaltigen Kulturiberstéande
(3.3.) nummeriert.

(P1) Das Reaktionsmedium hatte einheitlich zu sein, um dessen Einfluss gering zu halten,
aul3erdem sollte es einen mdglichst geringen Einfluss auf die Vermehrung der eingesetzten
Mikroorganismen im Beobachtungszeitraum haben. Dazu wurde der Einfluss von Wasser auf
die Wachstumskinetik von E. coli K12 und T. pyriformis geprdift.

Eine E. coli K12-Kultur wurde mit Wasser abgeschwemmt. Die Zellzahl wurde fotometrisch
auf 7,48 log,oKbE/ml eingestellt. Weiterhin wurde eine PPYG-Kultur von T. pyriformis zentri-
fugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet in Wasser aufgenommen. Die Zellzahl wurde
mittels einer Zahlkammer bestimmt und durch entsprechende Verdinnungen auf 5,18
logioZellzahl/ml eingestellt. Das Gesamtvolumen der Ansétze betrug jeweils 1,5 ml. Als Re-
aktionsgefalRe kamen 15 ml-Zentrifugenréhrchen zum Einsatz. Diese wurden im Brutschrank
bei 28€ inkubiert, da dieses der optimalen Tempera tur fir die Protozoen entspricht. Die
Lagerung der Gefalle wurde in einem Neigungswinkel von ca. 30°vorgenommen. Die im
Vergleich zu den eingesetzten Ansatzvolumina groRen Reaktionsgefale sowie deren ge-
neigte Lagerung waren notwendig, um eine entsprechend groRe Oberflache zur Sauerstoff-
versorgung fur die Protozoen zu erhalten. Zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 4 und 24 h wurden die
KbE/mI bzw. die Zellzahl/ml bestimmt. Der Versuch wurde als Dreifachansatz durchgefinhrt.
Entsprechend den Ergebnissen wurde im Folgenden Wasser als Medium fur die Protozoen-

bzw. Bakteriensuspensionen sowie als Verdinnungsmedium verwendet.

3.2.3.3 Einfluss der Vorkultivierung von T. pyriformis

(P2) T. pyriformis wurde in einer Endkonzentration von 5,00 log;cZellzahl/ml eingesetzt, da
das eine Zelldichte ist, die unter den genannten Kultivierungsbedingungen relativ schnell und
sicher erreicht werden kann. Die Kulturen (PPYG) wurden jeweils 3 d vor Versuchsbeginn
aus Langzeitkulturen neu etabliert (Inokulationskonzentrationen von 2,00 logieZellzahl/ml).
Fur das Experiment wurden wiederum 15 mi-Zentrifugenréhrchen (Lagerung in einem Winkel
von ca. 30°bei 28€ im Brutschrank) verwendet. In  einem Ansatz wurde T. pyriformis aus
einer PPYG-Kultur (letztes Drittel der logarithmischen Wachstumsphase) entnommen, zentri-
fugiert (siehe Anhang) und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde in Wasser aufge-
nommen. In einem zweiten Ansatz wurde dieser Schritt bereits 1 d vor dem Experiment
durchgefiihrt und T. pyriformis iber Nacht in Wasser in einer 25 cm?Zellkulturflasche bei
Raumtemperatur abgedunkelt gelagert. Vor dem Beginn des Experimentes wurde jeweils die
Zellzahl eingestellt (s. 0.). Fir das Experiment wurde ein Gesamtansatz aus drei volumen-
mafig gleichen Anteilen gewahlt (Protozoensuspension, Bakteriensuspension und Wasser),

wobei der dritte Anteil spater durch die zu testenden Kulturiberstande ersetzt werden sollte.
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Die Protozoen und die Bakterien wurden als Suspensionen in Wasser eingesetzt.

Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 1,5 ml. Im ersten Vorversuch fir die Bestimmung der
Phagozytoseleistung wurde E. coli K12 in einer Endkonzentration von 7,00 log;oKbE/ml ver-
wendet. Ein vergleichbarer Ansatz ohne Protozoen wurde wie in der Folge stets mitgefiihrt.
Zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 4 und 24 h wurden jeweils 20 ul aus den Ansatzen enthnommen
und die KbE/ml bestimmt. Eine Kontrolle auf Kontaminationen mit aeroben Keimen der Pro-
tozoensuspensionen wurde, wie auch in den folgenden Versuchen, stets durchgefthrt, in-
dem jeweils 10 pl der Suspensionen auf Columbia-Blutplatte ausgestrichen und bis zu 3 d
bei 37€C inkubiert wurden. Aufgrund der Ergebnisse dieses Experimentes wurde T. pyrifor-
mis in der Folge stets 1 d vor Versuchsbeginn wie beschrieben aus einer PPYG-Kultur (letz-
tes Drittel der logarithmischen Wachstumsphase) entnommen und dber Nacht in Wasser

gelagert.

3.2.3.4 Ermittlung der optimalen Zellzahlen

Die anschlieRenden Versuche sollten das Ergebnis durch Variation der eingesetzten Zell-
konzentrationen optimieren. So wurde an der Konzentrationen der Organismen und ihrem
Verhaltnis zueinander gearbeitet. Die angegebenen Konzentrationen verstehen sich im Fol-
genden als Endkonzentrationen. Der grundsatzliche Versuchsaufbau wurde beibehalten.
(P3) Zunéachst wurde die Bakterienkonzentration konstant gehalten und die Protozoenzahl
variiert. Unter den genannten Kultivierungsbedingungen ist zuverlassig eine maximale Proto-
zoenzahl von 6,08 logjpZellzahl/ml zu erreichen. Die Bakterienzahlen sollten sich vorerst nur
in Zehnerpotenzen von den Protozoen unterscheiden. Da der Ansatz wiederum aus drei vo-
lumenmaRig gleichen Teilen bestand, wurde E. coli K12 in einer konstanten Konzentration
von 7,60 log;oKbE/mI eingesetzt. Die jeweiligen Konzentrationen von T. pyriformis wurden in
Zehnerverdinnungsschritten abnehmend von 5,60 bis 3,60 log;eZellzahl/ml gewéhlt. Geprift
wurde zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 8 und 24 h wie beschrieben. Der 1-h-Wert wurde gemar
den Ergebnissen des vorhergehenden Versuches weggelassen, der 8-h-Wert noch aufge-
nommen, um den Verlauf differenzierter zu beobachten. Auf der Grundlage der Ergebnisse
dieses Versuches wurde die Inkubationszeit nicht mehr auf Uber 8 h ausgedehnt.

(P4) Im Folgenden wurde die Konzentration der Bakterien in Zehnerverdinnungsschritten
von 8,60 bis 4,60 logicKbE/mI variiert und die Protozoenzahl mit 5,60 log;eZellzahl/ml kon-
stant gehalten. Geprift wurde zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, und 8 h.

(P5) Weiterhin wurde untersucht, inwieweit sich die Zellzahlen der eingesetzten Organismen
noch mehr verringern lassen. Dazu wurde zun&chst die in diesem Versuch konstante Bakte-
rienkonzentration von E. coli K12 auf 7,00 log,oKbE/ml verringert. T. pyriformis wurde in Kon-
zentrationen von 4,60 in Zweierverdinnungsschritten auf 4,00 log,eZellzahl/ml verringert.
Durch die Ergebnisse der vorherigen Versuche wurde nur noch zu den Zeitpunkten 0, 2 und
4 h geprift. Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuches wurde von weiteren Konzentrations-
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modifikationen abgesehen. Damit wurden die Bakterien im Folgenden in einer Konzentration
von 7,00 logi;,KbE/ml und die Protozoen in einer Konzentration von 4,60 logieZellzahl/ml ein-

gesetzt. Dartiber hinaus wurden die KbE/ml nur noch zum Zeitpunkt 4 h bestimmt.

3.2.3.5 Weitere Untersuchungen des Phagozytosetests

(P6) Weiterhin sollte die Frage geklart werden, ob andere Futterkeime bessere Resultate
erzielen kénnten. Dazu wurden Staphylococcus aureus (S. aureus), Bacillus spp. und Candi-
da albicans (C. albicans) getestet. Die Keimkonzentrationen wurden anhand eines Ver-
gleichs mit der Tribung einer E. coli K12-Suspension der Konzentration 7,48 log;oKbE/ml
eingestellt (entspricht der Anfangskonzentration des vorhergehenden Versuches). Auch die-
se Keime lagen im Cryobank™-Medium bei -80 vor. Die Vorbereitung der Kultur erfolgte im
Fall der grampositiven Bakterien (S. aureus und Bacillus spp.) auf Columbia-Blutagar bei
37C und 24stundiger Inkubation, im Fall der Hefen (C. albicans) auf Sabouraud-Agar bei
37€ und dreitagiger Inkubation. Dariiber hinaus wur de wie in den friiheren Versuchen ver-
fahren. Dieses Experiment wurde wie stets in der Folge als Dreifachansatz durchgefihrt.
Aufgrund ihres lediglich orientierenden Charakters und der Wiederholungen in anschlieBen-
den Versuchen waren die bisherigen Ansétze jeweils nur einmal durchgefthrt worden. Da
die Versuche mit E. coli K12 im Sinne der Anforderungen an den Phagozytosetest deutlich
bessere Ergebnisse produzierten, wurde von weiteren Versuchen mit anderen Futterkeimen
abgesehen und weiterhin E. coli K12 verwendet.
(P7) Weiterhin wurde gepruft, inwieweit der Ansatz in der E.coli-K12-Suspension, die wéh-
rend der Versuche verwendet wurde, das Wachstumsverhalten der Protozoen beeinflusst.
Der Versuchsaufbau entsprach dem bisher optimierten Phagozytosetest. Da aber zugleich
eine Zellzdhlung der Protozoen erfolgen sollte, wurde der Ansatz abweichend vom bisheri-
gen Protokoll langer inkubiert. Fur die Zellzahlung konnten so nach 0, 4 und 24 h jeweils 50
Ml entnommen werden.
Nachdem der grundsatzliche Versuchsaufbau feststand, galt es, weiter zu optimieren.
(P8) So wurde gepruft, wie stark der Versuchsansatz volumenmaRig verkleinert werden
konnte, um vor allem den Einsatz der neurotoxinhaltigen Kulturiberstande moglichst gering
zu halten. Das Gesamtvolumen wurde von 1,5 ml schrittweise halbiert, wobei aus Praktikabi-
litatsgriinden nach 750 pl mit 300 pl bis 75 ul weitergemacht wurde. Ab dem Gesamtvolumen
von 300 pl wurden aufrecht stehende 1,5 ml-Reaktionsgefal3e verwendet.
Aufgrund der Ergebnisse wurde im Folgenden ein Gesamtvolumen von 75 pl eingesetzt.
Da die Versuchsoptimierung soweit als abgeschlossen betrachtet wurde, sollte weiter unter-
sucht werden, ob andere Faktoren die tatsdchliche Phagozytoseleistung maglicherweise
Uberdecken.
(P9) So wurde der potentiell degradierende Einfluss von sezernierten Produkten von T. pyri-
formis auf E. coli K12 untersucht. Dazu wurde bei einem Gesamtvolumen von 75 pl anstelle
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der Protozoen zentrifugierter und sterilfiltrierter Uberstand aus verschiedenen T. pyriformis-
Kulturen eingesetzt. Dies war zum einen eine 5 d alte PPYG-Kultur, zum anderen eine einta-
gige Wasser-Kultur, wie sie in den Phagozytoseversuchen zum Einsatz kommen wirde. In
den jeweiligen Kontrollen wurde statt der filtrierten Uberstande nur PPYG bzw. Wasser ver-

wendet.

3.2.3.6 Einfluss der Kontrollmedien auf die Phagozytose

(P10) Weiterhin wurde der Einfluss der Medien Ni und NiT auf die Phagozytoseaktivitat (Abk.
siehe Tab. 6) Uberprift. Dazu wurde in Analogie zu den spateren Phagozytoseversuchen mit
den neurotoxinhaltigen Kulturtiberstdnden eine einstindige Vorinkubation der Protozoen mit
Wasser (Kontrolle) oder Ni bzw. NiT oder entsprechender 1:2 oder 1:10 Verdinnungen der
Medien Ni bzw. NiT mit Wasser vorgenommen. Anschlielend wurde der Phagozytosetest
entsprechend der bisherigen Optimierung durchgefihrt. Als Folge der Ergebnisse wurden die
Uberstande entsprechend stets 1:2 vorverdiinnt. Der Einfluss des Mediums, in dem Toxovar
E kultiviert wurde, wurde separat geprift. Da zu diesem Zeitpunkt schon Erfahrungen aus
den vorherigen Ansétzen vorlagen, wurde auf die aufwéndigen weiteren Untersuchungen
verzichtet und nur Ansatze untersucht, die mit Wasser (Kontrolle) oder mit einer 1:2 Verdin-
nung von Ni* bzw. NiT" vorinkubiert worden waren. Die Protozoen reduzierten die KbE/ml in
einer vergleichbaren GréfRenordnung wie bei den anderen Kulturiberstadnden, daher wurden
Ni*, NiT" sowie die Uberstande des Toxovars E (TPGY- und TPGYT-Ansatz) ebenfalls in der
1:2 Verdiinnung eingesetzt.

3.2.3.7 Einfluss der Kulturiiberstande auf E. coli K12

(P11) Einem potentiellen Einfluss der Kulturuberstande (vgl. Tab. 6) auf das Wachstum von
E. coli K12 wurde in folgendem Ansatz nachgegangen, der gemaf dem bisher erstellten Pro-
tokoll durchgefuhrt wurde mit der Ausnahme, dass die Protozoensuspension durch Wasser
ersetzt worden war. Alle Kulturiberstdnde wurden in der gleichen Verdiinnungsstufe wie
auch in den Hauptversuchen eingesetzt, i. e. es wurden bis auf Toxovar E alle neurotoxinhal-
tigen Kulturiberstande in einer Anfangskonzentration von 1,00E+03 MLD/ml verwendet. Im
Fall des trypsinisierten C. botulinum E-Uberstandes konnte aufgrund des schwachen Toxin-
bildungsvermogens nur auf 1,00E+01 MLD/ml zuriickgegriffen werden. Der TPGY-Ansatz
wurde trotz des negativen Ergebnisses im Maus-Bioassay mitgefiihrt. Da die MLD/ml nicht
genauer als bis auf die Zehnerpotenz bestimmt wurde, wird im Folgenden bis auf den C.
botulinum-E-Uberstand stets eine Endkonzentration von 1,50E+02 MLD/ml angegeben, was
eine tatsachliche Anfangskonzentration von ca. 1,00E+03 MLD/ml (Vorverdinnung 1:2, an-
schlieRende Verdinnung durch Einsatz im Versuch von 1:3) voraussetzt. Da diese tatsachli-
che Anfangskonzentration jedoch nur ein Schatzwert ist und in entsprechend weiten

Grenzen (von 1,00E+03 bis kleiner 1,00E+04 MLD/ml) variieren kann, ist die angegebene
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Endkonzentration nur als Richtwert zu verstehen. Entsprechendes gilt fir den C. botulinum-
E-Uberstand (Angabe im Folgenden von 1,50E+00 MLD/ml).

3.2.4 Entwicklung des Exozytosetests

Auch in diesen Vorversuchen galt es, die Bedingungen fir ein optimales und einfach zu er-
haltenes Messsignal zu erstellen. Zundchst wurde Uberprift, welches Kulturalter und welche
Zellzahl fur ein stabiles Ergebnis notwendig sind. Au3erdem wurde untersucht, welcher pH-
Wert fiir den Puffer zur Bestimmung der Aktivitét der sauren Phosphatase (SPP) am besten
geeignet ist. Die angegebenen Zellkonzentrationen sind stets als Endkonzentration zu ver-
stehen.

(E1) In einem ersten Vorversuch wurden folgende Ansatze verwendet: Eine 2 d alte PPYG-
Kultur (5,45 log;eZellzahl/ml), eine 8 d alte PPYG-Kultur (5,98 log;oZellzahl/ml), eine 10 d alte
PPYG-Kultur (Zellen abgestorben), eine 5 d alte PPYG-Kultur, die tags zuvor wie fir den
Phagozytosetest behandelt worden war (5,70 log;oZellzahl/ml) sowie zur Kontrolle der reinen
Medienextinktionen PPYG und Wasser. Aus diesen Ansatzen wurden jeweils 1 ml entnom-
men, 5 min bei 4.000 U/min zentrifugiert und sterilfiltriert. Aus dem Filtrat wurden 50 pl 1:4
mit SPP versetzt. Der SPP wurde mit jeweils drei verschiedenen pH-Werten (4,0, 5,0 und
6,0, Uberpriifung mittels Indikatorpapier) eingesetzt. Zu diesem Ansatz wurden 5 pl einer 300
mM Di-Natrium-4-Nitrophenylphosphat-Lésung (pNPP) addiert. Der Ansatz erfolgte in einer
Mikrotiterplatte (96 Wells). Nach 5, 15, 30 und 60 min Inkubation auf dem Schuttler (400
U/min, bei Raumtemperatur) wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl einer 1 N NaOH-
Losung gestoppt. Die Extinktionen wurden bei 405 nm und 620 nm als Referenzfilter gemes-
sen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der SPP im Anschluss mit einem pH-Wert von 4,0

verwendet. Die Inkubationszeit wurde aus Praktikabilitatsgrinden auf 15 min festgelegt.

3.2.4.1 Reproduzierbarkeit der Extinktionsmessung

(E2) Um die Reproduzierbarkeit der Extinktionsmessung zu bestimmen, wurde der Uber-
stand einer 2 d alten PPYG-Kultur (5,45 log,oZellzahl/ml) wie behandelt beschrieben und
durch Verdinnung mit PPYG auf eine mOD (Optische Dichte/1.000) von ca. 1.500, gemes-
sen bei 405 nm und 620 nm als ReferenZfilter, eingestellt. Aus diesem Ansatz wurde sechs-

mal eine Probe genommen und jeweils die Extinktion gemessen.

3.2.4.2 Ermittlung des Reaktionsmediums

(E3) Weiterhin wurden Ansétze erstellt, um zu vergleichen, in welchem Medium die Sekreti-
on der sauren Phosphatase am deutlichsten ansteigt. Es wurden Zellen verwendet, deren
Kulturkinetik sich zu Beginn der stationaren Wachstumsphase befand. Vor Versuchsbeginn
wurden die Zellen (PPYG-Kultur) 5 min bei 4.000 U/min zentrifugiert, der Uberstand dekan-

tiert und das Pellet zum einen in PPYG, zum anderen in Wasser aufgenommen. In dem Ver-
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such kamen Zellen mit einer Konzentration von jeweils 5,18 logicZellzahl/ml zum Einsatz. Die
Zellzahl wurde durch Verdinnung mit dem entsprechend verwendeten Medium eingestellt.
Kontrollen, die sich von den Versuchsgruppen nur durch das Fehlen von Protozoen in dem
zugesetzten Medium unterschieden, wurden wie in der Folge stets mitgefiihrt (= Medienleer-
kontrollen). Das Gesamtvolumen betrug 750 pul. Der Ansatz erfolgte in 15 ml-
Zentrifugenréhrchen, die wahrend der Inkubationszeit im Winkel von ca. 30°im 28€ Brut-

schrank gelagert wurden. Da die Inkubationszeit méglichst kurz gehalten werden sollte, wur-
den die Messungen auch in kirzeren Intervallen vorgenommen (nach 1, 2, 4 und 6 h). Es
wurden Messungen der unverdiinnten und, um den maximal messbaren Bereich nicht zu
Uberschreiten, von 1:10 bzw. 1:100 mit Wasser verdinnten Proben durchgefihrt. Aufgrund
der Ergebnisse wurde PPYG als Reaktionsmedium routinemaf3ig genutzt. Die Zellzahl wurde
vor dem Zentrifugieren eingestellt. Nach dem Dekantieren wurde das Pellet in frischem

PPYG aufgenommen.

3.2.4.3 Ermittlung der optimalen Zellzahl

(E4) Als nachstes sollte die optimale Zellzahl ermittelt werden. Der Versuch wurde in Analo-
gie zu den Phagozytoseprotokollen so konzipiert, dass jeweils ein Drittel Zellen, Kulturtiber-
standsprobe und, aufgrund der Ergebnisse des vorangegangenen Experimentes, PPYG
eingesetzt wurden. Die Kulturlberstandsprobe wurde in den Vorversuchen durch Wasser
ersetzt. T. pyriformis wurde in Konzentrationen von 3,70, 4,00, 4,70 und 5,18 log;sZellzahl/ml
verwendet. Diese Zellzahlen wurden gepruft, um in einem Versuch ein moglichst grof3es
Spektrum abzustecken, dass bei Bedarf hatte weiter spezifiziert werden kénnen. Aufgrund
der stets ahnlichen Ergebnisse, die mit den Mediumleerkontrollen in den vorherigen Unter-
suchungen erzielt wurden, wurde auf die Mediumleerkontrollen bei diesem und dem folgen-
den Ansatz aufgrund des lediglich orientierenden Charakters der Experimente verzichtet,
jedoch wurde ab diesem Versuch mit der routinemafigen Dreifachbestimmung begonnen.
Die Messung wurde aufgrund der bisherigen Ergebnisse zu den Zeitpunkten 0, 3 und 5 h
durchgefunhrt.

3.2.4.4 Ermittlung der Inkubationsdauer

(E5) Nachdem die entsprechende, im Folgenden verwendete Zellzahl (5,18 logieZellzahl/ml)
ermittelt worden war, kam es zur Uberpriifung der Inkubationsdauer. Parallel wurde dabei in
den jeweiligen Ansatzen das Wachstumsverhalten von T. pyriformis gepriift. Da aufgrund der
Ergebnisse der Zeitraum zwischen 3 und 5 h interessant erschien, wurde dieser genauer
untersucht, indem neben der Messung zum Zeitpunkt 0 h, Messungen nach 3, 4 und 5 h
vorgenommen wurden. Zusatzlich wurde dabei jeweils eine Bestimmung der Zellzahl vorge-
nommen (zusatzliche Entnahme von 50 ul). Aufgrund der Ergebnisse wurde weiterhin mit

einer funfstundigen Inkubationszeit gearbeitet.
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3.2.4.5 Ermittlung der Reproduzierbarkeit des Messwertes

(E6) Um die Reproduzierbarkeit der Aktivitditsmessung zu Uberprifen, wurde aus derselben
PPYG-Kultur T. pyriformis wie beschrieben vorbereitet und auf sechs Ansatze verteilt. Nach
der Inkubation wurden die Extinktionen jeweils dreimal gemessen. Der Versuch wurde an

zwei unterschiedlichen Tagen wiederholt.

3.2.4.6 Optimierung des Exozytosetests

Die Beobachtung, dass der SPP die Protozoen immobilisiert, filhrte zu der Uberlegung, ob
sich so nicht die kostenaufwéandige Sterilfiltration umgehen liel3e.

(E7) Dazu wurden zwei Ansétze verwendet, von denen der erste wie bisher beschrieben
behandelt wurde. Aus dem anderen wurden jeweils 100 yl entnommen, 1:4 mit Substratpuf-
fer versetzt und bei 4.000 U/min 5 min lang zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden 200 pl
entnommen und mit 5 pl einer 300 mM pNPP-Ldsung versetzt. Die Aktivitdt des Enzyms
wurde weiterhin wie bisher beschrieben bestimmt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im
Folgenden fir die Aktivitatsbestimmung, sofern nicht anders beschrieben, auf die Saureim-
mobilisation zuriickgegriffen.

(E8) Weiterhin wurde auch hier die Verkleinerung des Systems angestrebt. Dazu wurden
Gesamtvolumina von 750 pl, 300 pl, 150 ul und 105 ul verwendet. Das Volumen von 35 pl
pro Einzelanteil (Exozytoseansatz dementsprechend 105 pl) wurde aus Griinden der Prakti-
kabilitéat gewahlt. Das Gesamtvolumen konnte nicht auf 75 pl verkleinert werden, da die so
erreichten 300 ul (nach 1:4 Verdinnung) eine Kontamination bei der Entnahme der 200 ul
Uberstand aus den letzten Schritten des Assays mit Protozoen provozieren wiirden. Die Ent-
nahmemenge von 200 pl sollte aber aufgrund der bisherigen positiven Erfahrungen nicht
reduziert werden. Die Menge von 105 pl stellte vor diesem Hintergrund die sinnvollste Ver-
kleinerung dar. Aus dem Gesamtansatz mit 420 ul (nach 1:4 Verdiinnung) lieBen sich 200 pl
Uberstand sicherer entnehmen. Ab dem Gesamtvolumen von 300 ul wurde der Ansatz in
aufrecht stehenden 1,5 ml-Reaktionsgefalien durchgefihrt.

Aus den Ansatzen mit den Volumina 750 bis 150 pl wurden nach einem kurzen Vortexen
jeweils 100 pl entnommen, 1:4 mit SPP versetzt und zentrifugiert. Aus 200 ul des Uberstan-
des wurde die Enzymaktivitat bestimmt. Bei dem Ansatz mit dem Volumen von 105 ul wurde
das Verfahren aufgrund der geringen Mengen madifiziert. Zum Ansatz wurden 315 pl SPP in
das 1,5 ml-Reaktionsgefal3 hinzugefugt (entspricht einer 1:4 Verdinnung), dann zentrifugiert
und daraus 200 pl entnommen. Mit diesen wurde wie beschrieben fortgefahren.

Aufgrund der Ergebnisse wurde weiterhin mit einem Gesamtvolumen von 105 pl wie be-
schrieben gearbeitet.

(E9) Um eine Kontamination bei der Entnahme der 200 pl Uberstand aus den letzten Schrit-
ten des Assays mit Protozoen weiter zu erschweren, wurde das Volumen des eingesetzten

SPP erhoht. Die Vergleichbarkeit bisheriger Ergebnisse wurde anhand von Ansatzen Uber-
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pruft, die analog zum vorherigen Versuch mit dem Gesamtvolumen von 105 pl durchgefihrt
wurden. Der erste Ansatz wurde wie bisher mit 315 pl SPP versetzt (1:4), der zweite mit 345
pl. Es wurde ein Gesamtvolumen von 450 ul angestrebt, daraus ergab sich eine Verdiunnung
von 1:4,29. Es wurden jeweils 200 yl entnommen und die Aktivitat bestimmt. Im Folgenden

wurde daraufhin, sofern nicht anders beschrieben, eine 1:4,29 Verdiinnung vorgenommen.

3.2.4.7 Weitere Untersuchungen des Exozytosetests

(E10) Als nachstes wurde ein Versuch entworfen, um den Einfluss der Medien anhand der
Mediumkontrollen Ni und NiT auf die Sekretion der sauren Phosphatase zu eruieren. Dazu
wurden Ansétze verwendet, bei denen geméal den Phagozytoseversuchen entweder PPYG
(Kontrolle) oder Ni bzw. NIiT oder deren entsprechende 1:2 oder 1:10 Verdinnungen mit
Wasser eingesetzt wurden.

Der Einfluss des Mediums, in dem Toxovar E kultiviert wurde, wurde separat geprift. Da zu
diesem Zeitpunkt schon Erfahrungen aus den vorherigen Ansétzen vorlagen, konnte auf die
aufwéandigen weiteren Untersuchungen verzichtet werden. So wurde nur getestet, ob die
Schlussfolgerungen, die bei den vorherigen Experimenten gezogen werden konnten, Uber-
tragbar waren. Dazu wurden Ansatze mit PPYG oder der 1:2 Verdiunnung von Ni* bzw. NiT*
verwendet.

Die Kulturiiberstande wurden im Folgenden in einer 1:2 Verdlinnung eingesetzt.
3.2.5 Untersuchungen zur Aktivitat der sauren Phosphatase

3.2.5.1 Aktivitatsverlauf

(A1) Zunachst wurde geprift, wie sich die Aktivitat der sauren Phosphatase bei unterschied-
lichen Temperaturbedingungen im Laufe der Zeit ohne weitere Beeinflussung entwickelt.

Dazu wurde eine PPYG-Kultur zentrifugiert (4.000U/min, 5 min lang), sterilfiltriert und die
Extinktion dieses enzymhaltigen Filtrates durch Verdinnung auf eine mOD von ca. 1.800
(gemessen bei 405nm und 620 nm als Referenzfilter) eingestellt. Dieser Uberstand wurde
halbiert und jeweils eine Halfte bei 4C im Kihlsch rank und bei 28€ im Brutschrank aufbe-
wahrt. Das Ansatzvolumen betrug 300 pl. Der Ansatz wurde in 1,5 ml-Reaktionsgefa3en
durchgefiuhrt. Die Aktivitditen wurden zu den Zeitpunkten 0, 5 und 24 h bestimmt. Dazu wur-
den 50 pl aus dem jeweiligen Ansatz entnommen und 1:4 mit SPP versetzt. Anschlielend
wurden 5 pl einer 300 mM pNPP-L6sung addiert. Nach 15minudtiger Inkubation auf dem
Schiittler (400U/min, bei Raumtemperatur) wurde die Reaktion durch den Zusatz von 50 ul
einer 1 N NaOH-L6sung gestoppt und die Extinktion bei 405 nm mit 620 nm als ReferenZfil-
ter gemessen. Entsprechende Mediumleerkontrollen mit PPYG anstelle des enzymhaltigen

Filtrates wurden stets mitgefihrt.

42



Material und Methoden

3.2.5.2 Einfluss der Kulturiiberstidnde auf den Aktivitatsverlauf

(A2) Es wurde gepruft, inwieweit die spater eingesetzten Kulturiiberstdnde (sowohl aus
TPGY als auch aus TPGYT) die Aktivitat der sezernierten sauren Phosphatase beeinflussen.
Dazu wurde ein enzymhaltiger Ansatz verwendet, der wie in der Verlaufsuntersuchung des
Enzyms bei unterschiedlichen Temperaturen beschrieben, gewonnen wurde. Die Kulturtiber-
stéande wurden 1:2 mit Wasser verdunnt eingesetzt. Die erreichten Endkonzentrationen der
MLD/ml in den neurotoxinhaltigen Kulturiberstanden entsprachen somit denjenigen, die in
den Phagozytosetests genutzt wurden. Als Kontrolle wurden die Medien Ni bzw. Ni* verwen-
det und mit den neurotoxinhaltigen Kulturiberstanden der C. botulinum-Toxovare A bis G
sowie dem Uberstand von C. sporogenes verglichen. Es wurden sowohl die Uberstande aus
dem TPGY-Ansatz als auch aus dem TPGYT-Ansatz verwendet.

Der Versuchsaufbau entsprach dem Aufbau, der in den Vorversuchen zur Erstellung des
Exozytosetests entworfen und optimiert worden war, nur dass anstelle der Protozoen-
suspension ein enzymhaltiges Filtrat verwendet wurde. Dessen Aktivitdt war durch entspre-
chende Verdunnungen so eingestellt worden, dass nach dem Einsatz im Versuch eine sicher
detektierbare mOD von ca. 1.800 (das verwendete Gerat erfasst Extinktionen bei den ange-

gebenen Wellenlangen bis zu einem Wert von 3.500) angenommen werden konnte.

3.2.6 Untersuchungen zur Stabilitédt der BONTs in den entwickelten Tests

(S1) Um zu untersuchen, inwieweit die BoNTs wahrend der Inkubationszeit im Phagozytose-
bzw. Exozytosetest aufgrund degradierender Einflisse von Enzymen im Kulturiiberstand
oder von T. pyriformis beeinflusst werden, wurde exemplarisch der neurotoxinhaltige Kultur-
Uberstand des C. botulinum-Toxovars A (TPGY-Ansatz und TPGYT-Ansatz) bereits vor den
eigentlichen Versuchen zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande in einem Pha-
gozytose- und einem Exozytoseversuch eingesetzt. Beide Versuche wurden als Dreifachan-
satz durchgefuhrt.

Dazu wurde zum einen T. pyriformis in einer Endkonzentration von 4,78 log;oZellzahl/ml 1 h
bei 28C im Brutschrank mit dem Kulturiberstand des C. botulinum-Toxovars A (TPGY-
Ansatz und TPGYT-Ansatz) vorinkubiert. Anschlie3end wurde die E. coli K12-Suspension so
addiert, dass die Endkonzentrationen von Bakterien (7,00 logi;,KbE/ml), Protozoen (4,60
logieZellzahl/ml) und die Neurotoxinkonzentration (1,50E+02 MLD/ml) dem bisher erstellten
Phagozytosetestprotokoll entsprach. Nach weiteren 4 h Inkubation bei 28C wurde der Ver-
such beendet. Aufgrund der Probenentnahmen wurde abweichend nochmals der 1,5 mil-
Gesamtansatz in 15 ml-ReaktionsgefaRen genutzt. Zu den Zeitpunkten 0, 1 und 5 h wurden
jeweils 100 ul aus dem Ansatz entnommen und fir die weitere Untersuchung bei -20€C gela-
gert.

Zum anderen wurde T. pyriformis in einer Endkonzentration von 5,18 log;eZellzahl/ml mit den

neurotoxinhaltigen Kulturiiberstdnden des C. botulinum-Toxovars A (TPGY-Ansatz und
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TPGYT-Ansatz) und PPYG (drei volumenmaRig gleiche Anteile, Gesamtvolumen abwei-
chend 750 ul in 15 ml-ReaktionsgefalRen) 5 h lang bei 28C im B rutschrank inkubiert. Auch
bei diesen Anséatzen wurden zum Zeitpunkt 0, 1 und 5 h jeweils 100 uyl aus dem Ansatz ent-
nommen und fir die weitere Untersuchung bei -20€C g elagert.

Die eingefrorenen Proben wurden durch Dr. Wieland Schrédl am Institut fiir Bakteriologie
und Mykologie der Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig wie bei KRUGER
(2006) beschrieben bearbeitet. Die Proben wurden in einem ELISA unter Nutzung eines Pe-
roxidase markierten polyklonalen Antikorpers ("°°Schaf-anti-BotNT-A) untersucht und die

Messdaten in relative ELISA-Einheiten (REE) verrechnet.

3.3 Versuche zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande

Die Versuche zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande wurden stets als Drei-

fachansatz durchgefiihrt und an zwei unterschiedlichen Tagen wiederholt.

3.3.1 Phagozytoseversuche

Aufgrund des Medieneinflusses, der in dem entsprechenden Vorversuch gezeigt werden
konnte, wurden alle Uberstande 1:2 mit Wasser verdiinnt.

Der Phagozytoseversuch wurde wie beschrieben durchgefuhrt, jedoch mit zwei Modifikatio-
nen. Zum einen wurden nun anstelle des bisher verwendeten Wassers die Kulturiiberstéande
(Abk. siehe Tab. 6) eingesetzt, zum anderen wurden diese vor Zugabe der E. coli K12-
Suspension und Beginn der vierstiindigen Inkubationszeit bereits 1 h mit den Protozoen bei
28€ im Brutschrank vorinkubiert. Die angegebenen E ndkonzentrationen beziehen sich auf
den Ansatz nach Zugabe der E. coli K12-Suspension. Als Kontrollen wurden die Medien Ni
bzw. Ni* verwendet und mit den Ergebnissen aus den Ansatzen mit den neurotoxinhaltigen
Kulturiiberstanden der C. botulinum-Toxovare A bis G sowie dem Uberstand von C. sporo-
genes verglichen. Die Neurotoxinkonzentrationen betrugen in den Ansatzen mit den C. botu-
linum-Toxovaren A bis G bei allen Toxovaren au3er E 1,50E+02 MLD/ml. Im Fall von E war
keine nachweisbare MLD gefunden worden. Trotzdem wurde der Uberstand mitgefiihrt. Ana-
log dazu wurden die trypsinierten neurotoxinhaltigen Uberstande (= TPGYT-Ansatz) bzw. der
Uberstand von C. sporogenes im Vergleich zu NiT und NiT" untersucht. Die Neurotoxinkon-
zentrationen betrugen ebenso (bis auf Toxovar E) 1,50E+02 MLD/ml. Im Fall des TPGYT-
Uberstandes von C. botulinum E konnten nur 1,50E+00 MLD/ml eingesetzt werden. Die Vita-
litat der Protozoen in den Ansatzen mit den neurotoxinhaltigen Kulturiberstanden bzw. dem
Uberstand von C. sporogenes wurde lichtmikroskopisch mit den Kontrollansétzen verglichen.
Gemal den Ergebnissen und der statistischen Auswertung wurden von den Kulturiberstan-
den des Toxovares E (TPGY und TPGYT) Wiederholungsversuche durchgefiihrt, bei denen
im Vergleich ein detoxifizierter Uberstand (15minutige Erhitzung auf 100€, anschlieRende

Zentrifugation bei 11.400 U/min, 10 min lang, Verwendung des Uberstandes) wie folgt mitge-
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fuhrt wurde: Ein Ansatz wurde mit Ni* inkubiert, ein Ansatz mit erhitztem Ni* (erhitzt nach
dem Detoxifikationsprotokoll der neurotoxinhaltigen Kulturiberstande), ein Ansatz mit dem
Uberstand des Toxovares E, ein Ansatz mit dem entsprechenden detoxifizierten Uberstand
sowie die jeweiligen trypsinierten Varianten (TPGYT-Uberstande).

Gemal den Ergebnissen und der statistischen Auswertung wurde dieser Versuch erneut
durchgefihrt. Zuvor waren jedoch der Proteingehalt und der pH-Wert in den Medienkontrol-
len und den detoxifizierten Kulturiberstdnden des Toxovars E untersucht worden. Der Prote-
ingehalt wurde spektralphotometrisch in einer Dreifachmessung bestimmt (siehe Anhang).
Der pH-Wert wurde mittels Indikatorpapier bestimmt, das Anderungen in 0,5er Schritten
sichtbar macht. AnschlieRend wurden anstelle der detoxifizierten Varianten Kulturiberstande
des Toxovares E (TPGY und TPGYT) verwendet, die zuvor mit Wasser auf den gleichen
Proteingehalt wie die Medienkontrollen (ca. 22 mg/ml, TPGY-Ansatz bzw. ca. 23 mg/ml,

TPGYT-Ansatz) verdiinnt worden waren.

3.3.2 Exozytoseversuche

Der Versuchsaufbau entspricht dem Aufbau, der in den Vorversuchen erstellt worden war.
Die Kulturiiberstande wurden direkt zum Exozytoseansatz hinzugegeben (anstelle des bisher
verwendeten Wassers). Als Kontrolle wurden die Medien Ni bzw. Ni* verwendet und mit den
neurotoxinhaltigen Kulturiiberstanden der C. botulinum-Toxovare A bis G sowie dem Uber-
stand von C. sporogenes verglichen. Es wurden sowohl die Uberstande aus dem TPGY-
Ansatz als auch aus dem TPGYT-Ansatz verwendet. Die Vitalitat der Protozoen in den Ver-
suchsansatzen wurde lichtmikroskopisch mit der in den Kontrollanséatzen verglichen.

Gemal3 den Ergebnissen und der statistischen Auswertung wurden von dem Kulturiiberstand
des Toxovars E (TPGYT-Ansatz) Wiederholungsversuche durchgefiuihrt, bei denen im Ver-
gleich ein detoxifizierter Uberstand (vgl. 3.3.1) bzw. entsprechend erhitzte Medienkontrollen
(NiT™) mitgefuihrt wurden.

Gemal den Ergebnissen und der statistischen Auswertung wurde dieser Versuch wiederholt.
Dabei wurden jedoch anstelle der detoxifizierten Varianten der Kulturiberstand des Toxovars
E (TPGYT-Ansatz) verwendet, der zuvor mit Wasser auf den gleichen Proteingehalt wie die

Medienkontrolle NiT" (ca. 23 mg/ml) verdiinnt worden waren.

3.4 Auswertung

In die statistische Auswertung flossen nur die Ergebnisse aus den Versuchen zum Einfluss

der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande auf die Phagozytose und die Exozytose ein.

3.4.1 Phagozytoseversuche

Die KbE/ml-Werte wurden logarithmiert (dekadischer Logarithmus). Da die Versuche als

Dreifachansétze durchgefiihrt worden waren, gab es jeweils drei Werte fur die Versuchs-
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gruppen (= neurotoxinhaltige Kulturtiberstéande der C. botulinum-Toxovare A bis G sowie der
Kulturiiberstand von C. sporogenes) und die Kontrollgruppen (= Medien Ni, NiT bzw. Ni* und
NiT"). Aufgrund der Varianz bei der Einstellung und Ermittlung der KbE/ml konnten die abso-
luten Werte der ausgezéahlten KbE/ml nicht verwendet werden, sondern mussten, auch um
die Varianzen der unterschiedlichen Versuchstage auszugleichen, durch Bezug auf die Kon-
troligruppenwerte relativiert werden. Dabei wurden die dekadischen Logarithmen der Kon-
troligruppenwerte sowohl von den dekadischen Logarithmen der Versuchsgruppenwerte als
auch von den dekadischen Logarithmen der Kontrollgruppenwerte selbst subtrahiert.

Da aufgrund des Versuchdesigns eine genaue Zuordnung einer Kontrollgruppe zu einer Ver-
suchsgruppe unmdglich ist, wurde sozusagen jeder Versuchsgruppenwert bzw. Kontroll-
gruppenwert mit jedem entsprechenden Kontrollgruppenwert eines Versuchstages in
Beziehung gesetzt. Dadurch wurden somit pro zugesetztem Bakterienkulturiberstand und

Versuchstag (entspricht einem Dreifachansatz) neun Werte ermittelt.

3.4.2 Exozytoseversuche

Aus den drei Ergebnissen der Mediumleerkontrollen wurde der Mittelwert gebildet. Dieser
wurde von den entsprechenden Einzelwerten der enzymhaltigen Ansatze subtrahiert (Ver-
suchsgruppe — Mittelwertkonroligruppen 1-3)-

Da auch diese Versuche als Dreifachanséatze durchgefiihrt wurden, gab es auch hier jeweils
drei Werte fir die Versuchsgruppen (= neurotoxinhaltige Kulturiiberstande der C. botulinum-
Toxovare A bis G sowie der Kulturiiberstand von C. sporogenes) und die Kontrollgruppen (=
Medien Ni, NiT bzw. Ni* und NiT"). Aufgrund der Varianz bei der Ermittlung der Aktivitat der
sauren Phosphatase konnten die absoluten Werte der Extinktionsmessungen nicht verwen-
det werden, sondern mussten, auch um die Varianzen der unterschiedlichen Versuchstage
auszugleichen, durch Bezug auf die Kontrollgruppenwerte relativiert werden. Dabei wurden
sowohl die Versuchsgruppenwerte als auch die Kontrollgruppenwerte selbst durch die Kon-
trollgruppenwerte dividiert.

Da aufgrund des Versuchdesigns eine genaue Zuordnung einer Kontrollgruppe zu einer Ver-
suchsgruppe unmdglich ist, wurde sozusagen jeder Versuchsgruppenwert bzw. Kontroll-
gruppenwert mit jedem entsprechendem Kontrollgruppenwert eines Versuchstages in
Beziehung gesetzt. Dadurch wurden somit pro zugesetztem Bakterienkulturiiberstand und

Versuchstag (entspricht einem Dreifachansatz) neun Werte ermittelt.

3.4.3 Biostatistische Auswertung

Die vorliegenden Ergebnisse wurden mit dem Statistikprogrammpaket SPSS 11.5 (SPSS
GmbH Software Minchen) bearbeitet.
Die Prufung auf Normalverteilung erfolgte mit dem Shapiro-Wilk-Test. Da die Daten normal-

verteilt waren, wurden flr die deskriptive Statistik der Mittelwert und die Standardabweichung
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berechnet.
Die Signifikanzprifungen erfolgten mit dem Levene-Test und dem t-Test fur unabhangige

Stichproben.
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Ergebnisse

4 Ergebnisse

Die in den Versuchen ermittelten Einzeldaten sowie die berechneten statistischen GrofRen

sind in der Reihenfolge ihrer Besprechung (siehe Material und Methoden) im Anhang aufge-
fuhrt.

4.1 Produktion der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande von C. botulinum sowie entspre-
chender Kontrollibersténde

4.1.1 Weitere Untersuchungen der Kulturiiberstande

Eine Veranderung in der mausletalen Aktivitat der neurotoxinhaltigen Kulturtiberstéande durch
wiederholte Auftau- und Einfriervorgange wurde im verwendeten Mal3stab (Bestimmung auf
die Zehnerpotenz genau) nicht festgestellt (siehe Tab. 7).

4.2 T. pyriformis

4.2.1 Wachstumskinetik

Die wiederholten Z&hlungen der Protozoen mit der Zadhlkammer ergaben Standardabwei-
chungen der log,Zellzahlen von 0,02 bis 0,07.

Der Verlauf der Wachstumskurven verschiedener T. pyriformis-Kulturen ist in den Abbildun-
gen 10 und 12 beschrieben.

—e— T. pyriformis in PPY,
Brutschrank (28€)
o T. pyriformis in PPYG,
Brutschrank (28C)
———- T. pyriformis in PPYG,
Raumtemperatur (21€ + 3€)

n=3

logy g Zellzahl/ml

0 50 100 150 200 250
Zeitin h

Abb. 10: Darstellung der Wachstumskinetiken von T. pyriformis in verschiedenen Anzuchtme-
dien und bei unterschiedlichen Temperaturen (siehe Legende). Angabe der Mittelwerte und
Standardabweichungen.

Die parallele Entwicklung des pH-Wertes in den Kulturen geben die Abbildungen 11 und 12
wieder. Die Wachstumskurven in den Anzuchtmedien PPY und PPYG zeigten einen Verlauf,

der sich je nach Medium mehr oder weniger deutlich in eine kurze Adaptationsphase, eine
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exponentielle Wachstumsphase, eine Ubergangsphase, eine stationiare Phase und eine

Absterbephase untergliedern lief3.

9,0

—a— pH bei T. pyriformis in PPY,
Brutschrank (28€C)

—e— pH bei T. pyriformis in PPYG,
Brutschrank (28C)

8,0 1 v Ty v pH bei T. pyriformis in PPY,

Raumtemperatur (21C + 3C)

8,5 1

7,5 A n=3

pH-Wert

7,0 ¢

6,5 ¢

6,0

0 50 100 150 200 250
Zeitinh

Abb. 11: Darstellung der Verlaufe der pH-Werte in d  en Kulturen zur Untersuchung der Wachs-
tumskinetik (siehe Abb. 10). Angabe der Mittelwerte und Standardabweichungen.

Waéhrend im PPY-Medium die stationére Phase erst nach ca. 70 h mit einem log;o Zellzahl/ml
von 5,80 erreicht wurde, konnten im PPYG-Medium bei beiden Temperaturbereichen bereits
nach ca. 50 h die maximalen Zellkonzentrationen (jeweils etwa logo Zellen/ml von 6,50) ge-
messen werden. Daraus ergab sich im PPYG-Medium bei 28€C eine Generationszeit von ca.

4 h (Berechnung siehe Anhang). Auch die Dauer der stationaren Phase variierte je nach An-
satz. So begann die Absterbephase im PPY-Medium nach ca. 110 h, im PPYG-Medium bei
der fir die Vermehrung optimalen Temperatur von 28°C nach ca. 130 h und im PPYG-
Medium bei Raumtemperatur (21€ + 3 €) nach ca. 15 0 h, erstreckte sich dann aber Uber
einen deutlich langeren Zeitraum von insgesamt ca. 90 h.

Mit der Kultivierungsdauer ging ein kontinuierlicher Anstieg des pH-Wertes einher. Der pH-
Wert wurde mittels Indikatorpapier gemessen, das Anderungen in 0,5er Schritten sichtbar
macht. Die Verlaufe im PPYG-Medium waren identisch. Der Zusammenhang zu den Wachs-
tumskurven war deutlich. So stieg der pH-Wert im PPY-Medium in den ersten 50 h langsa-
mer, um dann innerhalb von ca. 24 h sein Maximum zu erreichen. Nach 50 h war auch eine
deutliche Wachstumssteigerung in der entsprechenden Kultur zu verzeichnen. Im PPYG-
Medium nahm er parallel zur Zellvermehrung schneller und gleichmé&Riger zu. Wahrend der
stationaren Phasen war nur eine jeweils geringe Erhéhung erkennbar.

Die Absterbephase schlug sich nicht in einer Anderung des pH-Wertes nieder.

Im Gegensatz zu den Anzuchtmedien erfolgte im Medium fir die Langzeitkultivierung (RM)
kein Kulturwachstum (Abb. 12). Jedoch blieben die Zellen deutlich langer vital. Nach ca. 10 d
war ein Gleichgewichtszustand innerhalb der Kultur erreicht. Dieser wurde je nach Tempera-

tur unterschiedlich lange aufrechterhalten. So begann die Absterbephase wahrend der Be-
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britung bei 28C nach ca. 50 d. Die Kultivierung be i Raumtemperatur vermochte den statio-
naren Zustand mindestens bis zu 70 d aufrechtzuerhalten.

—e— T. pyriformis in RM,
Brutschrank (28€)
o T. pyriformis in RM,
r 7,0 Raumtemperatur (21€ + 3€)
—e— pH bei T. pyriformis in RM,
Brutschrank (28€)
—v— pH bei T. pyriformis in RM,

r 6,5 Raumtemperatur (21€ + 3€)

pH-Wert

o | 6,0
3 \
. : : —+ 55

0 20 40 60 80
Zeitind

logqgZellzahl/ml

n=3

Abb. 12: Darstellung der Wachstumskinetiken und der Verlaufe der pH-Werte von T. pyriformis
in dem Medium zur Langzeitkultivierung (RM) bei unt  erschiedlichen Temperaturen (siehe Le-
gende). Angabe der Mittelwerte und Standardabweichu  ngen.

Die Einstellung des Gleichgewichtes spiegelte der Verlauf des pH-Wertes wider, die Abster-
bephase blieb auch hier ohne Auswirkung.

Die Langzeitkultivierung in RM fuhrte zu lichtmikroskopisch nachweisbaren morphologischen
Veréanderungen (siehe Abb. 13 und 14).

Abb. 13 Abb. 14
Abb. 13: T. pyriformis, Kultivierung in PPYG, Kulturalter 4 d und 4 h, Na  tivpraparat, lichtmikro-
skopische Aufnahme.

Abb. 14: T. pyriformis, Kultivierung in RM, Kulturalter 10 d, Nativprapar  at, lichtmikroskopische
Aufnahme.

Die Zellen wurden kleiner und schlanker. Nach Uberfilhrung in das Anzuchtmedium wurde

innerhalb von 36 bis 48 h wieder die grof3ere und kraftigere Form erreicht.
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4.2.2 Entwicklung des Phagozytosetests

Die Phagozytose von Futterkeimen durch T. pyriformis lasst sich lichtmikroskopisch verfol-
gen (siehe Abb. 15 und Abb. 16).

Abb. 15: T. pyriformis wahrend der Phagozytose von E. coli K12, Praparat luftgetrocknet, hitze-
fixiert, nativ, lichtmikroskopische Aufnahme. a = f rei liegende Bakterien, b = Bakterien im durch
die Zilienaktivitat entstandenen Strudel in Richtun g bukkaler Kavitat, ¢ = Bakterien in sich for-

mierender Nahrungsvakuole am Zytopharynx, d = Bakte  rien in einer alteren Nahrungsvakuole,

e = Zilienreihen.

A B Cc

abcd abcd abcd

Abb. 16: T. pyriformis wéhrend der Phagozytose von C. albicans. Standbilder in chronologi-
scher Reihenfolge aus lichtmikroskopischen Filmsequ enzen, nativ. Der in Bild A dargestellte
Balken entspricht einer Lange von 20 pm. a = Zellkern, b = Nahrungsvakuole mit Resten pha -
gozytierter Hefezellen, ¢ = sich neu formierende Na  hrungsvakuole mit Hefezellen am Zytopha-
rynx, d = Hefezelle auf dem Weg von der bukkalen Ka vitat in die sich neu formierende

Nahrungsvakuole.
4.2.2.1 Einstellen der Bakterienzahl

4.2.2.1.1 Reproduzierbarkeit der E. coli K12-Quantifizierung

In den Versuchen zur Varianz der KbE/ml-Bestimmung wurde mit einer E. coli K12-Suspen-
sion gearbeitet, die auf einen Extinktionswert von 0,123 (bei 620 nm) eingestellt worden war.
Laut der Gleichung nach SCHROEDL et al. (2003) entspricht dieser Wert einer logi,KbE von
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7,48/ml. Die Standardabweichungen in der Ermittlung der KbE/ml mittels des Plattenverdin-
nungsverfahrens (Ermittlung der KbE/ml, siehe Anhang) ergaben log;,Werte zwischen 0,05
und 0,42 bei jeweils drei Ansatzen aus denselben Suspensionen. Die fotometrisch alle auf
denselben Wert eingestellten Suspensionen ergaben im Plattenverdiinnungsverfahren
log;0KbE zwischen 6,54 und 8,26.

4.2.2.2 Einfluss des Reaktionsmediums auf E. coli K12 und T. pyriformis

Das in den Versuchen eingesetzte Mineralwasser der Fa. Volvic® (Wasser) fuhrte weder zu
Veranderungen in der Anzahl der KbE/ml von E. coli K12 noch zu Verénderungen in der

Zellzahl/ml von T. pyriformis wahrend des Beobachtungszeitraumes von 24 h.

4.2.2.3 Einfluss der Vorkultivierung von T. pyriformis

Die Art der Vorkultivierung von T. pyriformis ibte einen gro3en Einfluss auf die Phagozytose-
leistung aus. Die Zellen, die in PPYG Kkultiviert und erst unmittelbar vor Versuchsbeginn in
Wasser Uberfuhrt worden waren, zeigten eine deutlich geringere Phagozytoserate als die
Zellen, bei denen dieser Schritt bereits einen Tag zuvor durchgefihrt worden war. Die
PPYG-kultivierten Zellen reduzierten die KbE/ml von E. coli K12 in den ersten 4 h um eine
log10KbE von 1,20. In demselben Zeitraum war eine Abnahme der KbE/ml bei den Wasser-
kultivierten Zellen um eine log;,KbE von 3,22 zu verzeichnen. Nach 24 h war in diesem An-
satz eine log;oKbE/ml von 3,00 nachzuweisen (entspricht der Nachweisgrenze). Im PPYG-

Ansatz waren dagegen noch Bakterien in einer Anzahl von log;,KbE 5,30/ml enthalten.

4.2.2.4 Ermittlung der optimalen Zellzahlen

Die absoluten Mengen der Protozoen und Bakterien sowie ihr Verhaltnis zueinander wurden
in den Folgeversuchen bestimmt. Bei dem Versuch mit der konstanten Bakterienkonzentrati-
on und den variierenden Protozoenzahlen zeigten die Ansatze mit einem Protozoen-
Bakterien-Verhéltnis von 1:100 und 1:1.000 in den ersten 4 h &hnliche Reduktionsraten zum
einen von log;oKbE 3,09 bei absoluten eingesetzten Zahlen von log;cKbE/ml 7,60 (rechneri-
sche Konzentration der E. coli K12-Suspension) und log;oProtozoen von 5,60/ml bzw. zum
anderen von log;oKbE 3,06 bei derselben E. coli K12-Konzentration und einer log;oProto-
zoenzahl von 4,60/ml. Nach 8 h war im ersten Fall eine Reduktion auf log;cKbE von 3,90/ml,
im zweiten Fall auf eine log;oKbE von 4,71/ml eingetreten. Der 24-h-Wert ergab eine Zu-
nahme der log;oKbE auf 5,53/ml bzw. 5,26/ml. Da das Reaktionsmedium keinen férdernden
Einfluss auf das Bakterienwachstum ausibte, war anzunehmen, dass Stoffwechselprodukte
der Protozoen oder abgestorbene T. pyriformis das Substrat bildeten. Ein Protozoen-
Bakterien-Verhéltnis von 1:10.000 bei einer absoluten log;oProtozoenzahl von 3,60/ml zeigte
deutlich geringere Phagozytoseraten, nach 4 h waren noch log;,KbE 7,68/ml, nach 8 h noch

7,13/ml E. coli K12 nachzuweisen. Erst nach 24 h konnte eine grél3ere Keimreduktion auf
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log:0KbE 5,70/ml festgestellt werden. Der Kontrollansatz ohne Protozoen belegte erneut die
Stabilitét der Bakterienkonzentration in Wasser. Bei diesem Versuch wurde, wie in der Un-
tersuchung zur Varianz der Einstellung einer bestimmten Bakterienkonzentration, die deutli-
che Abweichung der fotometrisch eingestellten Keimzahl (log;cKbE 7,60/ml) und der im
Plattenverdiinnungsverfahren gefundenen log;,KbE von 7,90/ml bis 8,51/ml sichtbar.

Die Ergebnisse aus dem Versuch mit der variierenden Bakterienkonzentration und den kon-
stant gehaltenen Protozoenzahlen sind in der folgenden Abbildung (Abb. 17) dargestellt. Das
Protozoen-Bakterien-Verhaltnis von 1:1.000 filhrte bei einer absoluten eingesetzten log;KbE
von 8,60/ml im Verlauf von 8 h lediglich zu einer Reduktion um 2,55 log;o-Stufen. Die
log10KbE/mI der Kontrollgruppe blieben wie die der anderen Kontrollgruppen tber den Beo-
bachtungszeitraum stabil. Bei einem Verhéltnis von 1:100 wurde nach 8 h ein ahnlicher Wert
(2,51 logio-Stufen) erreicht. Im Ansatz mit dem Verhéaltnis 1:10 ergab sich eine Abnahme um
2,16 log,o-Stufen nach 2 h. Unter Beachtung der in vorherigen Versuchen ermittelten Stan-
dardabweichung von bis zu logi,KbE 0,42 konnte keine weitere Abnahme der Bakterienkon-
zentration festgestellt werden. Beim Vorliegen gleicher Zellkonzentrationen (log;oKbE/ml von
5,60 einer fotometrisch eingestellten Bakteriensuspension und logioProtozoenzahl/ml von
5,60) wurde nach 2 h eine Annaherung an die Nachweisgrenze (log;cKbE/ml von 3,00) beo-
bachtet.

. pyriformis (5,60/ml) + E. coli K12 (8,60/ml)
. coli K12 (8,60/ml)
. pyriformis (5,60/ml) + E. coli K12 (7,60/ml)
. coli K12 (7,60/ml)
. pyriformis (5,60/ml) + E. coli K12 (6,60/ml)
. coli K12 (6,60/ml)
. pyriformis (5,60/ml) + E. coli K12 (5,60/ml)
. coli K12 (5,60/ml)
. pyriformis (5,60/ml) + E. coli K12 (4,60/ml)
. coli K12 (4,60/ml)

|

|

7

I ;
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logqg KbE E.coli K12/ml
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Abb. 17: Darstellung der Ergebnisse aus dem Versuch mit den variierenden Bakterienkonzent-
rationen bei konstant gehaltenen Protozoenzahlen. D  ie in der Legende angegebenen Zahlen
entsprechen den log j0-Werten der fotometrisch eingestellten KbE/ml ( E. coli K12) bzw. der ein-
gestellten Zellzahl/ml ( T. pyriformis). Die abweichenden 0-Stunden Werte der log ;0KbE/ml, die
in dem Diagramm eingezeichnet sind, geben die log  ;o-Werte der tatsachlich im Plattenverdin-
nungsverfahren ermittelten KbE/ml wieder. Eine log 10KbE/ml von 3,00 entspricht der unteren

Nachweisgrenze des Verfahrens.

Dies entspricht einer Reduktion um 1,92 log;o-Stufen. Nach 8 h konnte mit dem verwendeten
Verfahren die Abnahme der KbE/ml nicht weiter verfolgt werden. Im Falle des Verhaltnisses
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von 10:1 war bereits nach 4 h kein Nachweis mehr moglich. Eine weitere Verringerung der
Protozoenkonzentration unter Beibehaltung der anderen Bedingungen fihrte zu deutlich
schlechteren Ergebnissen in der Keimreduktion (siehe Abb. 18).

—e—— E. coli K12 (7,00/ml) + T. pyriformis (4,60/ml)

o E. coli K12 (7,00/ml) + T. pyriformis (4,30/ml)
—-——+—- E. coli K12 (7,00/ml) + T. pyriformis (4,00/ml)
—-——- E. coli K12 (7,00/ml)

n=1

log1g KbE E.coli K12/ml
[«2)

Zeitinh

Abb. 18: Darstellung der Ergebnisse aus den Versuch  en zur weiteren Verringerung der einge-

setzten Mikroorganismen. Die weiteren Erlauterungen entsprechen denen bei Abb. 17.

4.2.2.5 Weitere Untersuchungen des Phagozytosetests

Der Einsatz anderer Futterkeime ergab gegentber der Verwendung von E. coli K12 keinen
Vorteil. Auffallig war die ungentigende Genauigkeit bei der Einstellung der Anfangskonzent-
rationen anhand eines Vergleiches mit der Tribung der E. coli K12-Suspension. Die Ansatze
mit S. aureus fihrte zu deutlich starkeren Keimreduktionen als in den Ansatzen mit C. albi-
cans, allerdings bestanden gro3e Unterschiede in der jeweiligen Ausgangssituation. Bei bei-
den Mikroorganismen blieb die Degradierungrate jedoch deutlich unter den vergleichbaren
Protozoen-Bakterien-Verhéltnissen mit E. coli K12, entsprechend den Ergebnissen vorheri-
ger Versuche. Uber die Degradierungrate von Bacillus spp. lieB sich aufgrund der Unter-
schreitung der Nachweisgrenze keine Aussage treffen. Allerdings zeigte bereits der
Kontrollansatz ohne Protozoen nach der Inkubationszeit eine geringere KbE/ml.

Da dieser erste Versuch den Anforderungen an den Phagozytosetest nicht gerecht wurde
und E. coli K12 weitaus bessere Ergebnisse erbrachte, wurde auf eine Wiederholung oder
Fortsetzung verzichtet.

Der Einsatz im Phagozytosetest fihrte wahrend einer Inkubationszeit bis zu 24 h trotz Pha-
gozytose der Bakterien (Reduktion um 2, 63 log;o-Stufen) in den ersten 4 h (entsprechen
dem Prifzeitraum) nicht zu einer Veranderung der Protozoenzahl.

Im Versuch zur Verkleinerung der Gesamtvolumina erreichte der Kontrollansatz (Gesamtvo-
lumen 1,5 ml) eine gréRere Reduktion der KbE/ml als in den bisherigen Versuchen (um 3,91
log;o-Stufen). Allerdings wurde aus den bisherigen (und folgenden) Versuchen der Einzel-
charakter dieses Ergebnisses deutlich. Daher wurde die lber die friiher ermittelte Reduktion
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hinausgehende Abnahme der KbE/ml als nicht typisch gewertet. Der bisher festgestellte Re-
duktionsbetrag von ca. 3,00 log;o-Stufen wurde in diesem Experiment nur in den Anséatze mit
750 pl, 150 pl und 75 pl Gesamtvolumen erreicht. Im Ansatz mit dem Volumen von 300 pl in
1,5 ml-ReaktionsgefafRen konnte diese Phagozytoserate nicht nachvollzogen werden.

Der Versuch zum potentiell degradierenden Einfluss sezernierter Stoffwechselprodukte er-
gab, dass die Sekretionsprodukte von T. pyriformis bei der Degradierung der Bakterien in mit

diesen Methoden nachvollziehbarem Rahmen keine Rolle spielten.

4.2.2.6 Einfluss der Kontrolimedien auf die Phagozytose

Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss der Kulturiiberstande Ni, Ni* bzw. der
trypsinisierten Varianten (Medienkontrollen) auf die Phagozytoseaktivitat sind grafisch dar-
gestellt (Abb. 19 und Abb. 20). Der Einsatz der unverdiinnten Medien Ni und NiT Ubte einen
hemmenden Einfluss auf die Degradierungsrate von T. pyriformis aus. Die Bakterien wurden
nur um etwas mehr als eine log;KbE/ml-Stufe reduziert.

Ab der 1:2 Verdunnung war jedoch kein Unterschied zwischen diesen Medien und der Kon-
trollgruppe mit Wasser erkennbar. Das Wachstum von E. coli K12 wurde nicht beeinflusst
(Abb. 20).

g ] 3 T. pyriformis + E. coli K12 + x

n=3

log; g KbE E.coli K12/ml
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Abb. 19: Darstellung der Ergebnisse aus den Versuch  en zum Einfluss der Kulturiiberstande Ni,
Ni* bzw. der trypsinisierten Varianten auf die Phagozy  toserate von T. pyriformis. In der Abbil-
dung werden die Daten der Ansatze mit Protozoen nac  h 4 h gezeigt. Angabe der Mittelwerte

und Standardabweichungen. KG = Kontrollgruppe, VG = Versuchsgruppe.

Bei den Medien Ni* und NiT" stellte es sich scheinbar anders dar. Die verdiinnten Ansétze
wichen von der Kontrollgruppe (Wasser) und den vergleichbaren 1:2 Verdiinnungen von Ni

bzw. NIiT ab. Unter Berticksichtigung der Ergebnisse aus den Versuchen zur Ermittlung der
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Reproduzierbarkeit der E. coli K12-Quantifizierung, in denen eine Standardabweichung von
bis zu 0,42 logi,-Stufen ermittelt worden war, relativierten sich jedoch die Ergebnisse. Erst
ab einer Differenz von mehr als 0,84 log;o-Stufen zwischen Kontroll- und Versuchsgruppe
konnte von einem tatsachlichen Unterschied gesprochen werden. Diese Differenz wurde
aber weder in den Ansatzen mit Protozoen noch in den entsprechenden Anséatzen ohne Pro-

tozoen erreicht.

/3 E. coli K12 + x

8 1 T i n=3

log; KbE E.coli K12/ml
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Abb. 20: Darstellung der Ergebnisse aus den Versuch  en zum Einfluss der Kulturiiberstande Ni,
Ni* bzw. der trypsinisierten Varianten auf die Phagozy  toserate von T. pyriformis. In der Abbil-
dung werden die Daten der Ansatze ohne Protozoen na  ch 4 h gezeigt. Angabe der Mittelwerte

und Standardabweichungen. KG = Kontrollgruppe, VG = Versuchsgruppe.

4.2.2.7 Einfluss der Kulturiiberstande auf E. coli K12

Die Ansatze mit den neurotoxinhaltigen Kulturiiberstidnden ergaben keine Abweichungen von

den Ansatzen mit den entsprechenden Medienkontrollen.

4.2.3 Entwicklung des Exozytosetests

In den ersten Versuchen zur Entwicklung des Exozytosetests wurde der starke Einfluss des
pH-Wertes des SPPs und der Reaktionszeit bis zum Stoppen deutlich. Alle eingesetzten
Zellmengen waren in der Lage, ein ausreichend groRes Messsignal zu produzieren. Der pH-
Wert von 4,0 verursachte das starkste Signal. Bereits nach 5 min (entspricht dem frihesten

Testzeitpunkt) war die Aktivitat in diesem Versuchsansatz messbar.

4.2.3.1 Reproduzierbarkeit der Extinktionsmessung

Die Versuche zur Reproduzierbarkeit der Extinktionsmessungen ergaben eine Standardab-

weichung von 4,3%.
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4.2.3.2 Ermittlung des Reaktionsmediums

Wahrend der ersten Stunde kam es in beiden Ansatzen zu einem sich deutlich von der Me-
dienleerkontrolle absetzenden Messsignal. Im Ansatz mit PPYG vollzog sich innerhalb der
folgenden 5 h ein bedeutender Anstieg. Im Gegensatz dazu war eine starkere Zunahme der
Aktivitat im Ansatz mit Wasser erst im Zeitraum 4 bis 6 h zu verzeichnen. Diese blieb aller-
dings weit unter dem vergleichbaren PPYG-Ansatz. Eine Uberschreitung des maximal
messbaren Wertes (mOD von 3.500) blieb bei der gewahlten Zellkonzentration und dem Kul-
turalter aus. In beiden Versuchsansétzen fiel auf, dass lediglich jeweils beim 6 h-Wert die
1:10 Verdunnungsstufe im anndhernd korrekten Verhaltnis zur unverdiinnten Probe stand,
alle anderen Verdinnungen waren gegentber dem Hintergrundsignal nicht mehr detektier-

bar.

4.2.3.3 Ermittlung der optimalen Zellzahlen

Die Daten des Versuches zur Ermittlung der optimalen Zellzahlen sind in der folgenden Ab-
bildung (Abb. 21) dargestellt.
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Abb. 21: Darstellung der Ergebnisse aus den Versuch  en zur Ermittlung der optimalen Zellzah-

len. Angabe der Mittelwerte und Standardabweichunge  n der Messsignale ohne Abzug der Hin-

tergrundsignale (Medienleerkontrollen). In der Lege  nde sind die Zellzahlen/ml als log o-Werte

angegeben.

Die beiden Ansatze mit den héheren Zellzahlen (log;o-Zellzahl/ml von 4,70 bzw. von 5,18)
zeigten eine deutliche Steigerung der messbaren Aktivitat trotz der notwendigen Verdinnung
des PPYG mit Wasser, das in den Hauptversuchen durch die zu testende Probe ersetzt wer-
den sollte. Die beiden Anséatze mit den geringeren Zellkonzentrationen (logio-Zellzahl/ml von
3,70 bzw. 4,00) vermochten kaum, ein deutlich Uber den Mediumleerwert aus den friheren
Experimenten (ca. 300) hinauskommendes Signal zu produzieren. Nur eine im Lauf der In-

kubationszeit geringe Steigerung war auszumachen.
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4.2.3.4 Ermittlung der Inkubationsdauer

Eine Vermehrung fand innerhalb der 5 h (entspricht dem Testzeitraum) nicht statt. Die En-

zymaktivitat stieg kontinuierlich bis auf einen Extinktionswert von 2582 (Mittelwert, n = 3) an.

4.2.3.5 Ermittlung der Reproduzierbarkeit des Messwertes

Wenn man alle 18 Ergebnisse eines Tages (sechs Ansatze, je drei Messungen) zusammen
betrachtet, ergaben sich Standardabweichungen zwischen 3,0 und 6,1% bei den Ansatzen
mit Protozoen. Die Medienleerkontrollen wiesen Standardabweichungen zwischen 2,5 und
6,3% auf. Die absoluten Werte waren in den Protozoenansétzen sehr unterschiedlich. Am
Tag 1 wurden Extinktionen gemessen, die einen Mittelwert von 2015 ergeben, am Tag 2
einen von 1222 und am Tag 3 einen Mittelwert von 2192. Die entsprechenden Medienleer-
kontrollen lagen jeweils bei 237, 240 und 239. Die Standardabweichungen der Dreifachmes-
sungen variierten im Gegensatz zu den friheren Sechsfachmessungen von 1,2 bis 5,5%

bzw. bei den Medienleerkontrollen von 1,2 bis 9,9%.

4.2.3.6 Optimierung des Exozytosetests

Es konnte gezeigt werden, dass es keine Unterschiede im Ergebnis nach sich zog, wenn
anstelle der bisherigen Sterilfiltration die Saureimmobilisation zur Trennung der Protozoen
vom Uberstand benutzt wurde.

Eine Verkleinerung des Systems bis auf Gesamtvolumina von 105 pl fihrte zu gleichen Er-
gebnissen wie die bisher verwendeten 750 pl. Gesamtvolumina von 300 pl ergaben unter
Nutzung von 1,5 ml-Reaktionsgefal3en deutlich geringere Messsignale.

Der Einsatz der etwas grof3eren Menge SPP, bei einem Verhaltnis von SPP zum protozoen-
haltigen Ansatz von 1:4,29, produzierte die gleichen Extinktionswerte wie die Kontrollgrup-

pen.

4.2.3.7 Weitere Untersuchungen des Exozytosetests

Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss der Mediumkontrollen Ni und Ni* bzw. der
trypsinisierten Varianten sind in der folgenden Abbildung dargestellt (Abb. 22).

Die Medien blieben, ungeachtet der Verdiinnungsstufe, ohne Einfluss auf die messbare Akti-
vitat der sauren Phosphatase (Abb. 22). Erneut wurde jedoch deutlich, dass die Extinktionen
trotz ahnlicher Ausgangsbedingungen nicht regelmafig erreicht wurden. Da aber im Folgen-
den immer die Versuchsgruppe in Beziehung zur jeweiligen Kontrollgruppe gesetzt wurde,
konnte der Versuchsaufbau bestehen bleiben. Aus Griinden der Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen des Phagozytosetests wurden die Kulturiiberstdnde jedoch in der gleichen Ver-

diinnungsstufe (1:2) eingesetzt.
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Abb. 22: Darstellung der Ergebnisse aus den Versuch  en zum Einfluss der Medienkontrollen Ni,
Ni* und der trypsinisierten Varianten. Darstellung der Daten aus den Protozoenansatzen. Es
wurde der Mittelwert der Medienleerwerte gebildet u  nd dieser von jeweils jedem der drei ent-
sprechenden Ansatze mit Protozoen abgezogen. Von de  n so entstandenen Ergebnissen wur-
den Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Diese Werte werden gezeigt. KG =

Kontrollgruppe, VG = Versuchsgruppe.
4.2.4 Untersuchungen zur Aktivitat der sauren Phosphatase

4.2.4.1 Aktivitatsverlauf

Unabhangig von den getesteten Temperaturbereichen blieb die Aktivitdt der sauren
Phosphatase innerhalb der ersten 5 h konstant. Nach 24 h war jedoch ein deutlicher Abfall

nachzuweisen. Ein Temperatureinfluss konnte auch dabei nicht gezeigt werden.

4.2.4.2 Einfluss der Kulturiiberstande auf den Aktivitatsverlauf

Die Ergebnisse dieser Versuche wurden wie folgt bearbeitet. Da aufgrund des Versuchsauf-
baus eine genaue Zuordnung eines einzelnen Medienleerwertes zu einer entsprechenden
Probe mit Enzymaktivitat nicht moglich war, wurden die drei Werte der Medienleerkontrollen
zusammengefasst (Mittelwert) und dieser jeweils von jedem der drei zugehérigen Proben mit
Enzymaktivitat subtrahiert. Die so korrigierten Werte sind in den folgenden Abbildungen
(Abb. 23 und Abb. 24) wiedergegeben. Ein Unterschied zwischen den Kontrollgruppen und

den Versuchsgruppen wurde bei keinem der getesteten Kulturtiberstande nachgewiesen.
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Abb. 23: Darstellung der Ergebnisse der Versuche zu ~ m Einfluss der Kulturiberstande (TPGY-
Ansatze) auf den Aktivitatsverlauf. Es wurde der Mi  ttelwert der Medienleerkontrollen gebildet
und dieser von jedem entsprechenden enzymhaltigen A nsatz abgezogen. Angabe der Mittel-
werte und Standardabweichungen der Ergebnisse der |  eerwertkorrigierten enzymhaltigen An-

satze. EnzA = enzymhaltiger Ansatz, KG = Kontrollgr  uppe, VG = Versuchsgruppe.
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Abb. 24: Darstellung der Ergebnisse der Versuche zu  m Einfluss der Kulturtiberstande (TPGYT-

Anséatze) auf den Aktivitatsverlauf. Die Angaben ent  sprechen denen in der Abb. 23.

4.2.5 Untersuchungen zur Stabilitat der BoNTs in den entwickelten Tests

In den Untersuchungen zur Stabilitdét der BoNTs wahrend der Phagozytosetests wurde so-
wohl in den TPGY- als auch in den TPGYT-Anséatzen mit T. pyriformis ein geringer Abfall
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nach 1 h festgestellt, der aber der zusatzlichen Verdinnung mit der E. coli K12-Suspension
entspricht. Nach insgesamt 5 h (Prifzeitraum) wurden in beiden Ansétzen niedrigere REE
gemessen. Beim Vergleich mit den entsprechenden Kontrollansatzen ohne Protozoen war
jedoch ein ahnlicher Verlauf festzustellen.

Wahrend der Exozytosetests mit Protozoen wurde ebenso ein etwas niedrigerer Wert nach 5
h (Prifzeitraum) gemessen, der aber analog zu den Phagozytoseversuchen gleichermal3en
in den Kontrollen ohne Protozoen vorkam.

Damit konnte ein Einfluss der sezernierten Produkte von T. pyriformis auf die relativen ELI-

SA-Einheiten (REE) ausgeschlossen werden.

4.3 Versuche zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstande

Ein Unterschied zwischen der Vitalitdt der Protozoen in der Kontrollgruppe zur Versuchs-
gruppe war weder im Phagozytosetest, noch im Exozytosetest zu den getesteten Zeitpunk-
ten (zu Beginn der Inkubation, nach 2 h, nach Ende der Inkubationszeit) feststellbar.

4.3.1 Phagozytoseversuche

Die Ergebnisse der ersten (von insgesamt drei) Phagozytoseversuche mit den getesteten
Kulturiberstéanden der C. botulinum-Toxovare A bis G, der Kulturiiberstdnde von C. sporo-
genes und der entsprechenden Medienkontrollen sind in den folgenden Abbildungen gezeigt
(Abb. 25 und Abb. 26).

Der Ansatz mit dem Kulturiiberstand des Toxovars A zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant hohere Phagozytoserate (p = 0,004) als in den Kontrollgruppen. In den beiden Wieder-
holungsversuchen lief3 sich dieser Effekt nicht reproduzieren.

Der Ansatz mit dem Kulturiiberstand des Toxovars B zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant geringere Phagozytoserate (p = 0,013) als in den Kontrollgruppen. In den beiden Wie-
derholungsversuchen liel3 sich dieser Effekt nicht reproduzieren.

Der Ansatz mit dem Kulturtiberstand des Toxovars C zeigte im ersten Versuch keine signifi-
kante Beeinflussung der Phagozytose. In der ersten Wiederholung war eine signifikant ge-
ringere Phagozytoserate (p = 0,032) als in den Kontrollgruppen nachzuweisen.

Der Ansatz mit dem Kulturliberstand des Toxovars D zeigte im ersten Versuch keine signifi-
kante Beeinflussung der Phagozytose. In der ersten Wiederholung war eine signifikant héhe-
re Phagozytoserate (p = 0,042) als in den Kontrollgruppen nachzuweisen.

Der Ansatz mit dem Kulturiiberstand des Toxovars E zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant geringere Phagozytoserate (p < 0,001) als in den Kontrollgruppen. Dieses Ergebnis liel3
sich in den Wiederholungen reproduzieren (p jeweils < 0,001).

Der Ansatz mit dem Kulturliberstand des Toxovars F zeigte im ersten Versuch keine signifi-
kante Beeinflussung der Phagozytose. In der ersten Wiederholung war eine signifikant ge-

ringere Phagozytoserate (p = 0,012) als in den Kontrollgruppen nachzuweisen.
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Der Ansatz mit dem Kulturtiberstand des Toxovars G zeigte im ersten Versuch keine signifi-
kante Beeinflussung der Phagozytose. In den beiden Wiederholungen war jeweils eine signi-
fikant geringere Phagozytoserate (p < 0,001 bzw. p = 0,015) als in den Kontrollgruppen

nachzuweisen.
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Abb. 25: Darstellung der Ergebnisse aus dem ersten (von insgesamt drei) Phagozytoseversuch
zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstand e (TPGY-Ansatz). K = Kontroll-, V = Ver-
suchs-, KG = Kontrollgruppe, VG = Versuchsgruppe. A uswertung der Ergebnisse gemaf den
Angaben im Abschnitt Material und Methoden. Ein Ver  suchsgruppenwert, der den jeweiligen
Kontrollgruppenwert Uberschreitet, entspricht einer vergleichbar weniger starken Reduktion
der log 10KbE/ml und somit einer geringeren Phagozytoserate. Ein Versuchsgruppenwert, der
den entsprechenden Kontrollgruppenwert unterschreit et, ist entsprechend umgekehrt zu inter-

pretieren.

Der Ansatz mit dem Kulturiiberstand von C. sporogenes (S) zeigte im ersten Versuch eine
signifikant geringere Phagozytoserate (p < 0,001). In der ersten Wiederholung war dieses
Ergebnis reproduzierbar (p < 0,001).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars A zeigte im ersten Versuch
eine signifikant hdhere Phagozytoserate (p = 0,046) als in den Kontrollgruppen. In den bei-
den Wiederholungsversuchen liel3 sich dieser Effekt nicht reproduzieren. Stattdessen zeigte
sich beide Male eine signifikant niedrigere Phagozytoserate (p = 0,001 bzw. p = 0,003).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars B zeigte im ersten Versuch
keine signifikant abweichende Phagozytoserate. Dieses Ergebnis bestatigte sich in den Wie-

derholungsversuchen.
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Abb. 26: Darstellung der Ergebnisse aus dem ersten (von insgesamt drei) Phagozytoseversuch
zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstand e (TPGYT-Ansatz). K = Kontroll-, V = Ver-
suchs-, KG = Kontrollgruppe, VG = Versuchsgruppe. A uswertung der Ergebnisse gemaf den
Angaben im Abschnitt Material und Methoden (Interpr  etation siehe Abb. 25).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars C zeigte im ersten Versuch
keine signifikant abweichende Phagozytoserate. Die zweite Wiederholung wich von diesem
Ergebnis ab. Es wurde eine signifikant geringere Phagozytoserate (p = 0,032) gefunden.

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars D zeigte im ersten Versuch
eine signifikant hohere Phagozytoserate (p = 0,027) als in den Kontrollgruppen. Der Effekt
lie3 sich nicht reproduzieren. In der zweiten Wiederholung wurde eine signifikant geringere
Phagozytoserate (p = 0,001) nachgewiesen.

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiberstand des Toxovars E zeigte im ersten Versuch
eine signifikant geringere Phagozytoserate (p < 0,001) als in den Kontrollgruppen. Dieser
Effekt liel3 sich in den Wiederholungen reproduzieren (p jeweils < 0,001).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars F zeigte im ersten Versuch
eine signifikant geringere Phagozytoserate (p = 0,029) als in den Kontrollgruppen. Der Effekt
lie3 sich in der ersten Wiederholung (p = 0,008) reproduzieren.

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars G zeigte im ersten Versuch
eine signifikant hohere Phagozytoserate (p = 0,010) als in den Kontrollgruppen. Der Effekt
lie3 sich in der ersten Wiederholung (p = 0,025) reproduzieren. In der zweiten Wiederholung
wurde eine signifikant geringere Phagozytoserate (p = 0,006) gefunden.

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand von C. sporogenes (ST) zeigte im ersten
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Versuch keine signifikant abweichende Phagozytoserate. In den Wiederholungen wurde eine
signifikant hohere Phagozytoserate (p jeweils = 0,027) nachgewiesen.

Da die Standardabweichung bei der Bestimmung der KbE/ml in den Vorversuchen bei bis zu
0,42 log;o-Stufen lag, konnte erst eine Differenz zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe, die
0,84 logio-Stufen Uberschreitet, sicher als Unterschied erfasst werden. Ein entsprechender
Unterschied wurde nur beim Toxovar E (TPGY-Ansatz und TPGYT-Ansatz) gefunden (1,99
logyo-Stufen bis 2,53 logio-Stufen bzw. 2,21 log;e-Stufen bis 3,40 log,o-Stufen). Die signifikan-
ten Unterschiede, die sich bei den anderen Kulturliberstdnden rechnerisch ergaben, waren
folglich nicht haltbar. Daher wurde nur mit den Kulturiiberstdanden des Toxovars E weiterge-
arbeitet. Der Einsatz detoxifizierter Kulturiiberstande ergab keine Unterschiede zu den nicht
erhitzten Kontrollgruppen (vergleichbar signifikant geringere Phagozytoseraten).

Die Messung der Proteinkonzentrationen ergab deutliche Unterschiede zwischen den Kultur-
Uberstanden. In den unverdiinnten Medienkontrollen wurden Proteinmengen von ca. 43
mg/ml (Ni*) bzw. ca. 46 mg/ml (NiT") gemessen. Die Kulturtiberstande des Toxovars E wie-
sen hingegen Proteinkonzentrationen von ca. 100 mg/ml (TPGY-Ansatz) bzw. ca. 145 mg/ml
(TPGYT-Ansatz) auf. Auch die pH-Werte wichen voneinander ab. So war in den Kontroll-
gruppen Ni*/ NiT* ein pH-Wert von 6,5, in den Versuchsgruppen jedoch ein pH-Wert von 5,5
ermittelt worden. Nach Verdinnung der neurotoxinhaltigen Kulturtiberstande auf den Prote-
ingehalt der Kontrollgruppen (durch die 1:2 Vorverdiinnung mit Wasser ca. 22 mg/ml, Ni* und
TPGY-Ansatz, bzw. ca. 23 mg/ml, NiT* und TPGYT-Ansatz) war eine signifikant geringere
Phagozytoserate, die einem log;cKbE/ml-Unterschied zwischen Versuchs- und Kontrollgrup-

pe von gréf3er 0,84 entspricht, nicht mehr nachzuweisen.

4.3.2 Exozytoseversuche

Die Ergebnisse der ersten (von insgesamt drei) Exozytoseversuche mit den getesteten Kul-
turiberstanden der C. botulinum-Toxovare A bis G, der Kulturiiberstadnde von C. sporogenes
und der entsprechenden Medienkontrollen sind in den folgenden Abbildungen gezeigt (Abb.
27 und Abb. 28).

Der Ansatz mit dem Kulturiiberstand des Toxovars A zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant erniedrigte Exozytoseleistung (p < 0,001). Dieses Ergebnis liel3 sich in den Wiederho-
lungen reproduzieren (p jeweils < 0,001).

Der Ansatz mit dem Kulturiiberstand des Toxovars B zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant erniedrigte Exozytoseleistung (p = 0,009). Dieses Ergebnis lie’ sich in den Wiederho-
lungen reproduzieren (p jeweils < 0,001).

Der Ansatz mit dem Kulturiiberstand des Toxovars C zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant erhdhte Exozytoseleistung (p < 0,001). Dieses Ergebnis lief3 sich in der ersten Wieder-
holung reproduzieren (p < 0,001).
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Abb. 27: Darstellung der Ergebnisse aus dem ersten (von insgesamt drei) Exozytoseversuch
zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstand e (TPGY-Ansatz). K = Kontroll-, V = Ver-
suchs-, KG = Kontrollgruppe, VG = Versuchsgruppe. A uswertung der Ergebnisse gemal den
Angaben im Abschnitt Material und Methoden. Ein Ver  suchsgruppenwert, der den jeweiligen
Kontrollgruppenwert unterschreitet, entspricht eine r vergleichbar geringeren Aktivitat der sau-
ren Phosphatase und somit einer erniedrigten Exozyt  oseleistung. Ein Versuchsgruppenwert,
der den entsprechenden Kontrollgruppenwert tberschr eitet, ist entsprechend umgekehrt zu

interpretieren.

Der Ansatz mit dem Kulturiberstand des Toxovars D zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant erhdhte Exozytoseleistung (p < 0,001). Dieses Ergebnis lie3 sich in den Wiederholun-
gen reproduzieren (p < 0,001 bzw. p = 0,001).

Der Ansatz mit dem Kulturtiberstand des Toxovars E zeigte im ersten Versuch keine signifi-
kant veranderte Exozytoseleistung. Dieses Ergebnis war nicht reproduzierbar. In beiden
Wiederholungen wurde eine signifikant erniedrigte Exozytose (p jeweils < 0,001) nachwei-
sen.

Der Ansatz mit dem Kulturliberstand des Toxovars F zeigte im ersten Versuch keine signifi-
kant veranderte Exozytoseleistung. In den Wiederholungen war jeweils eine signifikant er-
niedrigte Exozytoseleistung nachzuweisen (p jeweils < 0,001).

Der Ansatz mit dem Kulturiberstand des Toxovars G zeigte im ersten Versuch eine signifi-
kant erhthte Exozytoseleistung (p = 0,049). In der ersten Wiederholung war eine signifikant
erniedrigte Exozytoseleistung nachzuweisen (p jeweils < 0,001). In der zweiten Wiederho-

lung zeigte sich wiederum ein signifikant hoheres Ergebnis im Vergleich zur Kontrollgruppe
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(p = 0,001).

Der Ansatz mit dem Kulturiberstand von C. sporogenes (S) zeigte im ersten Versuch keine
signifikant veranderte Exozytoseleistung. In den Wiederholungen war jeweils eine signifikant
erniedrigte Exozytoseleistung nachzuweisen (p = 0,035 bzw. p < 0,001).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiberstand des Toxovars A zeigte im ersten Versuch
keine signifikant veranderte Exozytoseleistung. In der ersten Wiederholung konnte eine sig-

nifikant erniedrigte Exozytoseleistung gefunden werden (p < 0,001).
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Abb. 28: Darstellung der Ergebnisse aus dem ersten (von insgesamt drei) Exozytoseversuch
zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstand e (TPGYT-Ansatz). K = Kontroll-, V = Ver-
suchs-, KG = Kontrollgruppe, VG = Versuchsgruppe. A uswertung der Ergebnisse gemal den

Angaben im Abschnitt Material und Methoden (Interpr  etation siehe Abb. 27).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars B zeigte im ersten Versuch
keine signifikant veranderte Exozytoseleistung. Dieses Ergebnis liel3 sich in den Wiederho-
lungen reproduzieren.

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturliberstand des Toxovars C zeigte im ersten Versuch
keine signifikant veranderte Exozytoseleistung. In der zweiten Wiederholung konnte eine
signifikant erhdhte Exozytoseleistung gefunden werden (p = 0,007).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturliberstand des Toxovars D zeigte im ersten Versuch
keine signifikant verdnderte Exozytoseleistung. In der zweiten Wiederholung konnte eine
signifikant erhdhte Exozytoseleistung gefunden werden (p = 0,009).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars E zeigte im ersten Versuch

eine signifikant erniedrigte Exozytoseleistung (p = 0,001). Dieses Ergebnis liel3 sich in den
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Wiederholungen reproduzieren (p < 0,001 bzw. p = 0,008).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars F zeigte im ersten Versuch
eine signifikant erhdhte Exozytoseleistung (p < 0,001). Dieses Ergebnis liel3 sich in den Wie-
derholungen jedoch nicht reproduzieren.

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars G zeigte im ersten Versuch
keine signifikant veranderte Exozytoseleistung. In der ersten Wiederholung wurde die Exozy-
toseleistung signifikant erniedrigt (p < 0,001), in der zweiten Wiederholung hingegen signifi-
kant erhdht nachgewiesen (p = 0,006).

Der Ansatz mit dem trypsinisierten Kulturiberstand von C. sporogenes (S) zeigte im ersten
Versuch eine signifikant erniedrigte Exozytoseleistung (p = 0,010). In der ersten Wiederho-
lungen lief3 sich dieser Effekt reproduzieren (p < 0,001).

Da die Standardabweichung bei der Bestimmung der Exozytoseleistung in den Vorversu-
chen bei bis zu 5,5% lag, konnte erst eine Differenz zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe,
die 11% uberschreitet, sicher als Unterschied erfasst werden. Jedoch wurde in den Versu-
chen mit den neurotoxinhaltigen Uberstanden bei dem TPGY-Ansatz des Toxovars F und bei
dem TPGYT-Ansatz des Toxovars G eine signifikante Abweichung von 29% im Vergleich mit
den Kontrollgruppen gefunden. Da beim Ansatz mit dem Toxovar F (TPGY-Ansatz) nur an
einem anderen Versuchstag ein signifikanter Unterschied gefunden wurde, bei Toxovar G
(TPGYT-Ansatz) an einem anderen Versuchstag sogar eine signifikant erhdhte Exozytose-
leistung um 14% gemessen wurde, wurde angenommen, dass ein Unterschied von bis 29%
innerhalb der normalen Plastizitat des Exozytoseereignisses liegt. Deshalb wurde eine Diffe-
renz von mindestens 30% gefordert. Ein entsprechender Unterschied wurde nur bei dem
Toxovar E (TPGYT-Ansatz) gefunden.

Die detoxifizierten Uberstande ergaben zweimal signifikant niedrigere Exozytoseleistungen,
die Uber die geforderte Differenz von den Kontrollgruppen abwichen. In der zweiten Wieder-
holung wurde eine signifikant erniedrigte Exozytoserate gefunden, die einer Differenz von
24% entsprach. Nach Verdinnung des neurotoxinhaltigen Kulturtiberstandes auf den Prote-
ingehalt der Kontrollgruppe (durch die 1:2 Vorverdiinnung mit Wasser ca. 23 mg/ml, NiT" -
Ansatz) zeigte sich zunachst eine signifikant erhdhte Exozytoserate (p = 0,009). Dieses Er-
gebnis liel3 sich nicht reproduzieren. In der ersten Wiederholung wurde eine signifikant er-
niedrigte Exozytoseleistung (p = 0,04) gefunden. Die Differenz zwischen den
Kontrollgruppenergebnissen und den Ergebnissen des verdinnten Toxovars E war an kei-

nem Versuchstag groRRer als 30%.
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5 Diskussion

5.1 Produktion der neurotoxinhaltigen Kulturtiberstdnde von C. botulinum sowie entspre-

chender Kontrolliberstande

Fur die Neurotoxinproduktion der sieben verschiedenen C. botulinum-Toxovare wurde auf
das in der DIN 10102 beschriebene Protokoll zurtickgegriffen. Die Toxovare lagen nicht alle
in derselben Konservierungsvariante vor. Sie wurden je nach Ausgangssituation unterschied-
lich vorbehandelt. AnschlieRend wurde der Schritt Uber die Columbia-Blutplatte dem DIN
10102-Protokoll vorgeschaltet. So konnten bei allen Toxovaren auf3er E dennoch vergleich-
bare Ausgangsbedingungen geschaffen werden. Toxovar E wurde zwar zunachst ebenfalls
aus einer RCM-Flussigkultur auf Columbia-Blutplatten verbracht und weiterhin wie die ande-
ren Toxovare bearbeitet. Eine im Maus-Bioassay nachweisbare Neurotoxinbildung unterblieb
jedoch bei dieser Behandlung. Aus diesem Grund wurde in der Wiederholung der Platten-
schritt unterlassen und die RCM-Kultur direkt in das TPGY- bzw. das TPGYT-Medium inoku-
liert. Somit wies das Toxinbebritungsmedium bei Toxovar E eine leicht abgewandelte
Zusammensetzung auf, und die Medienkontrollen Ni und NiT mussten durch Zusatz von
RCM ohne Bakterieninokulum angepasst werden (= Ni* und NiT"). In der DIN 10102 wird die
Verwendung zweier grundsatzlich unterschiedlicher Medien vorgeschrieben. Da das andere
Medium den Einsatz von Rinderherzpartikeln bzw. frischem Rindfleisch verlangt und somit
eine Standardisierung durch verschiedene Fleischchargen erschwert wird (die Toxovare
wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten kultiviert), fand nur das TPGY-Medium Verwen-
dung. Im Gegensatz zum Ziel der DIN 10102 (qualitativer Toxinnachweis), sollte in dieser
Arbeit eine mdglichst gro3e Neurotoxinmenge in entsprechendem Volumen gewonnen wer-
den, daher wurden zum einen groRere Mengen der Medien verwendet, zum anderen wurde
die Inkubationszeit ebenso modifiziert, statt der beschriebenen 5 d wurden die Kulturen 7 d
lang bebriitet.

In der Literatur ist eine Steigerung der Aktivitat durch den Zusatz von Trypsin bei allen Toxo-
varen beschrieben (Typ A, KRYSINSKI u. SUGIYAMA 1981, Typ B, HALLIS et al. 1996, Typ
D, MIYAZAKI et al. 1977, Typ E, DUFF et al. 1956, Typ F, HOLDEMAN u. SMITH 1965 und
Typ G, GIMENEZ u. CICCARELLI 1970). Allerdings gibt es fiir Toxovar C unterschiedliche
Angaben (Steigerung, BAUMGART 1970b und keine Steigerung, EKLUND u. POYSKI
1972). Daher wurden vergleichende Ansétze in der trypsinisierten Variante des TPGY-
Mediums (= TPGYT) fur alle Toxovare mitgefiihrt. Da die verschiedenen Stamme nicht alle
zum selben Zeitpunkt angesetzt wurden, gab es unterschiedliche Medienchargen. Deshalb
gibt es in der Arbeit fir die unterschiedlichen Neurotoxinanséatze eigene Kontrollen, die je-
weils aus derselben Mediencharge produziert wurden. Eine Kontamination mit aeroben Kei-
men konnte an verschiedenen Schritten durch entsprechende Kontrollen ausgeschlossen
werden.
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Im Maus-Bioassay wurden auf3er im Fall des Typs E keine Unterschiede zwischen trypsini-
sierten Ansatzen (TPGYT) und den nicht trypsinisierten (TPGY) gefunden. Aufgrund des
zunéchst nur orientierenden Charakters der Arbeit wurden die MLD/ml nicht genauer als bis
auf die Zehnerpotenz bestimmt. Fir die gewéhlten Fragestellungen erschien diese Gré3en-
ordnung hinreichend genau, so dass aus ethischen Griinden auf weitere Mauseversuche zur
exakteren Angabe der MLD verzichtet wurde. Unterschiede, die sich aus der unterschiedli-
chen Kultivierungsmethode ableiten, kdnnen dadurch maskiert worden sein.

Der eingesetzte Referenzstamm des Toxovars D ist durch die Fahigkeit zur zusatzlichen
Produktion des C2-Toxins, einer ADP-Ribosyltransferase (AKTORIES et al. 1987) charakte-

risiert. Auf das potentiell gebildete C2-Toxin wurde nicht untersucht.

5.1.1 Weitere Untersuchungen der Kulturiiberstande

Eine Veranderung in der MLD in einer Gré3enordnung von Zehnerpotenzen bei den neuro-
toxinhaltigen Kulturiiberstanden durch im Zuge der Arbeit wiederholte Einfrier- und Auftau-
vorgange konnte ausgeschlossen werden. Jedoch wurde auch in diesem Test aus ethischen
Grinden auf weitergehende Mauseversuche verzichtet, so dass Verdnderungen innerhalb
eines theoretischen Rahmens der MLD/ml von 1,00E+03 bis kleiner als 1,00E+04 nicht auf-
gedeckt werden konnten. Eine generelle Veranderung der Neurotoxinkonzentrationen z. B.
durch ebenso gebildete Proteasen konnte nicht ausgeschlossen werden. Da die getesteten
Zeitspannen wahrend der Auftauvorgdnge und Lagerungsprozesse (zwischen einmaligem
Auftauen und 75minttiger Lagerung bei 4€ und finfm aligem Auftauen und Einfrieren und
zwischenzeitlicher Lagerung bei 4€ tber Zeitrdume von jeweils 30 min, siehe Anhang) im
Routineumgang mit den Kulturiberstanden bedeutend unterschritten wurden, zudem stets
neue Aliquots eingesetzt worden waren, konnten diese potentiellen Konzentrationsschwan-
kungen auf3er Acht gelassen werden. Dem orientierenden Charakter der Versuche entspre-
chend waren die Neurotoxinkonzentrationen in den Kulturiiberstdnden ausreichend, selbst,
wenn durch den routinemafigen Umgang mit ihnen ein entsprechender Verlust der Aktivitat

zu verzeichnen gewesen ware.

5.2 T. pyriformis

Obwohl bei Tetrahymena spp. im Gegensatz zu Paramecium spp. noch keine Beteiligung
von Proteinen des SNARE-Komplexes an Membranfusionsvorgangen nachgewiesen worden
ist, wurde sich aufgrund der einfachen Kultivierungsbedingungen und der Moglichkeit einer
axenischen Haltung, was eine grol3e Vereinfachung fur die Untersuchung der hier gestellten
Fragen bedeutet, fir dieses Protozoon als Modellorganismus entschieden.

Darlber hinaus findet T. pyriformis fir viele unterschiedliche Fragestellungen Anwendung als
Indikatororganismus (siehe 2.4.4). In der Literatur wird von einigen Autoren bereits auf eine

mogliche Eignung im Nachweis von BoNTs hingewiesen (GRAF 1985) bzw. existieren sogar
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schon Ergebnisse aus (Wachstums-) Tests unter dem Einfluss der BoNTs A, B und E ein-
schlieBlich einer Empfehlung in Bezug auf die klinische Relevanz dieser Ergebnisse (De
WAART et al. 1972).

Fur T. pyriformis sprach zudem die Tatsache, dass eine sexuelle Vermehrung nicht stattfin-
det (ALLEN u. GIBSON 1973). Eine dadurch bedingte potentielle Verdnderung wahrend der
Langzeitkultivierung konnte also ausgeschlossen werden. Ahnliches gilt fir das Enzystie-
rungsvermagen. T. pyriformis GL ist nicht in der Lage, Zysten zu bilden und sich so potentiell
der weiteren Einflussnahme zu entziehen (CALLEJAS u. GUTIERREZ 2003).

5.2.1 Wachstumskinetik

Fur die Bestimmung der Zellzahlen wurde auf die Zahlung mittels einer Neubauer-
Zahlkammer (improved) zuruckgegriffen. Da der Einsatz der Zahlkammer haufig das Ver-
diinnen der Probe voraussetzt, liegen darin zusatzliche Fehlermdglichkeiten. Jedoch ist mit
diesem Verfahren eine visuelle Beurteilung der Zellen moglich, so dass intakt erscheinende
Zellen von Zellfragmenten und anderen Artefakten sicher zu unterscheiden sind. Darlber
hinaus ist diese Methode sehr schnell und einfach durchzufiihren. Mehrfachzéhlungen, ein-
schlieB3lich jeweils neuer Verdlinnungsansatze, ermoglichten eine Bestimmung der Fehler-
guoten. Die gefundenen Standardabweichungen der log,o-Zellzahlen von 0,02 bei Zellzahlen
im log,o-Bereich von 6,00 und von 0,07 bei Zellzahlen im logi,-Bereich von 5,20 entsprechen
unter Verwendung der naturlichen Zahlen prozentualen Abweichungen von 3,5 bis 14,9%.
Aufgrund der hoheren Genauigkeit bei Auszahlung grof3erer Protozoenkonzentrationen wur-
den bei Versuchen, in denen die Konzentration von T. pyriformis eingestellt werden musste,
stets aus einer Kultur mit log;e-Zellzahlen von ca. 6,00 Zellen ausgezahlt und dann mittels
Verdunnung auf die gewlinschte Konzentration eingestellt.

In einem geschlossenen System verlauft das mikrobielle Wachstum nach gewissen Gesetz-
mafigkeiten, wobei T. pyriformis keine Ausnahme darstellt (HAUPTMANN 2000).

Auf eine kurze Adaptationsphase (lag-phase), die im PPY-Medium deutlicher nachzuvollzie-
hen ist, folgt die exponentielle (HAUPTMANN 2000) oder logarithmische (KRUGER 2002)
Phase (log-phase). Da das Inokulum bereits Zellen einer betrachtlichen Menge enthielt und
diese aus einer Vorkultivierung in dem jeweiligen Medium entstammten, wurde die Phase
des exponentiellen Wachstums besonders im PPYG-Medium scheinbar direkt aufgenom-
men. Jedoch ist zu den entsprechenden Zeitpunkten, anhand derer die lag-phase im PPY-
Medium nachvollziehbar ist, keine Zellzdhlung vorgenommen worden, da die Fragestellung
lediglich die Bestimmung des Zeitpunktes vom Eintritt in die stationdre Phase vorgab. Durch
die Abnahme verwertbarer Substrate und die Zunahme von negativ beeinflussenden Stoff-
wechselendprodukten wird mit einer kurzen Ubergangsphase und dem Erreichen der maxi-
malen Zellzahl die stationdre Phase eingeleitet. Im PPYG-Medium wurde diese bedeutend
langer aufrechterhalten. Die anschlielende Absterbephase vollzog sich im PPY-Medium
70



Diskussion

wesentlich schneller, wohingegen im PPYG bei Raumtemperatur nach einem anfanglichen,
kurzen Abfall die Zellkonzentration Uber einen Zeitraum von ca. 60 h deutlich langsamer ab-
nahm, um anschlie3end ebenso wie in den anderen Ansétzen schneller zu fallen. Aufgrund
der besseren Kulturentwicklung im PPYG wurde ein PPY-Ansatz bei Raumtemperatur nicht
mehr getestet.

Die Dynamik des pH-Wertes konnte z. T. wie in der Literatur beschrieben (NILSSON 1989)
nachvollzogen werden. Im PPY-Medium blieb der anfangliche pH-Wert bis zu einer Zelldich-
te der logie-Zellzahl/ml von 4,90 konstant, um dann auf den Wert von ca. 8,0 anzusteigen. In
den eigenen Untersuchungen war dies nach ca. 50 h der Fall. Bei Zusatz von Glukose soll
nach NILSSON (1989) der pH-Wert bei Zelldichten bis zu einer log;e-Zellzahl/ml von 5,50
konstant bleiben, bei groReren Zellmengen auf bis zu 5,0 absinken. Die Ergebnisse der ei-
genen Untersuchungen wichen davon ab. Es wurden zwar nicht so hohe Werte erreicht wie
im PPY-Medium, jedoch kam es auch im Medium mit Glukose (PPYG) zu einem sukzessiven
Anstieg des pH-Wertes. LEVY (1973) weist aber darauf hin, dass die Art der Kultivierung
darauf einen Einfluss ausiibt. Sofern eine ausreichend groRe Menge Sauerstoff zur Verfi-
gung steht, wie es in den liegend gelagerten Zellkulturflaschen der Fall war (Oberflache von
ca. 25 cm? bei einer Fillhéhe von ca. 0,8 cm), kommt es eher zu einer Alkalisierung der Kul-
tur, da der Sauerstoff die Glukose-Abbaurate verringert und Ketosauren, die durch Desami-
nierung von Aminosduren entstehen, mutmalllich oxidiert werden, anstatt zu weiteren
Sauren degradiert zu werden.

Die Generations- und Uberlebenszeiten im PPY-Medium, wie sie bei NILSSON (1989) be-
schrieben wurden, konnten in diesen Versuchen nicht nachvollzogen werden. Unter Verwen-
dung von PPYG bei 28€ wurden maximale Generationsz eiten von 4 h erzielt, im Gegensatz
zu den 3 h, die NILSSON (1989) angibt. Da sich die Kultivierungsbedingungen jedoch unter-
schieden (kein permanentes Schitteln der Kultur, Ansatz in Zellkulturflaschen) und in den
eigenen Untersuchungen demnach fir eine Vermehrung nicht optimal waren, sind die Ab-
weichungen der Generationszeiten zu vernachlassigen.

Der Zusatz von Glukose, wie er von einigen Autoren in wechselnden Konzentrationsangaben
beschrieben wird (EVERHARDT 1972, MARTINDALE et al. 1979, KRAMH@FT u. LAMBERT
1997) fuhrte zu besseren Resultaten im Sinne der Fragestellung.

Anstelle einer komplexen Salzlésung (MARTINDALE et al. 1979) oder Aqua dest. (NILSSON
1989) wurde natirliches Mineralwasser ohne Kohlensaure (Volvic®) verwendet, da gute Er-
fahrungen bei anderen Ziliaten vorlagen (persodnliche Mitteilung MARTIN SCHLEGEL, Leip-
zig, Méarz 2004). Aufgrund der zufrieden stellenden Ergebnisse der eigenen Untersuchungen
wurde weiterhin mit diesem Mineralwasser gearbeitet.

Fur die Langzeitkultivierung wird z. B. Uber die Verwendung von Kichererbsen in Aqua dest.

oder Aqua deion. berichtet (PAULI et al. 1995). Die Verfiugbarkeit der eingesetzten Reiskor-
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ner und die fUr die Anforderungen dieser Arbeit befriedigende Wachstumskinetik der Ansatze
im Medium fur die Langzeitkultivierung (RM) gestatteten jedoch den weiterfihrenden Einsatz
des RMs.

5.2.2 Entwicklung des Phagozytosetests

In der Literatur sind vielféltige Mdglichkeiten beschrieben worden, die Phagozytoseaktivitat
von T. pyriformis zu bestimmen. Eine sehr einfache Methode ist der Einsatz von Tuschel6-
sungen (India Ink, KITAJIMA u. THOMPSON 1977, KOVACS et al. 1986). Kleinere kor-
puskulare Elemente, wie Latexpartikel (MUELLER et al. 1965, RICKETTS 1972, BATZ u.
WUNDERLICH 1976) oder Glugea spp.-Sporen (WEIDNER u. SIBLEY 1985) bzw. FITC
(Fluoreszeinisothiocyanat)-markierte E. coli-Partikel (KOHIDAI et al. 2002) sind ebenso zur
Visualisierung herangezogen worden.

BUKHARIN und NEMTSEVA (2001) verwendeten E. coli als Testkeim. Die Phagozytoseakti-
vitat von T. pyriformis bestimmten die Autoren tber die Abnahme von KbE/ml durch Ausplat-
tieren entsprechender Verdinnungsstufen auf Nahragarplatten. Der beobachtete Zeitraum
erstreckte sich in ihrem Versuch ber 40 d. Die Nutzung eines vitalen Futterkeimes bietet flr
die Fragestellungen dieser Arbeit Vorteile. Mittels der Degradierungsrate wird nicht nur eine
Aussage Uber die Aufnahme von Teilchen durch T. pyriformis getroffen, sie erfordert oben-
drein das komplexere Zusammenspiel verschiedener Vorgange im Membranenverkehr, die
zum Abbau der aufgenommenen Bakterien fihren (NILSSON 1987): Der Transport von
Membranvesikeln aus dem Zellinneren zum Zytostom als Grundlage der Bildung einer Nah-
rungsvakuole, der lysosomale Verkehr, von der Entstehung der lysosomalen Vesikel im rau-
en endoplasmatischen Retikulum (RER), der Prozessierung Uber das glatte endoplas-
matischen Retikulum (GER) und Golgi-Apparat bis zu ihrer Verschmelzung mit der Digesti-
onsvakuole und schlie3lich der Egestionsprozess. Dadurch bieten sich gleich mehrere po-
tentielle Angriffspunkte fur die BoNTs. Im Falle einer Beeinflussung ist es so natirlich nicht
moglich, den Ort der Prozessstérung bestimmen zu kdnnen. Das Hauptaugenmerk der Ar-
beit galt jedoch den Wechselwirkungen zwischen den BoNTs und mutmalllich SNARE-
abhangigen Prozessen bei T. pyriformis mit dem Ziel, eine Eignung als mogliches Indikator-
system zu Uberpriufen. Daher erscheint die Betrachtung der Degradierung mit einer Vielzahl
mdglicher Angriffspunkte geeigneter als die Betrachtung von Einzelschritten dieses Vorgan-
ges.

Weitere Anforderungen an das Testdesign waren eine moglichst geringe Laufzeit, um zu-
satzliche Einfliisse wie Wachstumskinetik von Protozoen und Futterkeimen, Mediumverande-
rungen infolge eines Substratverbrauches und einer Akkumulation von Stoffwechselpro-
dukten sowie den Protein-Turnover beim Zielorganismus mit resultierender Abnahme eines
detektierbaren Effektes gering zu halten. AuRerdem wurde ein starker Reduktionseffekt an-
gestrebt, um trotz der modellbedingten Ungenauigkeit bei der Einstellung der Organismen-
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zahlen zu einem deutlichen und reproduzierbaren Ergebnis zu gelangen. Schlie3lich sollten
kleine Protozoenzahlen eingesetzt werden, die in der Kultivierung schnell zu erreichen sind.
In der Arbeit von BURKHARIN und NEMTSEVA (2001) werden T. pyriformis in einer Kon-
zentration von logyeZellzahl/ml 4,00 und E. coli in einer Konzentration von log;o KbE/ml 7,00
eingesetzt. Innerhalb von 24 h werden die Bakterien bis auf log;q KbE/ml 2,90 degradiert.
WATSON et al. (1981) untersuchen in ihrer Arbeit die Kinetik von T. pyriformis in E. coli-
Kulturen. Dabei wird mit &hnlichen Zellzahlen gearbeitet (T. pyriformis in einer
logieZellzahl/ml von 3,66 und E. coli variierend log;o KbE/ml 7,91 bis 8,76). E. coli wird inner-
halb von 20 h von ca. logig KbE/mI 8,08 auf log:o KbE/mI 5,00 reduziert (Plattenzéhlverfah-
ren).

Aufgrund dieser Ergebnisse und der Tatsache, dass es sich bei E. coli K12 um einen gut
charakterisierten und apathogenen Stamm handelt, wurde sich fur diesen Futterkeim als

erste Wahl entschieden.
5.2.2.1 Einstellen der Bakterienzahl

5.2.2.1.1 Reproduzierbarkeit der E. coli K12-Quantifizierung

Das Plattenverdinnungsverfahren ist trotz seiner Nachteile (Standardabweichungen bei der
Ermittlung der KbE/ml) ein verbreitetes und sehr praktikables Quantifizierungsverfahren von
Keimen. Die Bewertung des Reduktionserfolges stellt sich im logarithmischen Bereich (de-
kadischer Logarithmus) in Hinblick auf Reproduzierbarkeit und Standardisierbarkeit des Re-
aktionsansatzes weitaus giinstiger dar, auch wenn dies eine langere Inkubationszeit bedingt
als beispielsweise die Halbierung der KbE/ml. Da relative Ergebnisse (Versuchsgruppener-
gebnisse in Bezug zu den jeweiligen Kontrollgruppenergebnissen) anstelle der ausgezahlten
absoluten KbE/ml verwendet wurden, konnte die Quantifizierung mittels Extinktionsmessung
trotz der Abweichungen zu den Ergebnissen im Plattenverdiinnungsverfahren vorgenommen
werden. Die Bestimmung der Standardabweichung des Plattenverdinnungsverfahrens

musste bei der Bewertung der Signifikanzprifungen Berucksichtigung finden.

5.2.2.2 Einfluss des Reaktionsmediums auf E. coli K12 und T. pyriformis

Da sowohl E. coli K12 als auch T. pyriformis im Mineralwasser der Fa. Volvic® keinen Ver-
anderungen in ihren Wachstumskinetiken unterlagen, wurde das Mineralwasser als Reakti-
onsmedium verwendet. Es bietet keine Substrate, die Veranderungen in der Anzahl der
eingesetzten Mikroorganismen gestatten. Durch die Langzeitkultivierung lagen bereits gute
Erfahrungen in Hinblick auf die Vertraglichkeit fur T. pyriformis vor, so dass es auch in den

Phagozytoseversuchen zum Einsatz kommen konnte.
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5.2.2.3 Einfluss der Vorkultivierung von T. pyriformis

Bei Erstellung der ersten Zellkonzentrationen wurde sich an den vorliegenden Veroffentli-
chungen orientiert. Es wurden Protozoen genutzt, die sich im letzten Drittel der logarithmi-
schen Wachstumsphase befanden. Die Kulturen wurden stets einige Tage zuvor aus den
Langzeitmedien frisch angesetzt, um Zellen im letzten Drittel der logarithmischen Phase zu
erhalten. In der Phase des logarithmischen Wachstums sind die Zellen sehr aktiv. Aul3erdem
sollte die Akkumulation von negativ beeinflussenden Stoffwechselprodukten, wie sie sich vor
allem in der stationdren Phase vollzieht, gering gehalten werden. Die zunachst eingesetzte
Protozoenkonzentration wurde gewahlt, da sich diese Zellzahl in einer wachsenden Kultur
relativ schnell erreichen lasst. Da der Einfluss der Vorkultivierung von T. pyriformis sehr
deutlich wurde, wurde im Interesse einer moglichst geringen Inkubationszeit des Versuches,
die Vorkultivierung in Wasser routinemaf3ig eingefuhrt. Eine Ver&nderung in der Morphologie
der Protozoen lie3 sich innerhalb dieser kurzen Zeit im Gegensatz zur Langzeitkultivierung
lichtmikroskopisch nicht nachweisen. Die Reduktionsraten, die im Ansatz erzielt wurden, der
auf PPYG vorkultiviert wurde, reproduzieren sehr gut die Ergebnisse, die WATSON et al.
(1981) beschreiben. Auch hier wird T. pyriformis auf vergleichbare Weise gehalten (PPY-
Kultur, jedoch ohne Glukosezusatz), bevor die Phagozytoserate bestimmt wird. Dabei ist
nach 5 h eine Reduktion von log;o KbE/ml 8,08 auf 7,90 und nach 20 h auf 5,00 zu verzeich-

nen.

5.2.2.4 Ermittlung der optimalen Zellzahlen

In den eigenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Verhéaltnisse zwi-
schen Protozoen und Futterkeim relevant sind, sondern auch die Absolutwerte. Deutlich
wurde auch, dass die Protozoen die Bakterien ab einer getesteten Konzentration von log,
KbE/ml 6,60 innerhalb des Versuchszeitraumes nicht vollstandig eliminieren. Diese Beo-
bachtung deckt sich mit Angaben in der Literatur (BUKHARIN u. NEMTSEVA 2000: Inner-
halb 24 h von log;; KbE/ml = 7,00 auf 2,90 und WATSON et al. 1981: Innerhalb 20 h
Reduktion von log;o KbE/ml = ca. 8,08 auf 5,00. Auf diesem Level verbleibt die Bakterienzahl
bis 60 h, was dem Versuchsende entspricht). WATSON et al. (1981) und HABTE und ALE-
XANDER (1978) beschreiben das Einstellen der Phagozytoseaktivitat, wenn bestimmte Kon-
zentrationsschwellen der Beutekeime unterschritten werden. Daher ist es wahrscheinlich,
dass der fehlende Nachweis einer KbE/ml, wie bei einigen getesteten Protozoen-Bakterien-
Verhaltnissen und Inkubationszeiten beobachtet werden konnte, lediglich der Sensitivitats-

grenze geschuldet ist und nicht einer ganzlichen Keimelimination entspricht.

5.2.2.5 Weitere Untersuchungen des Phagozytosetests

Die Frage nach besseren Resultaten mit anderen Futterkeimen lasst sich nicht unmittelbar
aus dem entsprechenden Versuch beantworten. Dies ist zum einen der mangelhaften Mdg-
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lichkeit zur Einstellung einer gewiinschten KbE/ml geschuldet. Eine Abschatzung der Kon-
zentration anhand von visuellen Tribungsvergleichen mit entsprechenden E. coli K12-Sus-
pensionen ist aufgrund der unterschiedlichen KeimgréR3e und der unzureichenden Quantifi-
zierung nur bedingt mdglich. Aus den anderen Vorversuchen ist deutlich geworden, dass
sowohl die Absolutkonzentrationen als auch die Verhaltnisse der Mikroorganismen zueinan-
der die Degradierungsrate beeinflussen. Da die gleichen Bedingungen wie im Ansatz mit E.
coli K12 nicht erreicht wurden, erscheint es nicht angebracht, eine vergleichende Aussage zu
treffen. Zum anderen st63t der Keimnachweis im Fall von B. spp. an die Grenzen der Sensi-
tivitat. Aufgrund der Schwierigkeiten und der wenig ermutigenden Ergebnisse, wurden diese
Untersuchungen nicht verfolgt, sondern weiterhin E. coli K12 verwendet.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Verringerung des Gesamtansatzvolumens las-
sen sich durch entsprechende Hinweise in der Literatur nachvollziehen. So wird in der Arbeit
von NILSSON (1989) auf die Notwendigkeit einer optimalen Versorgung von T. pyriformis mit
Sauerstoff hingewiesen. Das abweichende Ergebnis in der Degradierungsrate im Ansatz mit
300 ul in 1,5 ml-Reaktionsgefalien ist daher vermutlich dem unguinstigen Verhéltnis von O-
berflache zu Tiefe der Ansatzkultur geschuldet.

Die Ergebnisse zur Kontrolle der Protozoenwachstumskinetik wahrend eines Phagozytose-
tests weichen von den Angaben in der Literatur ab. So beschreiben WATSON et al. (1981)
beginnende Zellteilungen von T. pyriformis in einer Bakterienkultur nach 6 h mit zweimaliger
Verdopplung der Anzahl nach jeweils weiteren 4 h (T. pyriformis in einer log,cZellzahl/ml von
3,66 und E. coli variierend log;q KbE/ml 7,91 bis 8,76, s. 0.). Dieses Ergebnis konnte nicht
nachvollzogen werden. Die Protozoenkonzentration blieb in einem eigenen Phagozytosean-
satz trotz Degradierung der Futterkeime um 3,00 log;o-Stufen tGber 24 h konstant. Jedoch
unterscheiden sich die beiden Versuche sowohl in der Vorkultivierung der Protozoen als
auch in der eingesetzten Bakterienkonzentration und dem Reaktionsmedium, so dass die
Beobachtungen nicht direkt vergleichbar sind. Darlber hinaus wurde die Protozoenzahl mit
unterschiedlichen Methoden (Zahlkammer bzw. Coulter Counter) festgestellt.

Da entsprechende Kulturfiltrate von T. pyriformis ohne Einfluss auf die KbE/ml im Versuchs-
zeitraum blieben, konnte geschlussfolgert werden, dass die verminderte KbE/ml allein der
Phagozytoseaktivitat der Protozoen geschuldet ist. TIEDTKE und RASMUSSEN (1988, Un-
tersuchung an T. thermophila) sowie RASMUSSEN et al. (1992) vermuten einen Beitrag
sezernierter Stoffwechselprodukte zur extrazellularen Verdauung, allerdings eher im Rah-
men der Nutzung organischer Nahrstoffe. Fur die Degradierung vitaler Bakterien waren die
erreichten Mengen, bei Protozoenzahlen wie in den Versuchen verwendet, jedoch nicht aus-

reichend.

5.2.2.6 Einfluss der Kontrollmedien auf die Phagozytose

Die eingesetzten Medien Ubten teilweise einen Einfluss auf das Wachstum von E. coli K12
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aus. In den Medienkontrollen war unabhangig von der Verdinnungsstufe kein Einfluss zu
beobachten. So entsprachen die KbE/ml nach Ablauf der Inkubationszeit den KbE/ml in den
Kontrollansétzen mit Wasser.

Bei Betrachtung des hemmenden Einflusses der unverdiinnten Medien Ni und NiT muss
bertcksichtigt werden, dass diese potentiell auch einen entsprechenden Nahrwert fir die
Protozoen besitzen. Nach Vorkultivierung in PPYG kann im Gegensatz zur Vorkultivierung in
Wasser ebenso wenig die dabei erreichte Phagozytoserate nachvollzogen werden.
RASMUSSEN (1973) entdeckte, dass trotz reduzierter Bildung von Digestionsvakuolen bei
héherem Gehalt an Glukose und Nukleosiden im Medium eine Zellvermehrung stattfindet.
HOFFMANN et al. (1974) bestétigen diese Beobachtung und RASMUSSEN (1976) fasst
zusammen, dass sich Zellwachstum und -vermehrung in einem entsprechend reichen Medi-
um durch Aufnahme von Nahrstoffen auch ohne Zuhilfenahme der Phagosomenbildung er-
eignen. Futterbakterien konnen nur Uber den Zytostom-Zytopharynx-Komplex und
anschlieRender Bildung einer Digestionsvakuole aufgenommen werden. Ein Zusammenhang
zwischen Né&hrstoffangebot und Aufnahme Uber alternative Wege auf der einen Seite und
der Bildungshaufigkeit von Digestionsvakuolen auf der anderen Seite ist nicht beschrieben.
In der eigenen Arbeit wurde weder die Haufigkeit der Vakuolenbildung verfolgt, noch die in
den Vakuolen enthaltenen Bakterien im Zusammenhang mit dem verwendeten Medium ge-
zahlt. Die Ergebnisse lassen sich trotzdem so interpretieren, dass in den unverdiinnten Me-
dien aufgrund des hohen Nahrstoffgehaltes die Aufnahme und Degradierung der Bakterien
nicht in so hohem Mal3 notwendig war wie in den verdinnten Medien, die aul3er Futterkei-
men weniger nutzbares Substrat beinhalteten. Das konnte die geringere Phagozytoserate
erklaren.

Der Proteingehalt der Kontrollmedien wurde zun&chst nicht bestimmt, da die Toxizitat der
neurotoxinhaltigen Kulturiiberstdnde eine routinemaRige Bestimmung der Proteingehalte
aller Uberstande erschwerte. Ein unspezifischer Effekt durch mutmaRBlich hohere Protein-
mengen in den Kulturiiberstdnden mit Bakterieninokulum wurde aber stets bedacht und soll-
te im Zuge weiterer Untersuchungen im Falle einer Beeinflussung der Phagozytose durch
einen neurotoxinhaltigen Kulturtiberstand nur fur den betreffenden in detoxifizierter Form
Uberprift werden. Es wurde vorausgesetzt, dass durch die entsprechende Verdinnung der
neurotoxinhaltigen Kulturiberstande wie in den Kontrolimedien die unspezifischen Einfliisse

auf die Phagozytose eliminiert oder zumindest entsprechend reduziert wiirden.

5.2.2.7 Einfluss der Kulturiiberstdnde auf E. coli K12

Ein Einfluss der Kulturiberstande der C. botulinum-Toxovare sowie des Kulturiberstandes
von C. sporogenes (TPGY- und TPGYT-Ansatze) auf die KbE/ml von E. coli K12 innerhalb
der Dauer des Phagozytosetests konnte ausgeschlossen werden, so dass Veranderungen in
der KbE/ml allein auf die Phagozytoseaktivitéat der Protozoen zurlickzufiihren waren.
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5.2.3 Entwicklung des Exozytosetests

HUTTON (1997) wie auch TURKEWITZ et al. (1999) weisen auf grundsatzliche Analogien
zwischen dem Vesikelverkehr bei Tetrahymena spp. und bei héheren Eukaryoten hin und
diskutieren den Grad der Analogie. Da die involvierten Proteine des SNARE-Komplexes
hochkonserviert sind (BENNETT u. SCHELLER 1993), stellt sich die Frage nach ihrem Vor-
kommen und der Beteiligung an exozytotischen Vorgangen bei Einzellern wie Tetrahymena
spp. (HUTTON 1997).

Als Indikator fir die Exozytose wurde in der eigenen Arbeit die saure Phosphatase gewahlt,
da sie konstitutiv sezerniert wird, was einen permanenten Vesikeltransport im Inneren vor-
aussetzt, sich die Sekretion relativ robust gegentber Milieudnderungen verhélt und das En-
zym in einer Menge vorratig gehalten wird, die eine Neusynthese Uber einen Zeitraum von
mindestens 4 h unnétig macht (BANNO et al. 1987). Dadurch wird eine Abnahme des Mess-
signals wahrend einer entsprechenden Inkubationszeit nur durch eine verminderte Sekretion
bedingt. Darliber hinaus ist die Aktivitat relativ einfach zu bestimmen. Da aber die Menge an
sezerniertem Enzymprotein (wie auch in dieser Arbeit) nicht gemessen wird, ist die spezifi-
sche Aktivitat der sauren Phosphatase unbekannt.

Der pH-Wert von 4,0 wurde gewahlt, da er die starkste Reaktion provozierte. Die Inkubati-
onszeit mit den Detektionsreagentien sollte aus Praktikabilitatsgriinden auf 15 min angelegt

werden.

5.2.3.1 Reproduzierbarkeit der Extinktionsmessung

Die Ergebnisse lie3en sich mit einer Standardabweichung von 4,3% hinreichend genau re-

produzieren.

5.2.3.2 Ermittlung des Reaktionsmediums

Der extrazellulare Aktivitatsanstieg im Verlauf einer Inkubationszeit von einigen Stunden
lasst sich mit den Ergebnissen von ROTHSTEIN und BLUM (1973) vergleichen. RASMUS-
SEN et al. (1992) fanden einen Anstieg der Aktivitdt (extra- und intrazellular) der sauren
Phosphatase unter Mangelbedingungen. Allerdings erstreckte sich deren Versuchszeitraum
Uber mehrere Tage und die erste Messung erfolgte nach 24 h. Insofern lasst sich das Ergeb-
nis aus den eigenen Versuchen mit Mangelmedium (Wasser) nicht vergleichen, da die langs-
te Versuchsdauer 6 h nicht Uberschritt und die Testanforderungen dies auch nicht vorsahen.
Im Interesse einer moglichst kurzen Inkubationszeit fiel die Entscheidung zugunsten PPYG
als Reaktionsmedium.
Gemal den Angaben der Literatur wurden fur die Exozytoseversuche Zellen der stationaren
Phase verwendet (LAZARUS u. SCHERBAUM 1968).
Die Arbeit von ROTHSTEIN und BLUM (1973) belegt einen negativen Einfluss von Glukose
auf die Sekretion der sauren Phosphatase, der sich nach 3 h auswirkt. In dem in dieser Ar-
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beit verwendeten PPYG ist Glukose in einer ahnlichen GrélRenordnung enthalten. Ein ent-
sprechender Effekt ist auch hier nach dieser Zeit durch einen folgenden weniger steilen An-
stieg der Aktivitat zu verzeichnen. Da der Effekt aber nicht sehr stark ausgepragt ist und die

Zellen auch im PPYG angezogen wurden, wurde er vernachlassigt.

5.2.3.3 Ermittlung der optimalen Zellzahlen

Die optimalen Zellzahlen wurden mit einer logipZellzahl/ml von 5,18 ermittelt. Innerhalb des
getesteten Zeitraumes wurde ein Extinktionswert von ca. 2.000 gefunden. Dieser gestattete
gemal dem Messrahmen des verwendeten Fotometers (bis zu einer Extinktion von 3.500)
eine entsprechende Veranderung des Messwertes nach oben wie auch nach unten darstel-

len zu kbnnen.

5.2.3.4 Ermittlung der Inkubationsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass die Zunahme der Aktivitat durch stete Sekretion derselben
Zellen produziert wird, da ein Kulturwachstum im Versuchszeitraum ausblieb. Dieses Ergeb-
nis steht infolge der anderen Medienzusammensetzung (PPYG:Wasser, 2:3) nicht zu den
Aussagen der Versuche zur Wachstumskinetik im Widerspruch.

Daraus wurde die Eignung des Testaufbaus fur die gewahlte Fragestellung gefolgert: Das
Enzym wird gleichmaf3ig und kontinuierlich sezerniert, es liegt in einem ausreichenden Malf3
bereits in der Zelle vor und die Zellen unterliegen keiner Vermehrung. Dadurch ist unmittel-

bar nur das Sekretionsgeschehen selbst zu beeinflussen.

5.2.3.5 Ermittlung der Reproduzierbarkeit des Messwertes

Die Messwerte der sechs verschiedenen Ansétze in Dreifachbestimmung wiesen eine tole-
rierbare Standardabweichung von bis zu 6,3% auf. Damit war die Exozytoserate in den
sechs verschiedenen Ansétzen, die jedoch alle derselben Kultur entstammten, hinreichend
genau reproduzierbar.

Die Standardabweichungen der Dreifachbestimmungen bei den Protozoenansatzen waren
im Gegensatz zu der vorher ermittelten Reproduzierbarkeit (siehe 5.2.3.1) mit bis zu 5,5%
geringfigig héher. Dies war der geringeren Anzahl an Messungen geschuldet und konnte
toleriert werden. Die Medienleerkontrollen wiesen eine héhere Standardabweichung von bis
zu 9,9% auf. Die h6heren Ungenauigkeiten im unteren Messbereich wurden in Kauf genom-
men.

Die absoluten Werte, die in dem Exozytosetest erreicht wurden, variierten sehr stark in Ab-
hangigkeit von der verwendeten Protozoenkultur. Dies lie3 sich unter Bertcksichtigung der
Ergebnisse von LAZARUS und SCHERBAUM (1968) interpretieren. Die Autoren wiesen
nach, dass die Enzymproduktion in der Phase des logarithmischen Wachstums deutlich ge-

ringer ist und mit dem Alter und der Dauer der stationdren Phase steigt. Wenn also in den
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unterschiedlichen Versuchsansétzen nicht immer dieselbe Phase erreicht wurde, kommt es
zu unterschiedlich hohen Messwerten. Da jedoch auch beim Exozytosetest die relativen
Werte der Versuchsgruppenergebnisse in Bezug auf die Kontrollgruppenergebnisse bewertet

wurden, waren die absoluten Werte zu vernachlassigen.

5.2.3.6 Optimierung des Exozytosetests

Die Saurebehandlung der Protozoen fihrte nicht zu einem Integritatsverlust und blieb ohne
Effekt auf die bereits sezernierte Enzymmenge (gemalR gemessener Aktivitat) im Vergleich
mit der bisher eingesetzten Methode (Sterilfiltration). Da es jedoch zu einer Abnahme der
Motilitat kam, lieRen sich so mittels anschlieBender Zentrifugation die Zellen deutlich sicherer
abtrennen als durch alleiniges Zentrifugieren. Eine lichtmikroskopische Kontrolle des so ge-
wonnen Uberstandes bestéatigte das Freisein von Protozoen.

Die Ergebnisse zur Verringerung des Gesamtvolumens lie3en sich wie die entsprechenden
Ansatze bei den weiteren Untersuchungen des Phagozytosetests interpretieren. Im 300 pl
Ansatz in 1,5 ml-ReaktionsgefalRen besteht auch fir die Exozytoserate ein ungunstiges Ver-
haltnis von Oberflache zu Filltiefe des ReaktionsgefaRes und daraus resultierendem Sauer-

stoffmangel.

5.2.3.7 Weitere Untersuchungen des Exozytosetests

Wahrend der Untersuchungen zum Einfluss der Medienkontrollen (Ni, Ni* bzw. der trypsini-
sierten Varianten) auf das Messsignal waren keine Unterschiede zwischen der Kontrolle mit
PPYG und den eingesetzten Kulturiiberstanden mit unterschiedlichen Proteingehalten fest-
zustellen. Aus Grunden der Vergleichbarkeit wurden die Kulturiberstande in den spéteren

Versuchen wie in den Phagozytosetests 1:2 vorverdinnt.
5.2.4 Untersuchungen zur Aktivitat der sauren Phosphatase

5.2.4.1 Aktivitatsverlauf
ROTHSTEIN und BLUM (1973) wiesen in ihrer Arbeit auf den Einfluss gleichzeitig sezernier-

ter Proteasen hin, die zum Abbau anderer Enzyme wie der sauren Phosphatase fuhren. In-
nerhalb von 5 h sind ca. 15% der zunéchst intrazellular detektierten Proteaseaktivitat in der
Umgebung zu finden. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt des Ansatzes im Brut-
schrank bei 28C Uber den Zeitraum von 5 h stabil b lieb, damit waren die Voraussetzungen
fur die Folgeversuche (Einfluss anderer Sekretionsprodukte, wie Proteasen etc. (BOHNEL
1988) der C. botulinum-Toxovare auf den Aktivitatsverlauf) gegeben. Der niedrigere Tempe-
raturbereich (4C) wurde untersucht, um die Aktivit at der Proteasen negativ zu beeinflussen
und neben dem 0 h-Wert einen weiteren Kontrollwert zu erhalten. Eine entsprechend starke

Aktivitat der Proteasen war nach 5 h jedoch auch bei 28€ nicht gegeben. Die Inkubations-
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zeit von 24 h wurde untersucht, um sich einen Uberblick iber den generellen Verlauf der

Aktivitat zu verschaffen

5.2.4.2 Einfluss der Kulturtiberstande auf den Aktivitatsverlauf

Die Kulturiiberstande hatten keinen Einfluss auf die messbare Aktivitat. Die Bedingungen

waren somit fur die folgenden Exozytoseversuche gegeben.

5.2.5 Untersuchungen zur Stabilitéat der BoNTs in den entwickelten Tests

Es wurde exemplarisch gezeigt, dass die Sekretionsprodukte der Protozoen keine negativen
Auswirkungen auf die BoNTs hatten. Jedoch wurde ein degradierender Einfluss der Produk-
te, die in den neurotoxinhaltigen Kulturiberstanden selbst zusatzlich vorhanden waren, auf
die Neurotoxine nachgewiesen.

Mit diesem ELISA kann eine biologische Wirksamkeit nicht ermittelt werden. Eine Degradie-
rung der fir die Wirksamkeit notwendigen Strukturen der Neurotoxine kann auf der Grundla-
ge dieser Untersuchungen somit nicht vollig ausgeschlossen werden. Dazu ware
beispielsweise nochmals der Maus-Bioassay notwendig gewesen. Da fir diese Fragestel-
lung jedoch die generelle Degradierungskapazitat der protozodren Sekretionsprodukte un-
tersucht werden sollte, war der Maus-Bioassay nicht zwingend notwendig. Daher wurde aus
ethischen Grinden darauf verzichtet. Da das BoNT zumindest 1 h gemald den ELISA-
Ergebnissen relativ stabil blieb, waren die Voraussetzungen fir die folgenden Versuche ge-

geben.

5.3 Versuche zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande

Grundsatzlich kénnten die BoNTs auf zwei Wegen in das Innere der Zellen gelangen. Zum
einen Uber eine (rezeptorabhangige ?) Endozytose in Bereichen der parasomalen Sackchen,
zum anderen Uber das Medium wahrend der Phagozytose (RICKETTS 1972). Da es darlber
in der Literatur keine Angaben gibt, ist es schwierig bis zweifelhaft die Wahrscheinlichkeit der
Aufnahme Uber (rezeptorabhangige ?) Endozytose aus Analogien in Membranaufbau und
Ablauf endozytotischer Vorgange mit h6heren Eukaryoten abschatzen zu wollen. Gleichwonhl
kann diese Mdglichkeit nicht aus den bisher erarbeiteten Daten ausgeschlossen werden.

Mit der Phagozytose partikularer Bestandteile (Futterkeime und Prazipitate des eigentlich
nonpartikularen Mediums, RASMUSSEN und KLUDT 1970) werden jedoch alle im Medium
gleichm&Rig verteilten Stoffe wie auch die Neurotoxine in den Kulturiiberstdnden mit in die
Futtervakuolen aufgenommen. Der Eintritt der BoNTs in das Zellinnere tber Vesikel (in die-
sem Fall die Digestionsvakuole), die im weiteren Verlauf einer Ansduerung unterliegen, ist
durchaus gegeben. Dadurch werden prinzipiell vergleichbare Milieuvoraussetzungen wie in
den Vesikeln aus dem Bereich der motorischen Nervenzelle (SINGH 2000) geschaffen.

Durch eine Inkubationszeit von 1 h mit den Kulturiberstanden vor Zugabe der Bakteriensus-
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pension, wurde eine gewisse Reaktionszeit eingeraumt.

5.3.1 Phagozytoseversuche

Aufgrund der Toxizitat der eingesetzten Kulturiberstande von C. botulinum waren besondere
Sicherheitsvorkehrungen im Umgang mit ihnen notwendig. Deshalb wurde darauf verzichtet,
die Protozoen nach Inkubation mit den neurotoxinhaltigen Kulturiiberstanden (einschlief3lich
derjenigen von C. sporogenes) in der Zéahlkammer zu zahlen. Die Vitalitat wurde stattdessen
qualitativ durch lichtmikroskopischen Vergleich der Versuchsanséatze mit den entsprechen-
den Kontrollen bewertet. Dabei konnten keine Abweichungen hinsichtlich Motilitat, Aktivitat,
Anzahl unbeweglicher/ abgestorbener Zellen oder gréf3ere Schwankungen in der Zellzahl
festgestellt werden, so dass ein negativer Einfluss der eingesetzten Kulturiiberstande auf die
Vitalitatsparameter im Rahmen der Nachweismdglichkeiten ausgeschlossen wurde.
Die Verwendung der Reduktionsrate (Differenz der Anfangskonzentration der Bakterien im
Vergleich zur Endkonzentration) als Parameter zur Bewertung des Einflusses der neuroto-
xinhaltigen Kulturiiberstdnde war aufgrund der ermittelten Standardabweichungen nicht
sinnvoll. Stattdessen wurden nur die KbE/ml am Versuchsende ermittelt, der jeweilige deka-
dische Logarithmus gebildet und die Versuchsgruppenergebnisse mit den Kontrollgruppen-
ergebnissen verglichen. Aufgrund der gezeigten Varianz bei der fotometrischen Einstellung
der Bakteriensuspension wurden alle Versuchsgruppenergebnisse durch Bezug auf die Kon-
trollgruppenergebnisse relativiert, um sie dennoch gemeinsam bewerten zu kénnen. Die
Werte wurden relativiert, indem die logipKontrollgruppenwerte von den logi,Versuchsgrup-
penwerten subtrahiert wurden. Da in den jeweiligen Dreifachansatzen eine genaue Zuord-
nung einer Kontrollgruppe zu einer bestimmten Versuchsgruppe aufgrund des Testdesigns
nicht vorgenommen werden konnte, wurde jeweils jeder der drei Kontrollgruppenwerte flr die
unterschiedlichen Bakterienkulturiiberstédnde (C. botulinum Toxovare A bis G und C. sporo-
genes) mit jedem der drei entsprechenden Versuchsgruppenwerte in Beziehung gesetzt.
Folglich wurden fir jeden Versuchstag neun Ergebnisse pro Kulturiiberstand gebildet. Um
vergleichbare Zahlen fir die statistische Auswertung zu erhalten, wurden auch die
log;oKontrollgruppenwerte entsprechend als Minuenden eingesetzt. Bei diesem Verfahren
mussten theoretisch diese neun Differenzen alle den Wert 0 ergeben, wenn in dem Drei-
fachansatz dreimal derselbe Wert ermittelt worden wére. Aufgrund der Varianz bei der Er-
mittlung der KbE/ml war dies nicht der Fall. Die neun Tageswerte der Versuchsgruppen
wurden den neun Tageswerten der Kontrollgruppen gegenibergestellt und auf signifikante
Mittelwertsdifferenzen getestet. Durch das Relativieren war auch ein Vergleich der Tageser-
gebnisse mit den beiden Wiederholungen mdoglich, da die Unterschiede, die sich aus den
differierenden Anfangskonzentrationen der Bakteriensuspension ergaben, nivelliert wurden.
Da die verschiedenen C. botulinum-Toxovare im Laufe der Inkubationszeit zur Herstellung
der neurotoxinhaltigen Kulturiberstdnde auch andere Stoffwechselprodukte in das Medium
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abgeben, war der Uberstand von C. sporogenes mitgefiihrt worden. Beide Spezies unter-
scheiden sich nur im Neurotoxinbildungsvermdgen (CATO et al. 1986), so dass davon aus-
gegangen wurde, dass dahnliche Produkte bzw. Produktmengen auch im Kulturiiberstand von
C. sporogenes zu finden sind. Durch Mitfiihren dieses Kulturiiberstandes ergab sich somit
eine erste Kontrolle des spezifischen Effektes der BoNTSs.

Da die Standardabweichung bei der Bestimmung der KbE/ml in den vorherigen Versuchen
mit bis zu 0,42 logie-Stufen ermittelt worden war, konnte erst eine Differenz zwischen den
logio-Werten von Kontroll- und Versuchsgruppen von groRer als 0,84 log;o-Stufen als tat-
sachlicher Unterschied erfasst werden. Bei den Signifikanzprifungen wird dies nicht bertck-
sichtigt. Daher ergaben sich dementsprechend mehr signifikante Unterschiede. Die
geforderte Differenz wurde wahrend aller Versuche nur bei den Kulturuberstanden des To-
xovars E (TPGY- und TPGYT-Ansatz) ermittelt. Bei allen anderen Bakterienkulturtiberstan-
den fiihrte die Neurotoxinmenge von 1,50E+02 MLD/ml nicht zu einem entsprechenden
Effekt. Das Ergebnis mit dem Toxovar E war stets reproduzierbar. Im trypsinisierten Uber-
stand (TPGYT-Ansatz) von C. botulinum E war eine MLD von 1,00E+01/ml nachgewiesen
worden. Somit ergab sich eine eingesetzte Konzentration von ca. 1,50E+00 MLD/ml. Im nicht
trypsinisierten Uberstand (TPGY-Ansatz) konnte im Maus-Bioassay kein BoNT gefunden
werden.

DUFF et al. (1956) beschreiben eine deutliche Aktivitatssteigerung beim BoNT E durch die
Zugabe von Trypsin (12 bis 47fach). So war nicht auszuschlieRen, dass im TPGY-Ansatz
des Toxovars E das entsprechende BoNT in geringen Konzentrationen vorhanden war, je-
doch aufgrund der fehlenden Aktivierung unterhalb der Nachweisgrenze des Maus-
Bioassays blieb. Da aber trotzdem die Mdglichkeit einer spezifischen Wirkung und einer dem
Maus-Bioassay mdoglicherweise Uberlegenen Sensitivitdt bestand, wurden beide Ansétze
weiter untersucht. Fur die Untersuchung einer moglichen Spezifitit der nachgewiesenen
Phagozytosehemmung wurden die Kulturtiberstéande einer Hitzebehandlung unterzogen. Mit
dem gewadhlten Verfahren (100C, 15 min) ist gemaf d en Angaben in der Literatur (ARNON
et al. 2001) sicher mit einer Inaktivierung zu rechnen.

In den Versuchen mit den detoxifizierten Kulturiberstéanden ergab sich jedoch kein Unter-
schied zwischen dem Effekt der unbehandelten Uberstande des Toxovars E zu dem Effekt
der erhitzten Kulturtibersténde.

Um die Ursache des Hemmeffektes ermitteln zu konnen, wurden die Kulturtiberstande der
Kontroll- und Versuchsgruppen weiter untersucht. In den Vorversuchen war ein Einfluss des
Mediums auf die Phagozytoseaktivitdt nachgewiesen worden. Dieser war auf den Proteinge-
halt zuriickgefiihrt worden, und die Uberstande wurden daraufhin in einer entsprechenden
Verdunnung (1:2) eingesetzt. Aufgrund dessen sollte der Proteingehalt nun genauer gepruft

werden. Zusatzlich wurden die jeweiligen pH-Werte gemessen.
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Im Falle des Toxovars E wurden dabei aus Sicherheitsgriinden die detoxifizierten Uberstan-
de untersucht. Da der Hemmeffekt in entsprechendem Umfang auch in den Versuchen mit
den detoxifizierten Kulturiiberstdnden nachweisbar war, wurde geschlussfolgert, dass der
Einflussfaktor auch nach Erhitzung in vergleichbarem Maf3e vorhanden sei. Ein spezifischer
Effekt eines bestimmten Proteins bzw. eines Botulinumtoxins (siehe 2.1.4) konnte somit glei-
chermal3en ausgeschlossen werden, da diese ebenfalls durch die Thermobehandlung inakti-
viert worden waren. Bei den Untersuchungen der beiden Parameter wurden Unterschiede
zwischen den einzelnen Kulturtiberstéanden gefunden.

Der Einfluss des pH-Wertes wurde nicht weiter verfolgt, da in der Literatur eine Toleranz ge-
genuber einer weiten Spanne von 5,0 und 8,0 beschrieben wird (NILSSON 1989).

Die unterschiedlichen Proteinkonzentrationen jedoch wurden, auch unter Beachtung der Er-
gebnisse aus den Vorversuchen zum Einfluss des Mediums auf die Phagozytoseaktivitat, flr
den beobachteten Effekt bei Toxovar E verantwortlich gemacht. Dafir sprach au3erdem,
dass in beiden Anséatzen des Toxovars E bei unterschiedlichen Ergebnissen im Maus-
Bioassay, aber ahnlichen Ergebnissen in der Untersuchung des Proteingehaltes vergleichba-
re Hemmeffekte gefunden worden waren. Dies wurde durch weitere Verdiinnung der Kultur-
Uberstande des Toxovars E auf den Proteingehalt seiner Medienkontrollen untersucht und
durch die Ergebnisse belegt. Durch die Verdiinnungen (ca. 1:6 zum Erreichen gleicher Prote-
inkonzentrationen und anschlieBender 1:3 Weiterverdiinnung durch Einsatz im Versuch)
wurde die MLD/ml in dem TPGYT-Ansatz auf ca. 0,56E+00/ml reduziert. Die Phagozytose
durch T. pyriformis fand in vergleichbarem Maf3stab wie bei der Kontrollgruppe statt.

Bei Zusammenfassung aller Ergebnisse ergab sich demnach, dass eine spezifische Wirkung
des BoNTs E (trypsinisiert) in einer eingesetzten Konzentration von 1,50E+00 MLD/mI nicht
nachgewiesen werden konnte.

Es stellt sich die Frage, ob die erreichten Endkonzentrationen der BoNTs ausreichend wa-
ren. In dieser Arbeit waren weder Kulturiiberstdnde mit h6heren Konzentrationen noch auf-
gereinigte Neurotoxine verfligbar. Wenn man jedoch bedenkt, dass diese Konzentrationen je
nach Neurotoxintyp Mengen zwischen ca. 500 ng und 2,50 pg (siehe Tab. 2) entsprechen
und mit dem Maus-Bioassay und anderen Methoden sicher detektierbar sind (siehe Tab. 4),
erscheint ein Einsatz von grof3eren Mengen fir die Fragestellung dieser Arbeit wenig sinn-
voll.

Weiterhin ergibt sich die Frage nach der Sensitivitdt des Testsystems. Mit der gewdahlten
Methode werden in der Kontrollgruppe bis zu 99,9% der Keime innerhalb der Inkubationszeit
degradiert. Da innerhalb der ersten Stunde bereits 90% phagozytiert werden, ware es denk-
bar, dass bei einem schnellen Turnover der Zielproteine der BoNTs von weniger als einer
Stunde der Vorsprung der Kontrollgruppe wieder aufgeholt werden kénnte und die geringen

Unterschiede (0,9%) in der Varianz untergehen. Dem kann jedoch entgegengehalten wer-
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den, dass die BoNTs wahrend der gesamten Inkubationszeit zur Aufnahme zur Verfligung
standen und auch mutmaflich (RICKETTS 1972) zusammen mit den Futterkeimen inkorpo-
riert wurden. Im ELISA war aul3erdem gezeigt worden, dass die BoNTs zwar langsam de-
gradiert werden, aber bis zum Versuchsende noch immer nachweisbar waren.

Andere Toxine oder Enzyme, die durch die Clostridien in das Medium entlassen worden wa-
ren (BOHNEL 1988), wurden wahrend der Auswertung nicht weiter beriicksichtigt, da in den
Phagozytoseversuchen, einschlief3lich der Folgeversuche zur Untersuchung der Hemmeffek-

te, keine entsprechenden Hinweise auf einen Einfluss zu finden waren.

5.3.2 Exozytoseversuche

Die sezernierten Enzymmengen konnten trotz scheinbar gleicher Ausgangsbedingungen
auch in den Ansatzen der Kontrollgruppen nicht regelmafig in der gleichen Héhe gemessen
werden. In den friihen Versuchen zur Erstellung des Exozytosetests zeigte sich eine unter-
schiedlich starke Aktivitat bei Kulturen verschiedener Wachstumsphasen (vgl. auch LAZA-
RUS u. SCHERBAUM 1968). Es wurde zwar darauf geachtet, dass stets Zellen der frithen
stationdren Phase verwendet wurden, jedoch waren durch verschiedene Faktoren im Routi-
neumgang (Einsetzen geringfligig unterschiedlicher Inokula aus dem Medium zur Langzeit-
kultivierung in das Anzuchtmedium, stundenweise Abweichungen in der Anzuchtdauer usw.)
mit T. pyriformis-Kulturen Abweichungen mdglich. Daher musste in der Auswertung der
Messwerte wie in den Phagozytosetests eine Relativierung in Bezug auf die Kontrollgruppen
stattfinden.

Um beim Vergleich der Extinktionswerte Fremdeinfliisse in den Messungen (Hintergrund-
signale der Medien) auszuschalten, wurde zunachst der Mittelwert der jeweiligen Medien-
leerkontrollen gebildet und von den entsprechenden Einzelwerten der enzymhaltigen
Ansatze subtrahiert. Weiterhin wurde eine Relativierung der Versuchsgruppenergebnisse
mittels Division durch die Kontrollgruppenergebnisse vorgenommen, um die Ergebnisse der
einzelnen Versuchstage vergleichen zu kdnnen.

Wie in den Phagozytosetests war eine exakte Zuordnung eines Versuchsgruppenansatzes
zu einem bestimmten Kontrollgruppenansatz aufgrund des Testdesigns nicht mdglich, daher
wurde ebenso innerhalb eines Dreifachansatzes jeder der jeweiligen drei Kontrollwerte mit
jedem der entsprechenden drei Versuchswerte in Beziehung gebracht, so dass sich pro Kul-
turiberstand neun relativierte Werte ergaben. Um eine entsprechende Vergleichsbasis fur
die statistischen Berechnungen zu erhalten, wurden auch die Werte der Kontrollgruppen als
Divisor eingesetzt. Durch die Relativierung lief3en sich auch alle Tagesergebnisse verglei-
chen.

Da die Standardabweichung bei der Bestimmung der Exozytoseleistung mit bis zu 5,5% be-
stimmt wurde, konnte erst eine Differenz zwischen Versuchs- und Kontrollgruppenwerten,
die 11% uberschritt sicher als Unterschied erfasst werden. Dieser geforderte Unterschied
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wurde in allen nicht trypsinisierten Kulturiiberstanden (TPGY) mindestens an einem Ver-
suchstag erreicht.

Nur der trypsinisierte Kulturiberstand des Toxovars E (TPGYT-Ansatz) konnte die Differenz
jedoch reproduzieren. Bei der Auswertung der Ergebnisse aus den Versuchen mit Toxovar F
(TPGY-Ansatz) und Toxovar G (TPGYT-Ansatz) stellte sich die Frage, ob die Abweichungen,
die gefunden worden waren, zu Recht als signifikant bewertet worden waren oder ob diese
Daten nicht durch eine zu grol3e Plastizitéat in der Exozytose der sauren Phosphatase her-
vorgerufen wurden, die sich erst bei Erstellen einer entsprechend gro3en Datenmenge of-
fenbarte. Die grof3te nicht reproduzierbare Abweichung wurde in den bisherigen Versuchen
zum Einfluss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstdnde bei den Toxovaren F (TPGY-Ansatz)
und G (TPGYT) mit 29% gefunden. Daher wurde bei erneuter Bewertung eine Differenz von
mindestens 30% gefordert. Diese Bedingung wurde ebenfalls von dem trypsinisierten Kultur-
Uberstand des Toxovars E (TPGYT-Ansatz) erfillt. In dem Ansatz mit den detoxifizierten Kul-
turliberstanden (TPGYT-Anséatze des Toxovars E und der Medienkontrolle Ni*) wurde nur
zweimal die Differenz Uberschritten. In der zweiten Wiederholung wurde nur ein 24%iger
Unterschied erreicht. Bei Berlicksichtigung der anderen beiden Werte und der 30% Varianz
konnte dieser Wert toleriert werden.

Nach Verdinnung auf den Proteingehalt der Kontrollgruppe wurden zweimal gegensatzliche
Werte (signifikant erhéht und signifikant erniedrigt) und einmal keine signifikante Abweichung
ermittelt. Die Differenz blieb an jedem der drei Versuchstage mit maximal 26% in der ersten
Wiederholung unterhalb des geforderten Unterschiedes zur Kontrollgruppe. Ein Proteinein-
fluss war in den entsprechenden Versuchen mit den Medienkontrollen in unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen nicht gefunden worden. Jedoch wich die Proteinmenge in dem
trypsinisierten Kulturiiberstand des Toxovars E deutlich von den getesteten, zusatzlich zum
PPYG eingebrachten Proteinmengen (vgl. ca. 46 mg/ml im unverdinnten NiT" und ca. 145
mg/ml im unverdinnten Uberstand des TPGYT-Ansatzes) ab. Durch die Versuche mit ent-
sprechend korrigierter Proteinmenge und die Erfahrungen aus den vergleichbaren Phagozy-
toseversuchen wurde geschlussfolgert, dass die gefundene Depression der Exozytoserate,
die die ermittelte Differenz von 30% Uberstiegen, allein auf die zum PPYG zusétzlich einge-
tragene Proteinmenge (ca. 73 mg/ml, entspricht 1:2 Vorverdinnung des TPGYT-Ansatzes
von Toxovar E) zuriickzufuhren waren. Allerdings zeigte sich dieser Parameter weniger emp-
findlich als die Phagozytose, da Proteinmengen von zusatzlich ca. 50 mg/ml (TPGY-Ansatz
des Toxovars E) keinen negativen Einfluss ausibten.

Damit konnten Einflisse der BoNTs A bis D, F und G in wirksamen Konzentrationen von
1,50E+02 MLD/ml bzw. des BoNTs E (TPGYT-Ansatz) in einer wirksamen Konzentration von
1,50E+00MLD/mI auf die Exozytose der sauren Phosphatase nicht beobachtet werden. Im

Gegensatz zu den Phagozytoseversuchen hétte aufgrund der gréReren Toleranz gegeniber
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dem Proteingehalt mit hoheren Neurotoxinkonzentrationen gearbeitet werden kénnen, da
eine Verdiunnung nicht zwingend notwendig war. Jedoch wurde aus Grinden der Vergleich-
barkeit eine Verdinnung wie bei den Phagozytoseversuchen gewahlt. Fir die Relevanz der
Ergebnisse mit hoheren Neurotoxinkonzentrationen in Bezug auf die Eignung dieses Sys-
tems fur den Nachweis von BoNTs gilt das, was bereits bei den Besprechungen der Phago-
zytoseversuche konstatiert wurde.

In den Vorversuchen waren jedoch die ermittelten Standardabweichungen deutlich geringer
als in den Versuchen mit den neurotoxinhaltigen Kulturiberstadnden. Offensichtlich war die
Plastizitat der Exozytose groRRer als urspriinglich eingeschéatzt. Unterschiede in den einge-
setzten Kulturtibersténden waren durch Verwendung jeweils frischer Aliquots ausgeschlos-
sen worden. Die Verdunnungen wurden bei allen Kulturiiberstanden auf dieselbe Art und
Weise hergestellt. Alternative Griinde fur die grof3en Unterschiede zwischen den Versuchen
kénnten Wechselwirkungen zwischen degradierenden Strukturen in den Kulturiiberstanden
und den sezernierten Stoffen der Protozoen darstellen, da die Inkubationszeit mit 5 h relativ
lang war und das Vorhandensein von degradierenden Strukturen in den Kulturiiberstdnden
nachgewiesen worden war. Da je nhach Wachstumsphase (in Bezug auf ein Sekretionspro-
dukt) unterschiedlich stark Exozytosevorgange ablaufen und die Reproduktion exakt dersel-
ben Wachstumsphase nicht méglich war (s. 0.), sondern nur ungefahr erreicht wurde, ist per
se von verschieden starken Exozytosevorgangen in den unter-schiedlichen Tagesansatzen
auszugehen. Dies wurde sowohl in den Vorversuchen als auch in den Hauptversuchen
sichtbar. Da die Werte der Extinktionsmessungen in Bezug zu den Kontrollgruppen relativiert
wurden, fielen die Unterschiede der absolut sezernierten Mengen nicht ins Gewicht. Jedoch
kénnten diese in Hinblick auf Interaktionen mit den Stoffwechselprodukten, die sich in den
Kulturiiberstanden finden lassen, eine entsprechende Relevanz erlangt haben.

SchlieBlich stellt sich die Frage, inwieweit sich von der Aktivitat, wie sie in den Versuchen
gemessen wurde, auf die sezernierte Enzymmenge schliel3en lasst. Da die spezifische Akti-
vitat nicht bekannt ist und die saure Phosphatase in der Literatur sehr haufig Gber die Aktivi-

tat quantifiziert wird, wurde auch in den eigenen Untersuchungen damit gearbeitet.

5.4 Schlussbetrachtung

Eine Grundvoraussetzung fir eine mdgliche Eignung der untersuchten Degradierungssyste-
me als potentielles alternatives Nachweissystem ist die entsprechende Beteiligung von Pro-
teinen des SNARE-Komplexes an diesen Vorgangen. Innerhalb der Literatur sind keine
Untersuchungen zu dieser Thematik bekannt. Bei Paramecium tetraurelia, einem verwand-
ten Ziliaten (Subklasse Peniculia, Klasse Oligohymenophorea, HAUSMANN et al. 2003),
wurden Komponenten des SNARE-Komplexes (NSF) molekularbiologisch nachgewiesen
(KISSMEHL et al. 2002). Bei Metazoa gelang der Beleg zur Beteiligung von SNARE-
Proteinen an der Phagozytose und deren Beeinflussung durch BoNT B (HACKAM et al.
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1998). Dabei wurde das BoNT (Konzentrationsangabe 1 umol/l) direkt in die Zelle injiziert.
MINERVIN et al. (1955) beschreiben eine verringerte Phagozytose von Leukozyten nach
Inkubation von C. botulinum A- bzw. B-Kulturfiltrat mit Vollblut.

HUTTON (1997) und TURKEWITZ et al. (1999) verweisen auf Ahnlichkeiten in den Exozyto-
sesystemen zwischen T. pyriformis und héheren Eukaryoten.

Analogieschliisse und Arbeiten zur Konservierung der SNARE-Proteine (BENNETT u.
SCHELLER 1993, FERRO-NOVICK u. JAHN 1994) lassen vermuten, dass diese Proteine
auch entsprechende Funktionen bei Tetrahymena spp. erfillen. Was unklar ist und auch im
Rahmen der eigenen Untersuchungen unklar blieb, ist die Frage, ob die mutmafilich vorhan-
denen SNARE-Proteine gegeniiber den BoNTs empfindlich sind, da nicht alle Isoformen -
ber entsprechende Bindungs- und Schnittstellen verfligen (SCHIAVO et al. 2000). Dariber
hinaus konnte im Rahmen dieser Untersuchungen ebenso wenig geklart werden, ob die
BoNTs in einer aktiven Form Zugang zum Zytosol bekommen bzw. ihre mutmaRlichen Sub-
strate erreichen konnen. Zwar weisen SHONE und MELLING (1992) darauf hin, dass eine
Aufnahme auch ohne Rezeptoren unter bestimmten Bedingungen erfolgreich ist. Durch die
Phagozytose von Medium ist auRerdem ein Einlass in das Zellinnere gegeben. Ob die Vor-
gange in der Digestionsvakuole jedoch den Eintritt der katalytischen Einheit entsprechend
den Vorgangen an den motorischen Nervenzelle (SINGH 2000) gestatten, bleibt fraglich.

In der Literatur finden sich bei einigen Autoren Hinweise zur Eignung von T. pyriformis fur
den Nachweis von BoNTs. So empfiehlt GRAF (1985) den von ihm entwickelten Test als
Grundlage zur Entwicklung eines Detektionssystems von C. botulinum-Exotoxinen. Aller-
dings beruht dieses Verfahren auf der Beurteilung der Wachstumskinetik einer T. pyriformis-
Kultur mittels Messung der optischen Dichte. In den eigenen Untersuchungen konnte ein
Effekt auf das Wachstumsverhalten nicht bemerkt werden. Die Beobachtung erstreckte sich
zwar nur Uber einen geringen Zeitraum, aul3erdem wurden Vitalitat und Vermehrung nur
durch lichtmikroskopische Begutachtung und Vergleich mit entsprechenden Kontrollgruppen
eingeschatzt, jedoch ist auch im Rahmen der Literaturrecherche ein Einfluss auf die Wachs-
tumskinetik wesentlich unwahrscheinlicher als eine Beeinflussung der in dieser Arbeit ge-
wahlten Parameter.

De WAART et al. (1972) versuchten ebenfalls, T. pyriformis fur die Detektion von BoNTs zu
nutzen. Dabei setzten sie die Neurotoxine A, B und E ein und bewerteten die Toxizitat, wie
auch spater erneut durch GRAF (1985) angeregt, anhand fotometrischer Messungen der
optischen Dichte von Protozoenkulturen, die mit den BoNTs inkubiert worden waren. Mittels
des Einflusses auf die Wachstumskinetik fanden die Autoren Nachweisgrenzen von
1,00E+03 (A und E) bzw. 1,00E+02 (B) MLD/ml. Angaben zur Inkubationszeit fehlen. Vor
dem Hintergrund der eigenen Untersuchungen und der Literaturangaben erscheinen diese

Ergebnisse als sehr zweifelhaft.
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Die Arbeit von OZUTSUMI et al. (2005) bietet Hinweise auf Wechselwirkungen von Pan-
senprotozoen und C. botulinum-Keimen. So wiesen die Autoren in unfaunierten Rindern C.
botulinum und Verwandte als wesentliche Keimgruppe nach, wohingegen in faunierten Tie-
ren Bacteroides spp. und Prevotella spp. die beiden Hauptgruppen darstellen.

Die Beteiligung von Proteinen des SNARE-Komplexes an Vorgangen wie der Phagozytose
(BRUMELL et al. 1995, HACKAM et al. 1996, HACKAM et al. 1998, WARD et al. 2000) so-
wie ihre hochkonservierte Natur (BENNETT u. SCHELLER 1993, FERRO-NOVICK u. JAHN
1994) bilden die Grundlage fiir eine dieser Arbeit zugrunde liegenden Hypothesen. So ist es
denkbar, dass C. botulinum mit Hilfe der so genannten Neurotoxine durch Wechselwirkun-
gen mit an der Phagozytose beteiligten SNARE-Proteinen einer Aufnahme bzw. folgenden
Degradierung entgehen. Die Ergebnisse der Arbeit von OZUTSUMI et al. (2005) kénnten im
Sinne eines weiteren Hinweises flr diese Hypothese interpretiert werden. Naturlich kénnen
auch andere Einflisse wie Dynamik der Ubrigen Flora etc. zu entsprechenden Ergebnissen
fuhren. Die Pansenprotozoen sind an der Regulierung der bakteriellen Flora beteiligt und
phagozytieren ebenso C. botulinum. Es kann also prinzipiell ein gewisser Selektionsdruck
hinsichtlich der Umgehung der Phagozytose bestehen. Auch wenn der Pansen nicht das
Primarhabitat von C. botulinum darstellt, kbnnten in den eigentlichen Habitaten (siehe 2.1.3)
ahnliche Vorgéange ablaufen.

Die Protozoen bilden eine aul3erordentlich vielfaltige taxonomische Einheit (CORLISS 2002).
T. pyriformis wurde fir diese Versuche als Modellorganismus ausgewahlt. Gleichwohl stellt
sich die Frage, ob T. pyriformis der richtige Indikator ist. BOHNEL (1995) benennt je nach
Typ den Boden bzw. den Darm als Habitat. Zwar sind auch fast alle Typen in Proben aus
SuR- und Salzgewassern bzw. deren direkter Umgebung nachgewiesen worden, ein direkter
Kontakt zwischen C. botulinum und T. pyriformis scheint unter natirlichen Bedingungen je-
doch nicht zwangslaufig gegeben.

Da durch Mutationen im Bereich von Schnitt- oder Bindungsstellen der SNARE-Proteine Re-
sistenzen in Bezug auf BoNTs entstehen (SCHIAVO et al. 2000), ist es durchaus mdglich,
dass die grundlegende Beteiligung von Proteinen des SNARE-Komplexes an Vorgéangen wie
der Phagozytose oder Exozytose tatsachlich bei T. pyriformis gegeben ist, ohne dass sie mit
den hier erarbeiteten Verfahren zu detektieren oder beeinflussen sind.

Der starke Medieneinfluss, der sich in allen Versuchen zeigte, empfiehlt eher die Verwen-
dung aufgereinigter BoONTs anstelle eines ,Cocktails” verschiedener Stoffwechselprodukte
und Medienbestandteile, jedoch standen diese nicht zur Verfiigung. In den Voriberlegungen
wurde davon ausgegangen, dass sich die gewéhlten Parameter, die im Rahmen dieser Ar-
beit entwickelten Tests quantifizierbar gemacht wurden, sehr spezifisch beeinflussen lassen,
so dass die Verwendung der als Summensignal einwirkenden neurotoxinhaltigen Kulturiiber-

sténde als nicht problematisch eingeschéatzt wurde.
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BoNTs in den entsprechenden Gréfienordnungen blieben bei Verabreichung in einer kom-
plexen Matrix ohne nachzuweisenden spezifischen Effekt. Eine Aufreinigung der Neurotoxine
aus etwaigen Proben ist somit unumganglich. Fir aufbereitete BONTs bestehen jedoch be-
reits z. T. sehr sensitive Alternativmethoden, auch in Hinblick einer biologischen Aktivitat und
nicht nur durch Detektion antigen wirkender Komponenten. Daher muss die Verwendung von
den Tests, wie sie im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurden, kritisch hinterfragt werden.
Die Sensitivitatsgrenze fir BoNTs in komplexen Matrizes liegt unter Annahme der Grund-
hypothesen (das Vorhandensein von Proteinen des SNARE-Komplexes mit entsprechendem
Einfluss auf Phagozytose und Exozytose, die Moglichkeit, dass die BoNTs in katalytisch akti-
ver Form Zugang zu den potentiellen Substraten erhalten und das Vorkommen entsprechen-
der Bindungs- und Schnittstellen in den Substraten) bei einer effektiven Endkonzentration
Uber 1,50E+02 MLD/ml, was einer Anfangskonzentration von ca. 1,00E+03 MLD/ml im Test-
Uiberstand entspricht.

Aufgrund dessen wird die eingangs gestellte Frage nach der Eignung dieser Parameter und

somit T. pyriformis als biologische Alternative als nicht ausreichend beantwortet.
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6 Zusammenfassung
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Untersuchungen zum Einfluss von neurotoxinhaltigen Kulturiiberstanden der Clostridium
botulinum Toxovare A bis G auf eukaryote Degradierungssysteme am Modellorganismus
Tetrahymena pyriformis GL.
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Schlusselwdrter: Botulinumneurotoxine, Tetrahymena pyriformis GL, SNARE-Komplex, eu-

karyote Degradierungsstrategien, Phagozytose, Exozytose

In der vorliegenden Arbeit sollte die Eignung von T. pyriformis GL fur den Nachweis von Bo-
tulinumneurotoxinen als biologische Alternative zum Maus-Bioassay untersucht werden.
Dazu wurden funktionelle Tests fur die Quantifizierung der mutmafilich SNARE-abhangigen
Prozesse Phagozytose und Exozytose entwickelt.

Die Botulinumneurotoxine wurden durch Kultivierung der C. botulinum-Toxovare A bis G in
einem Caseinpepton-Glukose-Hefeextrakt-Medium mit und ohne Zusatz von Trypsin herge-
stellt. Die Neurotoxinkonzentrationen wurden mit Hilfe des Maus-Bioassays bestimmit.

Fur den Phagozytosetest wurde E. coli K12 als Beutekeim gewahlt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die KbE/ml von E. coli K12 allein durch die Phagozytoseaktivitéat von T. pyriformis
reduziert wurde.

Fir den Exozytosetest wurde die saure Phosphatase als Leitenzym gewabhilt.

Die neurotoxinhaltigen Kulturtiiberstdande wurden mit Neurotoxinendkonzentrationen von
1,50E+02 MLD/ml (Maus letale Dosis/ml) bei den trypsinisierten und nicht trypsinisierten An-
satzen der Toxovare A bis D, G und F bzw. von 1,50E+00 MLD/mI bei dem trypsinisierten
Ansatz des Toxovars E in den entwickelten Tests eingesetzt und auf ihren Einfluss unter-
sucht.

Die eingesetzten Neurotoxinkonzentrationen erwiesen sich als nicht ausreichend.

Zudem wurde eine erhebliche Anfélligkeit der Phagozytose- und Exozytoseleistung von T.
pyriformis gegen die Proteinkonzentrationen der eingesetzten Kulturiiberstdnde nachgewie-
sen.

Aufgrund dessen ist die Eignung von T. pyriformis im Rahmen der entwickelten Tests fir den
Nachweis von Botulinumneurotoxinen aus Proben wie biologischen Substraten oder mit ahn-

lichen, komplexen Matrizes nicht gegeben.
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In the present study the suitability of T. pyriformis GL for the detection of botulinum neurotox-
ins as a biological alternative to the mouse bioassay was to be investigated. For this purpose
functional tests for the quantification of the presumably SNARE-dependent processes
phagocytosis and exocytosis were developed.

The botulinum neurotoxins were produced by cultivation of the C. botulinum toxovars A to G
in a Trypticase-Peptone-Glucose-Yeast-Extract-Broth with and without supplementation of
trypsin. The concentrations of the neurotoxins were determined by the mouse bioassay.

For testing the phagocytosis E. coli K12 was chosen as prey germ. It could be proved that
the cfu/ml of E. coli K12 were reduced by the phagocytotic activity of T. pyriformis GL alone.
The acid phosphatase was chosen as the indicator enzyme for testing the exocytosis.

The neurotoxin-containing culture supernatants were used in final concentrations of the neu-
rotoxins of 1,50E+02 MLD/ml (mouse lethal dose/ml) in the trypsinized and non-trypsinized
supernatants of the Toxovars A to D, G and F and 1,50E+00 MLD/ml in the trypsinized su-
pernatant of Toxovar E respectively in the developed tests and were tested with regards to
their influence.

The used concentrations of the neurotoxins were proved to be insufficient.

In addition a considerable sensitivity of the phagocytotic and exocytotic activity of T. pyri-
formis GL in relation to the protein concentrations in the used supernatants was shown.

As aresult T. pyriformis GL is not suitable in line with the developed tests for the detection of
botulinum neurotoxins from samples like biological substrates or with similar complex matri-

ces.
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9 Anhang

Aktivitatstest der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstdnde nach mehrmaligen Auftau- und Ein-

frierprozessen
Der potentielle Einfluss der Auftau- und Einfriervorgange auf die Aktivitat der BoNTs, wurde

anhand von unterschiedlich behandelten C. botulinum-Toxovar B-Kulturilberstanden getes-
tet. Folgende Ansatze wurden geprdift:

1. Kulturiberstand, nach Gewinnung eingefroren und gelagert bei -80C.

2. Kulturiberstand, nach Gewinnung eingefroren und gelagert bei -80C, einmal bei Raum-
temperatur aufgetaut, 75 min im Kihlschrank bei 4C gelagert und wieder bei -80€ einge-
froren.

3. Kulturiiberstand, nach Gewinnung eingefroren und gelagert bei -80C, fiunfmal bei Raum-
temperatur aufgetaut, jeweils 30 min lang im Kihlschrank bei 4C gelagert und wieder bei -
80C eingefroren.

Die Untersuchung wurde sowohl fir die trypsinisierte als auch fur die nicht trypsinisierte Va-
riante durchgefuhrt. Nach dem letzten Einfrieren wurde die biologische Aktivitat der Proben
im Maus-Bioassay getestet.

Anaerocult® A
Merck KgaA, Darmstadt.

Begasen der Hungate-Rdhrchen

Die Hungate-Rohrchen wurden funfmal alternierend evakuiert und mit Spezialmischgas fur
Anaerobier (10 Vol% CO,, 90 Vol% N,) begast.

Bestimmung der Generationszeit

Die Generationszeit von T. pyriformis lasst sich mit der bei KRUGER (2002) fir Bakterien
angegebenen Formel berechnen:
logy, 2% (t —t,)
- log,, N —log,, N,

Dabei gilt: g = Generationszeit, t = Zeit in h am Berechnungsende, t, = Zeit in h am Berech-

nungsanfang, N = Endkonzentration, Ny = Anfangskonzentration.

Bestimmung des Proteingehaltes in den Kulturiiberstanden

Fur die spektralphotometrische Bestimmung des Proteingehaltes wurden 1,5 ml Einmal-
Kivetten aus PMMA der Carl Roth GmbH, Karlsruhe, verwendet. Als Blankwert und Verdin-
nungsmittel wurde Wasser (Volvic®) genutzt. Zur Messung wurde der MBA 2.000 (Perkin
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Elmer Applied Biosystems, Norwalk CT, USA) genutzt. Das Geréat misst den Proteingehalt
bei 280 nm und subtrahiert davon den Blankwert bei 320 nm. Der Proteingehalt wird als so

korrigierte Konzentration in mg/ml angegeben.

Caseinpepton-Glukose-Hefeextrakt-Medium (TPGY)

Zutat Menge
Caseinpepton, pankreatisch verdaut 50 g
Mischpepton (Universalpepton) 59
Glukose (Monohydrat) 49
Natriumthioglykolat 19
Hefeextraktpulver 204¢
Aqua dest. Ad1l

Die Bestandteile werden geldst und der pH-Wert so eingestellt, dass er nach dem Autokla-

vieren (121€ 15 min) bei 7,0 liegt.

Caseinpepton-Glukose-Hefeextrakt-Trypsin-Medium (TPGYT)

Zutat Menge
Caseinpepton, pankreatisch verdaut 50 g
Mischpepton (Universalpepton) 59
Glukose (Monohydrat) 4g
Natriumthioglykolat 19
Hefeextraktpulver 209
Aqua dest. Ad 1l

Die Bestandteile werden geldst und der pH-Wert so eingestellt, dass er nach dem Autokla-

vieren (121€ 15 min) bei 7,0 liegt.

Vor dem Gebrauch wird eine Trypsinldsung hergestellt und nach Sterilfiltration im Verhéltnis

1:15 zum Grundmedium zugefiigt
Zutat

Menge

Porcines Trypsin (Aktivitat 1:250), Sigma-Aldrich Che- 0,15 g

mie GmbH (Steinheim)
Aqua dest.

10 ml

Columbia-Blutagar

Columbia-Blutagar mit 5% Schafblut von Biomérieux, Nirtingen.
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Cryobank™
MAST DIAGNOSTICA, Reinfeld.

Detoxifizierung der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande

Die Kulturiiberstande wurden 15 min lang bei 100€ e rhitzt. Die Proben wurden anschlie-
Rend bei 11.400 U/min 10 lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und verwen-
det.

Einfachagar
Zutat Menge

Nahragar | von SIFIN, Berlin 20 g
Aqua dest. 500 mi

Die Bestandteile werden im Dampftopf bei 100€C 45 m in lang gel6ést und anschlieRend 15
min bei 121€ autoklaviert. Nach Abkihlung wird der Agar in Platten gegossen.

Ermittlung der KbE/ml fur E. coli K12 (Plattenverdiinnungsverfahren)

20 pl wurden nach dem Vortexen der Probe entnommen und in einer Mikrotiterplatte (96
Wells) 1:10 mit 180 pl Wasser verdiinnt. Diese Suspension wurde in 10er Schritten bis zur
Stufe 6 weiter mit Wasser verdiinnt. Aus den 6 Stufen wurden jeweils 10 ul auf eine Platte
mit Einfachagar aufgetropft und so ausgestrichen, dass alle 6 Verdiinnungen auf einer Platte
Platz fanden. Die beimpfte Agarplatte wurde bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten
Tag erfolgte die Auszahlung der letzten beiden, noch bewachsenen Verdinnungsstufen.
Unter Bericksichtigung des Verdiinnungsfaktors wurde das arithmetische Mittel bestimmt.
Da 10 pl aufgetragen worden waren, wurde das Ergebnis mit 100 multipliziert, um die Anzahl

der KbE/ml zu ermitteln.

Ermittlung der KbE/ml fur grampositive Bakterien und Hefen (Plattenverdiinnungsverfahren)

Das Verfahren weicht insofern von der Bestimmung der KbE/ml bei E. coli K12 ab als dass
im Fall der grampositiven Bakterien statt des Einfachagars Columbia-Blutagar bei denselben
Bebritungsbedingungen und im Fall der Hefen Saboraudagar (37C, zweitagige Bebritung)

verwendet wurde.

Exozytosetest, allgemeines Protokoll

Aus einer PPYG-Kultur (Zellen zu Beginn der stationdaren Wachstumsphase) wurde eine
Probe enthommen und durch Verdliinnung mit PPYG auf eine Zellzahl von 4,50E+05/ml (An-

fangskonzentration) eingestellt. Die Probe wurde bei 4.000 U/min 5 min lang zentrifugiert,
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der Uberstand dekantiert und das Pellet in frischem PPYG-Medium resuspendiert.

Als ReaktionsgeféalRe wurden 1,5 ml Reaktionsgefal3e verwendet. Je 35 ul Protozoensuspen-
sion, Probe (als Kontrolle Wasser bzw. die entsprechende Kontrollmedien der Probe) und
PPYG wurden fur einen Ansatz verwendet. Parallel wurde eine entsprechende Kontrolle mit-
gefuihrt, bei der die Protozoenlésung durch Wasser bzw. das entsprechende Leermedium
der Probe ersetzt wurde.

Der Ansatz wurde 5 Stunden lang im 28€C-Brutschrank inkubiert. Anschlie3end wurde die

Aktivitat der sauren Phosphatase bestimmt.

Hungate-Rohrchen

Kulturréhrchen fir anaerobes Arbeiten, Glasgeratebau Ochs GmbH, Bovenden-Lenglern.

Magermilchkultur

Zutat Menge

Magermilchpulver, SIFIN, Berlin) 20g
Aqua dest. 180 ml

Das Medium wird in Rohrchen abgefillt und autoklaviert (Autoklaven auf 116€ hochheizen

und ausschalten).

Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase, Saureimmobilisation (SI)

Zu 105 pl Probe wurde Saure Phosphatase Puffer im Verhaltnis 1:4,29 hinzugefiigt. Nach 5
min Zentrifugation bei 4.000 U/min wurden aus dem Uberstand 200 pl entnommen und in
einer Mikrotiterplatte (96 Wells) mit 5 pl einer 300 mM pNPP-Stammldsung gemischt. Nach
15 min Inkubation auf dem Schiittler (400 U/min) bei Raumtemperatur wurde die Reaktion
durch Zugabe von 50 pl einer 1 N NaOH-L6sung gestoppt. Die Extinktion wurde bei 405 nm
und 620 nm als Referenzfilter gemessen. Von den Ergebnissen der Proben mit Enzym wur-

den die Ergebnisse der Mediumleerkontrollen (Proben ohne Enzym) subtrahiert.

Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase, Sterilfiltration (SF)

50 pl zentrifugierter (5 min bei 4.000 U/min) sterilfiltrierter Protozoenkulturiiberstand bzw. 50
Ml einer enzymhaltigen, protozoenfreien Probe wurden zu Saure Phosphatase Puffer im Ver-
haltnis 1:4 hinzugefugt. Dazu wurden 5 pL einer 300 mM pNPP-Stammlésung gegeben.
Nach 15 min Inkubation auf dem Schuttler (400 U/min) bei Raumtemperatur wurde die Reak-
tion durch Zugabe von 50 pl einer 1 N NaOH-L6sung gestoppt. Die Extinktion wurde bei 405
nm und 620 nm als Referenzfilter gemessen. Von den Ergebnissen der Proben mit Enzym

wurden die Ergebnisse der Mediumleerkontrollen (Proben ohne Enzym) subtrahiert.

\%
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Mikrotiterplatte (96 Wells), SPSA

F- Form, PS, 400 uL, maschinensteril, Meus SRL, Piove di Sacco, Italien.

Neubauer-Zahlkammer, improved

Die Neubauer-Zahlkammer, improved, besteht aus zwei Kammern, die durch jeweils vier
periphere GroRRquadrate (mit je 16 Feldern) und ein zentrales Kleinquadrat (mit je 25 Fel-
dern) untergliedert werden.

Das Deckglaschen wurde so aufgebracht, dass an den Auflageflachen die Newton’ Ringe
sichtbar waren. Beide Kammern wurden mit je 10 pl Protozoensuspension (1:2 Verdinnung
mit 96% Ethanol zur Immobilisierung) gefillt. Alle acht GroRquadrate wurden ausgezahlt.
Protozoen, die den Rand eines GroRquadrates beruhrten, wurden nur bertcksichtigt, sofern
der linke oder untere Rand berthrt wurde. Die Gesamtprotozoenzahl wurde folgendermal3en
bestimmt:
Zellen/ml = ZXKPXVF

Dabei gilt: Z = Anzahl aller gezahlten Zellen, KF = Kammerfaktor, VF = Verdiinnungsfaktor.
Der Kammerfaktor errechnet sich aus dem Volumen eines GroRR3quadrates. Dieses hat die
Abmessungen 1 mm x 1 mm x 0,1 mm und somit ein Volumen von 10 ml. Dadurch ergibt
sich ein Kammerfaktor von 10*. Da stets eine Verdiinnung von 1:2 verwendet wurde, ergibt

sich in der Formel der Wert 2 fiir die Verdinnung.

Paraffin
Dickflussig, Merck KgaA, Darmstadt.

Phagozytosetest, allgemeines Protokoll

Aus einer PPYG-Kultur (Zellen in letztem Drittel der logarithmischen Wachstumsphase) wur-
de eine Probe entnommen und bei 4.000 U/min 5 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de dekantiert, das Pellet in Wasser resuspendiert. Die Protozoenlésung wurde in einer 25
cm?-Zellkulturflasche tiber Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Am folgenden Tag wurde die
Zellzahl mittels Verdinnung mit Wasser auf eine Anfangskonzentration von 1,20E+05/ml
eingestellt.

E. coli K12 wurde aus der Lagerung bei -80C einen Tag bei 37C auf Columbia-Blutagar
aerob bebriitet. Am folgenden Tag wurden die Keime mit Wasser abgewaschen und die Zell-
zahl entsprechend der Formel nach SCHROEDL et al. (2003) auf eine Anfangs-
konzentration von 3,00E+07/ml eingestellt. Die optische Dichte wurde bei 620 nm gegen
Wasser als Blankwert gemessen.

Als ReaktionsgefaRe wurden 1,5 ml ReaktionsgeféalRe verwendet. Je 25 ul Proto-

zoensuspension, Probe (als Kontrolle Wasser bzw. die entsprechende Kontrolimedien der
Y,
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Probe) und E. coli K12-Suspension wurden fir einen Ansatz verwendet. Parallel wurde eine
entsprechende Kontrolle mitgefuhrt, bei der die Protozoenlésung durch Wasser ersetzt wur-
de. Die Protozoenl6sung wurde mit der Probe eine Stunde bei 28C vorinkubiert (Reaktions-

gefalRe aufrecht stehend). Danach wurde die E. coli K12-Ldsung hinzupipettiert. Der Ansatz
wurde 4 Stunden lang im 28€-Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die KbE/ml von E.

coli K12 bestimmt.

pH-Papier
Der pH-Wert wurde mit dem Indikatorpapier Neutralit®, Merck KgaA (Darmstadt) bestimmt.
Der Messbereich bewegt sich bei diesem Test zwischen 5,5 und 9,0. Anderungen sind in

0,5er Schritten sichtbar.

pNPP-Stammlésung
300 mM Di-Natrium-4-Nitrophenylphosphat, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz/ Sigma-
Aldrich, Steinheim.

ﬂ

Zutat Menge
Proteosepepton 209
Hefeextrakt 25¢
Aqua dest. Ad 1l

Der pH-Wert wird auf 7,0 eingestellt, das Medium 10 min im Dampftopf bei 100€C gelést und
20 min bei 121€ autoklaviert.

PPYG

Zutat Menge
Proteosepepton 2049
Hefeextrakt 19
Glukose 109
Wasser Ad 1l

Der pH-Wert wird auf 7,0 eingestellt, das Medium 10 min im Dampftopf bei 100€C gelést und
20 min bei 121€ autoklaviert.

VI
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RCM-Bouillon

Zutat Menge
Clostridien-Nahrboden nach EP (RCM), Medium P (SIFIN, Berlin) 38¢
Aqua dest. Ad 1l

Die Bouillon wird bis zum vollstandigen Lésen der Bestandteile in den Dampftopf bei 100C

verbracht. AnschlielBend wird 15 min lang bei 121€ autoklaviert.

Reaktionsgefalle, 1,5 ml

1,5 ml, mit Deckel, autoklavierbar, zentrifugierbar bis 13.000 g, Simport Plastics Ltd, Beloell,

Kanada.

Reis
Handelslblicher Duftbruchreis der Fa. Royal Thai, Lim & Asia Express, Dusseldorf.

Sabouraud — Agar

Zutat Menge
Sabouraud-4% Glucose-Agar, SIFIN, Berlin 659
Aqua dest. Ad1l
Benzylpenicillin in Aqua dest., 20 IE/ml iml
Streptomycinsulfat, in Aqua dest., 40 mg/ml 1ml

Der Ansatz wird 45 min lang bei 100°im Dampftopf g eldst, anschlieRend im Wasserbad auf
50€ abgekunhlt. Nach Erreichen der Temperatur errei cht hat, werden die Antibiotikalésungen

zugeflgt. AnschlieBend wird der Agar in Platten gegossen.

Saure Phosphatase Puffer (SPP)
100 mM Natrium-Azetat-Trihydrat von Merck KgaA, Darmstadt. Der pH-Wert wurde auf 4,0

eingestellt.

Stamme

Mikroorganismus Stammbezeichnung Herkunft

C. botulinum A REB 1750 Deutschland
C. botulinum B REB 89 Deutschland
C. botulinum C REB 1455 Deutschland
C. botulinum D* 1873 D Frankreich

C. botulinum E NCTC 8266 GrolRbritannien

VII
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C. botulinum F REB 1072
C. botulinum G ATCC 27322
C. sporogenes ATCC 10000
T. pyriformis GL ~ ATCC 30327
E. coli K12 DSZM 423
S. aureus -

Bacillus spp. -

C. albicans -

Deutschland

USA

USA

USA

Deutschland
klinisches Isolat**
klinisches Isolat**

klinisches Isolat**

* produziert D- und C2- Toxin

** Aus dem Institut fir Bakteriologie und Mykologie der Veterinarmedizinischen Fakultat, Universitéat

Leipzig

Sterilfilter

Spritzenvorsatzfilter, PES-Membran, Luer/ Lock, 0,2 ym, gammasteril, nicht zytotoxisch, py-

rogenfrei, TPP AG, Trasadingen, Schweiz.

Wasser

Es wurde handelstibliches natlrliches Mineralwasser ohne Kohlensaure (Volvic®) der Quelle

Clairvic, Frankreich, verwendet. Nach Aliquotierung wurde das Mineralwasser bei 121€ 20

min lang autoklaviert

Mineralien gemald Angaben des Herstellers:

Mineral Menge (mg/l)
Calcium 11,5
Magnhesium 8,0

Natrium 11,6

Kalium 6,2

Chlorid 13,5

Silizium (SiOy) 31,7

Sulfat 8,1

Hydrogencarbonat 71,0

Zellkulturflasche, 25 cm?

Zellkulturflasche mit Filter-Schraubkappe, 60 ml, gammasteril, pyrogenfrei, TPP AG, Trasa-

dingen, Schweiz.

Zellkulturflasche, 75 cm?

Zellkulturflasche mit Filter-Schraubkappe, 270 ml, gammasteril, pyrogenfrei, TPP AG, Trasa-

dingen, Schweiz.
VI
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Zentrifugation der Protozoen

Die Protozoen wurden stets, sofern nicht anders angegeben, 5 min lang bei 4.000 U/min

zentrifugiert.

Zentrifugenrohrchen, 15 ml

Gammasterilisiert, pyrogenfrei, DNA- / RNA- frei, Dnase- / Rnase- frei, TPP AG, Trasa-
dingen, Schweiz.

Zentrifugenréhrchen, 50 mi

Gammasterilisiert, pyrogenfrei, DNA- / RNA- frei, Dnase- / Rnase- frei, TPP AG, Trasa-
dingen, Schweiz.
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Im Folgenden sind die jeweiligen Rohwerte aus den Versuchen sowie die Angaben der sta-
tistischen Auswertung dargestellt. Die Abkirzungen der jeweiligen Kulturiiberstande ent-
sprechen den Angaben im Abschnitt Material und Methoden (Tab. 6). Der Mittelwert (MW)
und die Standardabweichung (SA) sind farblich hervorgehoben. Weitere Abkurzungen sind
den Tabellenliberschriften zu entnehmen. Die Zellkonzentrationen der Protozoen und der

Bakterien sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit alle als log,o-Werte dargestellt.

Tab. 7: Ergebnisse der Aktivitatstests von trypsini erten (BT) und nicht trypsinierten (B)  C. botu-
linum B-Kulturiberstdanden nach unterschiedlicher Vorbeha ndlung, Angabe der Neurotoxin-

konzentrationen geméal dem Maus-Bioassay in MLD/ml.

Vorbehandlung B BT
Unbehandelt 1,00E+03 1,00E+03
(kein Auftauen vor Einsatz im Maus-Bioassay)

Einfach behandelt (einmaliges Auftauen und 1,00E+03 1,00E+03

Einfrieren vor Einsatz im Maus-Bioassay)
Mehrfach behandelt (mehrmaliges Auftauen und 1,00E+03 1,00E+03
Einfrieren vor Einsatz im Maus-Bioassay)

Tab. 8: Daten aus den Versuchen zur Reproduzierbark eit der T. pyriformis-Quantifizierung,
Angabe des dekadischen Logarithmus.

Zellzahl/m|®
Tage I Il " v V VI MW, | bis VI  SA, | bis VI
1 588 583 591 592 584 588 5,88 0,04
2 6,26 6,24 6,24 6,26 6,26 6,28 @ 6,26 0,02
3 521 528 513 5,15 531 5,24 @ 522 0,07

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).
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Tab. 9: Wachstumskinetik von

bei 28C im Brutschrank, drei zeitlich unabhangige

dekadischen Logarithmus ©

T. pyriformis in PPY-Medium, Lagerung der Zellkulturflaschen

Bestimmungen der Zellzahl, Angabe des

Zellzahl/mI®
Zeitinh | I 1 MW, | bis lll  SA, | bis llI
o® 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00
24 4,18 4,08 4,24 4,16 0,08
48 4,46 4,38 4,49 4,44 0,06
72 587 585 5,88 5,87 0,01
96 573 5,78 5,77 5,76 0,03
120 565 562 5,68 5,65 0,03
144 2,00 2,00 2,00 2,00 0,00

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

®) bje Konzentration wurde durch Verdiinnung eingestellt.

© Die Angabe eines dekadischen Logarithmus von 2,00 entspricht dem Unterschreiten der Nachweis-

grenze.

Tab. 10: T. pyriformis in PPY-Medium, Lagerung der Zellkulturflaschen bei

28C im Brut-
pH-Wertes.

schrank, drei zeitlich unabhangige Bestimmungen des
pH-Wert

Zeitinh | Il 1l MW, | bis Il SA, I bis 11l
0 70 70 70 7,0 0,0

24 70 70 70 7,0 0,0

48 75 70 75 7.3 0,3

72 80 75 85 8,0 0,5

96 80 75 85 8,0 0,5

120 80 80 85 82 0,3

144 80 80 85 8,2 0,3

Xl
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Tab. 11: Wachstumskinetik von  T. pyriformis in PPYG-Medium, Lagerung der Zellkulturflaschen

bei 28C im Brutschrank, drei zeitlich unabhéngige Bestimmungen der Zellzahl, Angabe des

dekadischen Logarithmus .

Zellzahl/mI®
Zeitinh | I 1 MW, | bis lll  SA, | bis llI
o® 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00
48 6,51 6,58 6,67 6,59 0,08
72 6,57 6,57 6,59 6,58 0,01
96 6,30 6,44 6,34 6,36 0,07
120 6,29 6,20 6,24 6,25 0,04
137 548 5,44 544 5,45 0,02
150 2,00 2,00 2,00 2,00 0,00

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

®) bje Konzentration wurde durch Verdiinnung eingestellt.

© Die Angabe eines dekadischen Logarithmus von 2,00 entspricht dem Unterschreiten der Nachweis-

grenze.

Tab. 12: T. pyriformis in PPYG-Medium, Lagerung der Zellkulturflaschen be i 28C im Brut-
schrank, drei zeitlich unabhéngige Bestimmungen des pH-Wertes.

pH-Wert
Zeitinh | I " MW, | bis lll  SA, | bis Il
0 6,5 65 65 65 0,0
48 75 75 75 75 0,0
72 75 80 80 7.8 0,3
96 75 80 80 78 0,3
120 80 8,0 80 8,0 0,0
137 80 80 80 8,0 0,0
150 80 80 80 8,0 0,0

Xl
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Tab. 13: Wachstumskinetik von

T. pyriformis in PPYG-Medium, Lagerung der Zellkulturflaschen

bei Raumtemperatur, drei zeitlich unabhangige Besti  mmungen der Zellzahl, Angabe des deka-

dischen Logarithmus

©

Zellzahl/mI®
Zeitinh | I 1 MW, | bis lll  SA, | bis llI
o® 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00
48 6,44 6,46 6,50 6,47 0,03
72 6,61 6,63 6,60 6,62 0,01
96 6,69 6,76 6,73 6,73 0,03
120 6,60 6,61 6,63 6,61 0,02
137 6,56 6,64 6,57 6,59 0,04
150 560 5,36 5,41 5,46 0,12
195 501 524 540 5,22 0,20
223 465 4,10 4,80 4,52 0,37
240 2,00 2,00 2,00 2,00 0,00

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

®) Dje Konzentration wurde durch Verdiinnung eingestellt.

© Die Angabe eines dekadischen Logarithmus von 2,00 entspricht dem Unterschreiten der Nachweis-

grenze.

Tab. 14: T. pyriformis in PPYG-Medium, Lagerung der Zellkulturflaschen be i Raumtemperatur,

drei zeitlich unabhéngige Bestimmungen des pH-Werte  s.

pH-Wert
Zeitinh | I " MW, | bis lll  SA, | bis Il
0 6,5 65 65 65 0,0
48 75 75 75 75 0,0
72 75 80 80 7.8 0,3
96 75 80 80 7.8 0,3
120 80 80 80 8,0 0,0
137 80 80 80 8,0 0,0
150 80 8,0 80 8,0 0,0
195 80 80 80 8,0 0,0
223 80 80 8,0 80 0,0
240 80 80 80 8,0 0,0

XMl
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Tab. 15: Wachstumskinetik von  T. pyriformis in RM, Lagerung der Zellkulturflaschen bei 28C

im Brutschrank, drei zeitlich unabhéngige Bestimmun gen der Zellzahl, Angabe des dekadi-

schen Logarithmus .

Zellzahl/mI®
Zeitind | I 1 MW, | bis lll  SA, | bis llI
o® 500 5,00 5,00 5,00 0,00
7 4,24 424 4,18 4,22 0,04
14 4,00 4,30 4,24 4,18 0,16
21 3,70 4,30 4,48 4,16 0,41
33 4,10 4,48 4,60 4,39 0,26
49 4,10 4,00 3,88 3,99 0,11
68 3,40 340 344 341 0,02
82 2,00 2,00 2,00 2,00 0,00

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

®) bje Konzentration wurde durch Verdiinnung eingestellt.

© Die Angabe eines dekadischen Logarithmus von 2,00 entspricht dem Unterschreiten der Nachweis-

grenze.

Tab. 16: T. pyriformis in RM, Lagerung der Zellkulturflaschen bei 28C im Brutschrank, drei
zeitlich unabhéngige Bestimmungen des pH-Wertes.

pH-Wert
Zeitind | Il m MW, I bislll  SA, Ibisll
0 70 70 70 7,0 0,0
7 6,0 6,0 60 6,0 0,0
14 6,0 6,0 60 6,0 0,0
21 6,0 6,0 6,0 6,0 0,0
33 6,0 6,0 6,0 6,0 0,0
49 6,0 6,0 60 6,0 0,0
68 6,0 6,0 60 6,0 0,0
82 6,0 6,0 60 6,0 0,0

XV
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Tab. 17: Wachstumskinetik von  T. pyriformis in RM, Lagerung der Zellkulturflaschen bei Raum-

temperatur, drei zeitlich unabhéngige Bestimmungen der Zellzahl, Angabe des dekadischen
Logarithmus ©.
Zellzahl/m|®
Zeitind | Il i MW, | bis Il SA, | bis llI
0® 5,00 5,00 5,00 5,00 0,00
7 4,18 4,10 4,18 4,15 0,05
14 4,24 433 4,48 4,35 0,12
21 427 4,18 3,88 4,11 0,21
33 4,10 4,00 4,00 4,03 0,06
49 4,18 3,88 3,70 3,92 0,24
68 3,40 4,00 4,00 3,80 0,35
82 3,10 3,88 3,10 3,36 0,45

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

®) bje Konzentration wurde durch Verdiinnung eingestellt.

© Die Angabe eines dekadischen Logarithmus von 2,00 entspricht dem Unterschreiten der Nachweis-

grenze.

Tab. 18: T. pyriformis in RM, Lagerung der Zellkulturflaschen bei Raumtem  peratur, drei zeitlich
unabhéangige Bestimmungen des pH-Wertes.

pH-Wert
Zeitind | Il m MW, I bislll  SA, Ibisll
0 70 70 70 7,0 0,0
7 6,0 6,0 60 6,0 0,0
14 6,0 6,0 60 6,0 0,0
21 6,0 6,0 6,0 6,0 0,0
33 6,0 6,0 6,0 6,0 0,0
49 6,0 6,0 60 6,0 0,0
68 6,0 6,0 60 6,0 0,0
82 6,0 6,0 60 6,0 0,0

XV
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Tab. 19: Daten aus den Versuchen zur Reproduzierbar  keit der E. coli K12 (K12)-Quantifizierung,

Angabe des dekadischen Logarithmus.

KbE K12/m|®

Ansatz I Il i MW, I bis Il SA, | bis llI
Tag 1

1 756 7,08 7,01 7,21 0,30
2 7,78 7,66 7,87 | 1,77 0,10
3 7,73 7,01 6,98 | 7,24 0,42
Tag 2

1 808 799 7,88 @ 7,98 0,10
2 826 7,93 791 8,03 0,19
3 790 7,99 8,00 7,96 0,06
Tag 3

1 6,98 6,66 6,54 @ 6,73 0,23
2 7,31 6,89 7,01 | 7,07 0,22
3 6,90 7,00 6,95 6,95 0,05

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

Tab. 20: Daten des Versuchsansatzes P1, Einfluss de s Reaktionsmediums (a) — Wachstumski-

netik von E. coli K12 (K12), Angabe des dekadischen Logarithmus.

KbE K12/mI®
Zeitinh | I 11 MW, | bis Ill  SA, | bis Il
0 748 7,48 7,45 7,47 0,02
1 754 756 7,48 7,52 0,04
2 746 7,48 7,51 7,48 0,02
4 750 752 751 7,51 0,01
24 750 7,49 7,48 7,49 0,01

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

XVI



Anhang

Tab. 21: Daten des Versuchsansatzes P1, Einfluss de s Reaktionsmediums (b) — Wachs-

tumskinetik von T. pyriformis (Tp), Angabe des dekadischen Logarithmus.

Tp/ml®
Zeitinh | I " MW, I —=1IIl  SA, -1l
0 518 5,18 5,18 5,18 0,00
1 514 521 5,08 514 0,07
2 522 510 5,16 5,16 0,06
4 520 5,12 5,06 @ 5,13 0,07
24 522 513 5,04 5,13 0,09

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

Tab. 22: Daten des Versuchsansatzes P2, Einfluss de r Vorkultivierung von  T. pyriformis (a) —
KbE/ml ® von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp). Vorkultivierung der Pro-

tozoen in PPYG und in Wasser, Angabe des dekadische  n Logarithmus.

Zeitinh K12 K12 K12
(7,00/ml)* (7,00/ml)* (7,00/ml)*
+ Tpin PPYG + Tp in Wasser + Wasser
(5,00/ml) (5,00/ml)

0 7,35 7,40 7,49

1 7,65 6,93 7,48

2 6,31 5,16 7,47

4 6,15 4,18 7,51

24 5,30 3,00 7,68

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
* Die Angabe entspricht den rechnerisch vorhandenen KbE/ml, nach SCHROEDL et al. (2003).
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Tab. 23: Daten des Versuchsansatzes P3, Ermittlung der optimalen Zellzahlen (a) — KbE/ml @

von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp) in unterschiedlichen Konzentratio-

nen, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Zeitinh K12 K12 K12 K12
(7,60/ml)* (7,60/ml)* (7,60/ml)* (7,60/ml)*
+Tp +Tp +Tp + Wasser
(5,60/ml) (4,60/ml) (3,60/ml)

0 7,90 8,08 8,51 8,10

2 6,16 7,00 8,23 7,83

4 4,81 5,02 7,68 8,18

8 3,90 4,71 7,13 8,00

24 5,53 5,26 5,70 7,85

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
* Die Angabe entspricht den rechnerisch vorhandenen KbE/ml, nach SCHROEDL et al. (2003).

Tab. 24: Daten des Versuchsansatzes P4, Ermittlung  der optimalen Zellzahlen (b ;) — KbE/m| @

von E. coli K12 (K12) in unterschiedlichen Konzentrationen nach Inkubation mit T. pyriformis

(Tp), Angabe des dekadischen Logarithmus ®)

Zeitinh Tp Tp Tp Tp Tp
(5,60/ml) (5,60/ml) (5,60/ml) (5,60/ml) (5,60/ml)
+ K12 + K12 + K12 + K12 + K12
(8,60/ml)y* (7,60/ml)y* (6,60/ml)y* (5,60/mly* (4,60/ml)*

0 8,66 7,29 6,48 5,62 5,22

2 7,71 5,54 4,32 3,70 4,02

4 6,73 5,41 4,08 3,65 2,00

8 6,11 4,78 4,13 2,00 2,00

® Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

®) bje Angabe eines dekadischen Logarithmus von 2,00 entspricht dem Unterschreiten der Nachweis-
grenze.

* Die Angabe entspricht den rechnerisch vorhandenen KbE/ml, nach SCHROEDL et al. (2003).
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Tab. 25: Daten des Versuchsansatzes P4, Ermittlung der optimalen Zellzahlen (b ,) — KbE/ml @)
von E. coli K12 (K12) in unterschiedlichen Konzentrationen ohne Inkubation mit T. pyriformis
(Tp), Kontrollgruppen zu b ;, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Zeitinh  Wasser Wasser Wasser Wasser Wasser
+ K12 + K12 + K12 + K12 + K12
(8,60/ml*  (7,60/ml)*  (6,60/ml)*  (5,60/ml)*  (4,60/ml)*

0 8,90 7,93 6,69 5,98 5,15

2 8,76 7,70 6,60 5,70 5,20

4 8,87 7,93 7,00 5,85 5,24

8 8,68 7,93 6,93 5,90 5,45

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
* Die Angabe entspricht den rechnerisch vorhandenen KbE/ml, nach SCHROEDL et al. (2003).

Tab. 26: Daten des Versuchsansatzes P5, Ermittlung der optimalen Zellzahlen (c) — KbE/mI @
von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp) in unterschiedlichen Konzentratio-

nen, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Zeitinh K12 K12 K12 K12
(7,00/ml)* (7,00/ml)y* (7,00/ml)* (7,00/ml)y*
+Tp +Tp +Tp + Wasser
(4,60/ml) (4,30/ml) (4,00/ml)

0 7,22 7,29 7,38 6,86

2 5,15 6,04 6,65 6,78

4 4,54 5,61 6,28 6,98

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
* Die Angabe entspricht den rechnerisch vorhandenen KbE/ml, nach SCHROEDL et al. (2003).
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Tab. 27: Daten des Versuchsansatzes P6, weitere Unt ersuchungen des Phagozytosetests (a ;) —
KbE/ml ® von E. coli K12 (K12), S. aureus, B. spp., C. albicans nach Inkubation mit T. pyriformis
(Tp) zum Zeitpunkt O h, Angabe des dekadischen Loga  rithmus.

Zeitinh: 0
Gruppen I 1l i MW, I bis Il SA, | bis Il
Tp + K12 7,11 6,46 6,68 @ 6,75 0,33
Wasser + K12 7,11 6,46 6,68 @ 6,75 0,33
Tp + S. aureus 7,79 7,89 752 7,73 0,19
Wasser + S. aureus 7,79 789 752 71,73 0,19
Tp + B. spp. 498 526 5,06 | 5,10 0,14
Wasser + B. spp. 498 526 5,06 @ 5,10 0,14
Tp + C. albicans 498 5,06 4,95 5,00 0,06
Wasser + C. albicans 4,98 5,06 4,95 5,00 0,06

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

Tab. 28: Daten des Versuchsansatzes P6, weitere Unt ersuchungen des Phagozytosetests (a ;) —
KbE/ml ® von E. coli K12 (K12), S. aureus, B. spp., C. albicans nach Inkubation mit T. pyriformis
(Tp) zum Zeitpunkt 4 h, Angabe des dekadischen Loga  rithmus.

Zeitin h: 4
Gruppen | 1] 11 MW, I bis Il SA, | bis IlI
Tp + K12 3,78 3,30 3,70 @ 3,59 0,26
Wasser + K12 6,70 6,71 7,29 | 6,90 0,34
Tp + S. aureus 588 5,70 6,28 5,95 0,30
Wasser + S. aureus 742 745 7,41 7,43 0,02
Tp + B. spp. 3,00 3,00 3,00 @ 3,00 0,00
Wasser + B. spp. 4,19 4,18 457 4,31 0,23
Tp + C. albicans 4,44 426 457 4,42 0,16
Wasser + C. albicans 4,88 458 459 | 4,68 0,17

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
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Tab. 29: Daten des Versuchsansatzes P7, weitere Unt  ersuchungen des Phagozytosetests (b ;) —

@

Wachstumskinetik  T. pyriformis (Tp)™ wahrend eines Phagozytosetests, Angabe des dekadi-

schen Logarithmus.

Tp
Zeitinh | Il 1] MW, | bis Il SA, | bis IlI
0 454 4,60 4,44 4,53 0,08
4 4,60 4,35 4,40 4,45 0,13
24 4,57 4,24 457 4,46 0,19

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

Tab. 30: Daten des Versuchsansatzes P7, weitere Unt  ersuchungen des Phagozytosetests (b 5) —
KbE/ml @ von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp), Angabe des dekadischen

Logarithmus.

Zeitin h: 4
Gruppen I 1 1 MW, | bis lll  SA, | bis llI
Tp + K12 499 4,79 5,00 4,93 0,12
Wasser + K12 7,45 7,61 7,62 7,56 0,10

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
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Tab. 31: Daten des Versuchsansatzes P8, weitere Unt ersuchungen des Phagozytosetests (c) —
KbE/ml ® von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp), unterschiedliche Ansatz-

volumina zum Zeitpunkt 4 h, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Zeitin h: 4
Gruppen (Gesamtvolumina) | I i MW, | bis Il SA, | bis IlI
Tp + K12 (1,5 ml) 3,00 3,70 3,90 @ 3,53 0,47
Tp + K12 (750 pl) 5,02 452 527 494 0,38
Tp + K12 ( 300 ul) 526 531 522 5,26 0,05
Tp + K12 ( 150 ul) 3,70 4,86 4,47 4,34 0,59
Tp + K12 (75 pl) 490 4,42 4,38 4,57 0,29
Wasser + K12 (1,5 ml) 753 7,24 754 7,44 0,17
Wasser + K12 (750 ul) 754 761 7,69 | 7,62 0,08
Wasser + K12 ( 300 ul) 768 7,69 7,50 7,62 0,11
Wasser + K12 ( 150 ul) 736 750 7,66 7,51 0,15
Wasser + K12 (75 pl) 737 731 743 1,37 0,06

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

Tab. 32: Daten des Versuchsansatzes P9, weitere Unt ersuchungen des Phagozytosetests (d) —
KbE/ml @ von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit verschiedenen sterilf iltrierten T. pyriformis

(Tp) - Kulturiiberstdnden, Angabe des dekadischen Lo  garithmus.

Gruppen Zeitinh: 4

K12 + | I 1l MW, | bis Ill  SA, I bis Il
SN 1® 6,78 6,85 6,78 6,80 0,04
SN 2© 6,60 6,35 6,79 6,58 0,22
PPYG 6,90 6,85 7,20 6,98 0,19
Wasser 7,00 6,75 6,61 6,79 0,20

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
®YSN 1 = steriffiltrierter Kulturtiberstand aus einer PPYG-Kultur

© SN 2 = sterilfiltrierter Kulturiiberstand aus einer Wasser-Kultur
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Tab. 33: Daten des Versuchsansatzes P10, Einfluss d er Kontrolimedien auf die Phagozytose
(a1) — KbE/ml @ von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp). Zugabe von E. coli
K12 nach einstundiger Vorinkubation von T. pyriformis mit Medien in verschiedenen Verdin-

nungsstufen, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Tp+ K12+ | Il 1] MW, | bis lll  SA, | bis llI
Wasser 4,08 4,04 4,15 4,09 0,06
Ni 6,62 6,54 6,40 6,52 0,11
Ni/ 2 3,85 4,10 4,22 4,06 0,19
Ni/ 10 4,06 4,35 4,15 4,19 0,15
Wasser 435 4,15 4,49 4,33 0,17
NIT 6,28 6,28 6,40 6,32 0,07
NiT/ 2 4,06 4,15 3,60 3,94 0,30
NiT/ 10 4,08 3,70 4,20 3,99 0,26

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

Tab. 34: Daten des Versuchsansatzes P10, Einfluss d er Kontrolimedien auf die Phagozytose
(az) — KbE/ml ® von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp). Zugabe von E. coli
K12 nach einstiindiger Vorinkubation von T. pyriformis mit Medien in verschiedenen Verdin-

nungsstufen, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Tp+K12+ | Il 1 MW, I bis Il SA, | bis llI
Wasser 434 429 4,32 4,32 0,03
Ni*/ 2 500 5,18 5,26 5,15 0,13
NiT*/ 2 528 4,99 5,07 5,11 0,15

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
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Tab. 35: Daten des Versuchsansatzes P10, Einfluss d er Kontrolimedien auf die Phagozytose
(az) — KbE/ml® von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit Wasser ohne Inkubatio n mit T. pyri-
formis (Tp), Kontrollgruppen zu a ;. Zugabe von E. coli K12 nach einstiindiger Vorinkubation

von Wasser mit Medien in verschiedenen Verdinnungss  tufen, Angabe des dekadischen Loga-

rithmus.

Wasser + K12 + | Il i MW, | bis Il SA, | bis llI
Wasser 7,54 7,67 7,42 7,54 0,13

Ni 745 7,78 7,82 7,68 0,20

Ni/ 2 7,38 7,28 7,60 7,42 0,16

Ni/ 10 7,48 7,54 7,44 7,49 0,05
Wasser 754 7,67 7,42 7,54 0,13

NIiT 751 7,48 7,40 7,46 0,06

NiT/ 2 7,48 7,49 7,36 7,44 0,07

NiT/ 10 7,74 756 7,57 7,62 0,10

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

Tab. 36: Daten des Versuchsansatzes P10, Einfluss d er Kontrolimedien auf die Phagozytose
(aq) — KbE/ml® von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit Wasser ohne Inkubatio n mit T. pyri-
formis (Tp), Kontrollgruppen zu a ,. Zugabe von E. coli K12 nach einstiindiger Vorinkubation

von Wasser mit Medien in verschiedenen Verdiinnungss  tufen, Angabe des dekadischen Loga-

rithmus.

Wasser + K12 + | Il 11 MW, | bis Il  SA, | bis Il
Wasser 781 7,68 7,73 7,74 0,07

Ni*/ 2 8,11 8,36 8,23 8,23 0,13

NiT*/ 2 8,36 8,27 8,32 8,32 0,05

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
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Tab. 37: Daten des Versuchsansatzes P11, Einfluss d er Kulturliberstdnde auf E. coli K12 (a) —
KbE/ml ® von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit Wasser und den Kultur ~ Gberstanden (Ansatz
TPGY). Zugabe von E. coli K12 nach einstiindiger Vorinkubation von Wasser mit den Kultur-

Uberstdnden, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Wasser + K12 + | I i MW, | bis Il SA, | bis 11l
Ni 6,86 6,78 7,05 6,90 0,14
A 700 7,03 7,48 7,17 0,27
Ni 766 766 7,19 7,50 0,27
B 766 766 7,19 7,50 0,27
Ni 6,95 698 7,16 7,03 0,11
C 7,19 6,98 7,02 7,06 0,11
Ni 763 7,88 7,92 7,81 0,16
D 722 7,78 7,73 7,58 0,31
Ni* 8,27 8,16 8,04 8,16 0,12
E 8,16 781 7,71 7,89 0,24
Ni 6,86 6,78 7,05 6,90 0,14
F 735 7,38 7,00 7,24 0,21
Ni 763 788 792 781 0,16
G 8,02 7,76 7,46 7,75 0,28
Ni 741 734 751 7,42 0,09
S 728 7,44 7,36 7,36 0,08

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
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Tab. 38: Daten des Versuchsansatzes P11, Einfluss d er Kulturiiberstande auf E. coli K12 (b) —
KbE/ml ® von E. coli K12 (K12) nach Inkubation mit Wasser und den Kultur  Gberstanden (Ansatz

TPGYT). Zugabe von E. coli K12 nach einstiindiger Vorinkubation von Wasser mit den trypsi-

nisierten Kulturiiberstdnden, Angabe des dekadischen Logarithmus.
Wasser + K12 + | Il 1l MW, | bis Il SA, | bis llI
NiT 780 7,86 7,67 7,78 0,10
AT 786 7,80 8,01 7,89 0,11
NIT 780 7,86 7,67 7,78 0,10
BT 7,38 7,64 7,76 7,59 0,19
NiT 7,48 7,95 8,33 7,92 0,43
CT 7,72 8,04 795 7,90 0,17
NIiT 7,48 7,95 8,33 7,92 0,43
DT 7,79 7,70 793 7,81 0,12
NiT* 8,27 8,15 8,29 8,24 0,08
ET 8,04 7,59 8,17 7,93 0,30
NIT 780 7,86 7,67 7,78 0,10
FT 7,84 804 7,84 7,91 0,12
NiT 7,48 7,95 8,33 7,92 0,43
GT 8,00 795 7,85 7,93 0,08
NIT 734 735 7,41 7,37 0,04
ST 713 7,22 7,33 7,23 0,10

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

Tab. 39: Daten des Versuchsansatzes E1, Entwicklung des Exozytosetests (a) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase bei pH 4,0. Reakti  onsstopp zu unterschiedlichen Zeitpunkten,

Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyri-

formis.
pH 4,0
Zeitinmin  Tp + Tp + Tp + Tp + Wasser PPYG
PPYG,2d PPYG,8d PPYG,10d Wasser, 5d
5 2084 3500 3500 3500 207 302
15 3500 3500 3500 3500 228 312
30 3500 3500 3500 3500 258 343
60 3500 3500 3500 3500 257 428

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 40: Daten des Versuchsansatzes E1, Entwicklung des Exozytosetests (b) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase bei pH 5,0. Reakti  onsstopp zu unterschiedlichen Zeitpunkten,

Angabe der mOD @, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyri-

formis.
pH 5,0
Zeitinmin  Tp+ Tp+ Tp+ Tp + Wasser PPYG
PPYG,2d PPYG,8d PPYG,10d Wasser, 5d
5 1130 3500 3500 3500 200 337
15 2333 3500 3500 3500 225 415
30 3500 3500 3500 3500 211 282
60 3500 3500 3500 3500 291 336

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 41: Daten des Versuchsansatzes E1, Entwicklung des Exozytosetests (c) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase bei pH 6,0. Reakti  onsstopp zu unterschiedlichen Zeitpunkten,

Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyri-

formis.
pH 6,0
Zeitinmin Tp + Tp + Tp + Tp + Wasser PPYG
PPYG,2d PPYG,8d PPYG,10d Wasser, 5d
5 403 1199 468 2438 201 274
15 611 1136 802 3500 136 220
30 897 1826 1433 3500 213 337
60 1348 2555 1912 3500 239 288

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.

XXVII



Anhang

Tab. 42: Daten des Versuchsansatzes E2, Reproduzier barkeit der Extinktionsmessung, Angabe
der mOD ®, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

Ansatz mOD

I 1550
Il 1585
I 1479
v 1451
\% 1602
VI 1463
MW, I-VI 1522
SA, I-VI 66

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 43: Daten des Versuchsansatzes E3, Ermittlung  des Reaktionsmediums (a ;) — Messung
der Aktivitét der sauren Phosphatase. Verdiinnungen mit dem jeweiligen Medium, Angabe der

moD®, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyriformis.

Zeitinh Tp+PPYG Verd.1:10 Verd.1:100 PPYG Verd.1:10 Verd.1:100

1 573 214 203 184 192 185
2 841 251 217 196 202 193
4 1388 302 215 206 195 180
6 2526 419 245 215 221 219

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 44: Daten des Versuchsansatzes E3, Ermittlung  des Reaktionsmediums (a ,) — Messung
der Aktivitat der sauren Phosphatase. Verdinnungen mit dem jeweiligen Medium, Angabe der
moD@, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyriformis.

Zeitinh Tp+Wasser Verd.1:10 Verd.1:100 Wasser Verd.1:10 Verd.1:100

1 635 173 152 134 130 144
2 699 200 160 155 148 143
4 786 213 151 165 142 160
6 1027 230 173 176 166 178

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 45: Daten des Versuchsansatzes E4, Ermittlung  der optimalen Zellzahl (a ;) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase, unterschiedliche T. pyriformis-Konzentrationen (Tp). Angabe

der mOD ®, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

Tp (3,70/ml)
Zeitinh | I 1 MW, | bis Ill  SA, | bis Il
0 258 236 253 249 12
3 367 365 362 365 3
5 364 331 316 337 25

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 46: Daten des Versuchsansatzes E4, Ermittlung  der optimalen Zellzahl (a ;) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase, unterschiedliche T. pyriformis-Konzentrationen (Tp). Angabe

der mOD ®, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

Tp (4,00/ml)
Zeitinh | I 1 MW, | bis Il SA, | bis Il
0 266 262 246 258 11
3 416 440 407 421 17
5 398 430 406 411 17

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 47: Daten des Versuchsansatzes E4, Ermittlung  der optimalen Zellzahl (a 3) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase, unterschiedliche T. pyriformis-Konzentrationen (Tp). Angabe

der mOD ®, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

Tp (4,70/ml)
Zeitinh | Il 1] MW, | bis Il SA, | bis Il
0 404 420 430 418 13
3 1292 1324 1286 1301 20
5 1439 1388 1384 1404 31

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 48: Daten des Versuchsansatzes E4, Ermittlung  der optimalen Zellzahl (a 4) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase, unterschiedliche T. pyriformis-Konzentrationen (Tp). Angabe

der mOD ®, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

Tp (5,18/ml)
Zeitinh | Il i MW, | bis Il SA, | bis lll
0 646 476 513 545 89
3 1860 1882 1764 1835 63
5 2137 2260 1976 2124 142

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 49: Daten des Versuchsansatzes E5, Ermittlung  der Inkubationsdauer (a ;) — Bestimmung

des Wachstumsverhaltens @

rithmus. ZZ = Zellzahl.

wahrend des Versuchsansatzes, Angabe des dekadisc  hen Loga-

ZZ/ml
Zeitinh | Il " MW, I bis Il SA, I bis llI
0 519 5,22 5,24 5,22 0,02
3 522 5,12 5,19 5,18 0,05
4 523 5,18 5,36 5,26 0,09
5 520 5,26 5,27 5,24 0,03

@ Die untere Nachweisgrenze mit der Zahlkammer betragt ca. 2,50E+03 Zellen/ml (dekadischer Loga-
rithmus = 3,40).

Tab. 50: Daten des Versuchsansatzes E5, Ermittlung der Inkubationsdauer (a ,) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase wahrend des Versuc  hsansatzes. Angabe der mOD @ gemes-

sen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

mOD
Zeitinh | Il 1] MW, I bis Il SA, | bis llI
0 879 823 978 893 78
3 2051 2157 2247 2152 98
4 2310 2348 2345 2334 21
5 2564 2591 2592 2582 16

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 51: Daten des Versuchsansatzes E6, Ermittlung der Reproduzierbarkeit des Messwertes

(a1). Angabe der mOD ®, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

mOD

Ansatz I Il 1 MW, I bis Il SA, I bis Il
Tag 1

1 2025 1969 2185 2060 112
2 2048 1892 2063 @ 2001 95
3 2100 1923 2066 2030 94
4 1941 1942 2019 1967 45
5 2093 2050 2050 @ 2064 25
6 1923 1944 2038 1968 61
Tag 2

1 1145 1221 1272 1213 64
2 1172 1119 1142 1144 27
3 1211 1243 1291 1248 40
4 1289 1343 1204 1279 70
5 1134 1165 1154 1151 16
6 1280 1363 1248 1297 59
Tag 3

1 2139 2242 2134 2172 61
2 2097 2136 2187 2140 45
3 2238 2287 2140 2222 75
4 2214 2205 2159 2193 30
5 2185 2268 2138 2197 66
6 2240 2334 2118 2231 108

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Tab. 52: Daten des Versuchsansatzes E6, Ermittlung der Reproduzierbarkeit des Messwertes

(a,). Medienleerkontrollen zu a ;. Angabe der mOD @

filter bei 620 nm.

, gemessen bei 405 nm und einem Referenz-

mOD
Ansatz I Il i MW, I bis Il SA, | bis llI
Tag 1
1 223 210 244 @ 226 17
2 256 234 240 243 11
3 255 210 232 232 23
4 243 252 239 245
5 241 250 255 249
6 225 241 219 228 11
Tag 2
1 255 234 251 @ 247 11
2 227 229 219 225 5
3 241 254 248 248
4 247 239 217 234 16
5 244 231 242 239
6 251 252 246 250 3
Tag 3
1 238 231 245 238 7
2 241 234 242 239 4
3 239 231 242 237 6
4 236 240 249 242 7
5 251 239 241 244 6

6 241 236 230 @ 236 6

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 53: Daten des Versuchsansatzes E7, Optimierung  des Exozytosetests (a ;) — Bestimmung

der Aktivitat der sauren Phosphatase mittels Steril filtration (SF). Angabe der mOD @ gemessen

bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyriformis.
SF

Gruppe I I " MW, I bis Il SA, I bis llI

Tp + Medium 1997 1853 2003 1951 85

Medium 208 210 225 214 9

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 54: Daten des Versuchsansatzes E7, Optimierung des Exozytosetests (a ;) — Bestimmung

der Aktivitat der sauren Phosphatase mittels Saurei  mmobilisation (SI). Angabe der mOD @,

gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 62 0 nm. Tp = T. pyriformis.

SI
Gruppe I I i MW, I bis Il SA, | bis llI
Tp + Medium 1945 1826 1542 1771 207
Medium 242 227 251 240 12

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 55: Daten des Versuchsansatzes E8, Optimierung  des Exozytosetests (b) — Messung der

(

Aktivitat der sauren Phosphatase, unterschiedliche Ansatzvolumina. Angabe der mOD a) ge-

messen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyriformis.

Gruppe (Gesamtvolumen) | Il 1] MW, I bis Il SA, | bis IlI
Tp + Medium (750 ul) 2192 2500 2235 2309 167

Tp + Medium (300 ul) 1303 1523 1272 1366 137

Tp + Medium (150 ul) 2255 2340 2086 2227 129

Tp + Medium (105 pl) 2438 2322 2275 2345 84
Medium (750 ul) 223 234 236 231 7

Medium (300 ul) 245 217 232 231 14
Medium (150 ul) 232 224 241 232 9

Medium (105 pl) 226 231 239 232

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 56: Daten des Versuchsansatzes E9, Optimierung  des Exozytosetests (c) — Messung der
Aktivitat der sauren Phosphatase, unterschiedliche Verhéltnisse der Ansatze zum SPP. Angabe

der mOD @, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm. Tp = T. pyriformis.

Gruppe I Il 1l MW, | bis lll  SA, I bis llI
Tp + Medium, 1:4 2125 2111 1927 2054 110

Tp + Medium, 1:4,29 2142 2042 2006 2063 70
Medium, 1:4 221 230 233 228 6

Medium, 1:4,29 227 219 215 220 6

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 57: Daten des Versuchsansatzes E10, weitere Un tersuchungen des Exozytosetests (a ) —

Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase nach Z  ugabe von Medien in verschiedenen

(

Verdiinnungsstufen. Angabe der mOD 3 gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei

620 nm. Tp = T. pyriformis.

Tp + PPYG + | I 1l MW, | bis Il SA, | bis llI
PPYG 2310 2054 2245 2203 133

Ni 2447 2384 2181 2337 139

Ni/ 2 2213 2523 2772 2503 280

Ni/ 10 2558 2384 2524 2489 92

PPYG 2310 2054 2245 2203 133

NIiT 2092 2534 2382 2336 225

NiT/ 2 2436 2453 2493 2461 29

NiT/ 10 2270 2349 2644 2421 197

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 58: Daten des Versuchsansatzes E10, weitere Un tersuchungen des Exozytosetests (a ) —

Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase nach Z  ugabe von Medien in verschiedenen

(

Verdiinnungsstufen. Angabe der mOD 3 gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei

620 nm. Tp = T. pyriformis.

Tp + PPYG + | Il 1l MW, | bis Il SA, | bis 11l
PPYG 1118 1233 930 1094 153

Ni*/ 2 989 1030 889 969 73

NiT*/ 2 821 1014 831 889 109

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 59: Daten des Versuchsansatzes E10, weitere Un tersuchungen des Exozytosetests (a 3) —
Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase nach Z  ugabe von Medien in verschiedenen
Verdiinnungsstufen, Mediumleerkontrollen zu E10 (a ;). Angabe der mOD @ gemessen bei 405

nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

PPYG + PPYG + | I i MW, | bis Il SA, I bis llI
PPYG 247 248 255 250 4

Ni 536 554 526 539 14

Ni/ 2 442 451 417 437 18

Ni/ 10 281 287 323 297 23

PPYG 247 248 255 250 4

NIiT 452 555 516 508 52

NiT/ 2 418 366 372 385 28

NiT/ 10 252 304 287 281 27

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 60: Daten des Versuchsansatzes E10, weitere Un tersuchungen des Exozytosetests (a 4) —
Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase nach Z  ugabe von Medien in verschiedenen
Verdiinnungsstufen, Mediumleerkontrollen zu E10 (a ;). Angabe der mOD @ gemessen bei 405

nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

PPYG + PPYG + | Il I MW, |- [l SA, I -1l
PPYG 185 191 208 195 12

Ni*/ 2 247 255 236 246 10

NiT*/ 2 236 240 238 238 2

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Tab. 61: Daten des Versuchsansatzes Al, Untersuchun  gen der Aktivitat der sauren Phosphata-
se, Aktivitatsverlauf (a 1) — Messung des Verlaufs der Aktivitat der sauren P hosphatase in einem
enzymhaltigen Ansatz (EnzA) bei 4€ (Lagerung im K hlschrank). Angabe der mOD @ gemes-

sen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

EnzA + Medium

Zeitinh | Il 1] MW, | bis lll  SA, | bis llI
0 1847 1965 1892 1901 60
5 1936 1913 1807 1885 69
24 1637 1707 1689 1678 36
Medium
Zeitinh | Il i MW, | bis lll  SA, | bis IlI
0 234 231 227 231 4
5 240 218 213 224 14
24 220 230 227 226 5

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.

Tab. 62: Daten des Versuchsansatzes Al, Untersuchun  gen der Aktivitat der sauren Phosphata-
se, Aktivitatsverlauf (a ,) — Messung des Verlaufs der Aktivitat der sauren P hosphatase in einem

)

) ge_

(a

enzymhaltigen Ansatz (EnzA) bei 28€. (Lagerung im Brutschrank). Angabe der mOD

messen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

EnzA + Medium

Zeitinh | Il 1] MW, | bis lll  SA, | bis llI
0 1845 1965 1892 1901 60

5 1910 1910 1914 1911 2

24 1424 1655 1645 1575 131

Medium

Zeitinh | Il i MW, | bis lll  SA, | bis IlI
0 234 231 227 231 4

5 231 224 218 224 7

24 225 234 210 223 12

® Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich
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Tab. 63: Daten des Versuchsansatzes A2, Untersuchun  gen der Aktivitat der sauren Phosphata-
se, Einfluss der Kulturiiberstdnde auf den Aktivitat sverlaufes (b ;) — Einfluss der Kulturiiber-
stande (TPGY-Ansatz) auf die Aktivitat der sauren P hosphatase in einem enzymhaltigen Ansatz

(EnzA). Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

EnzA +

PPYG + | Il 1 MW, | bis Il SA, | bis IlI
Ni 1901 1911 1853 1888 31
A 1701 1832 1760 1764 66
Ni 1901 1911 1853 1888 31
B 1817 1741 1776 1778 38
Ni 1751 1774 1812 1779 31
C 1744 1775 1765 1761 16
Ni 1751 1774 1812 1779 31
D 1766 1775 1845 1795 43
Ni* 1842 1925 1948 1905 56
E 1894 1845 1958 1899 57
Ni 1490 1487 1431 1469 33
F 1343 1347 1349 1346 3
Ni 1751 1774 1812 1779 31
G 1920 1737 1735 1797 106
Ni 1638 1706 1636 1660 40
S 1635 1643 1590 1623 29

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Tab. 64: Daten des Versuchsansatzes A2, Untersuchun  gen der Aktivitat der sauren Phosphata-
se, Einfluss der Kulturiiberstdnde auf den Aktivitat sverlaufes (b ,) — Einfluss der Kulturiiber-
stande (TPGY-Ansatz) auf die Aktivitat der sauren P hosphatase in einem enzymhaltigen Ansatz
(EnzA), Mediumleerkontrollen zu b ;. Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm und einem Refe-

renzfilter bei 620 nm.

PPYG +

PPYG + | Il 1] MW, | bis Il SA, | bis 11l
Ni 339 344 378 354 21
A 242 252 253 249 6
Ni 339 344 378 354 21
B 262 268 318 283 31
Ni 331 325 305 320 14
C 288 288 317 298 17
Ni 331 325 305 320 14
D 310 346 341 332 20
Ni* 2905 297 305 299

E 295 303 306 301

Ni 392 406 404 401

F 277 281 295 284

Ni 331 325 305 320 14
G 326 334 356 339 16
Ni 270 290 279 280 10
S 247 263 273 261 13

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Anhang

Tab. 65: Daten des Versuchsansatzes A2, Untersuchun  gen der Aktivitat der sauren Phosphata-
se, Einfluss der Kulturiiberstdnde auf den Aktivitat sverlaufes (b 3) — Einfluss der Kulturiiber-
stinde (TPGYT-Ansatz) auf die Aktivitdt der sauren Phosphatase in einem enzymhaltigen

Ansatz (EnzA). Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

EnzA +

PPYG + | Il 1 MW, | bis Il SA, | bis IlI
NIiT 1312 1280 1268 1287 23
AT 1439 1390 1324 1384 58
NIiT 1312 1280 1268 1287 23
BT 1375 1340 1350 1355 18
NIT 1917 1867 1824 1869 47
CT 1861 1808 1879 1849 37
NIT 1917 1867 1824 1869 47
DT 1758 1896 1828 1827 69
NiT” 2039 2179 1974 2064 105
ET 2052 2041 2223 2105 102
NIiT 2124 2282 2310 2239 100
FT 2510 2385 2204 2366 154
NIiT 2315 2168 2169 2217 85
GT 2160 2283 2597 2347 225
NIiT 2039 2179 1974 2064 105
ST 2110 2088 1938 2045 94

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Anhang

Tab. 66: Daten des Versuchsansatzes A2, Untersuchun  gen der Aktivitat der sauren Phosphata-

se, Einfluss der Kulturiiberstande auf den Aktivitat

sverlaufes (b 4) — Einfluss der Kulturiiber-

stinde (TPGYT-Ansatz) auf die Aktivitdt der sauren Phosphatase in einem enzymhaltigen

Ansatz (EnzA), Mediumleerkontrollen zu b

nem Referenzfilter bei 620 nm.

3. Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm und ei-

PPYG +

PPYG + | Il 1] MW, | bis Il SA, | bis 11l
NIT 228 246 208 227 19
AT 348 363 348 353 9
NIT 228 246 208 227 19
BT 321 315 308 315 7
NIT 335 357 324 339 17
CT 325 359 340 341 17
NIiT 335 357 324 339 17
DT 308 304 281 298 15
NiT* 249 250 245 248

ET 246 245 248 246

NIT 211 222 201 211 11
FT 294 300 290 295

NIiT 321 334 325 327

GT 319 301 304 308 10
NIT 249 250 245 248 3
ST 243 240 238 240 3

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Anhang

Tab. 67: Daten des Versuchsansatzes S1, Untersuchun

eines Phagozytoseversuches. Angabe der relativen EL

im Laufe des Einsatzes im ELISA wurden bereits beri

den Konzentrationen im Phagozytoseversuch.

gen zur Stabilitat der BoNTs wéahrend
ISA-Einheiten (REE). Die Verdinnungen

cksichtigt. Die Daten entsprechen somit

Ansatz I Il 1] MW, | bis Il SA, | bis IlI
Uberstand A + T.pyriformis,0h 5,35 5,84 6,97 6,05 0,83
Uberstand A + T.pyriformis, 1 h 4,40 5,35 5,06 4,94 0,49
Uberstand A + T.pyriformis, 5 h 2,27 2,68 2,73 2,56 0,25
Uberstand A, 0 h 5,06 6,03 5,39 5,49 0,49
Uberstand A, 1 h 4,72 4,68 3,72 4,37 0,57
Uberstand A, 5 h 2,68 2,59 2,40 2,56 0,14
Uberstand AT + T.pyriformis,0h 6,03 5,39 7,16 6,19 0,90
Uberstand AT + T.pyriformis, 1 h 4,36 3,72 3,41 3,83 0,48
Uberstand AT + T.pyriformis, 5h 3,73 2,15 2,54 2,81 0,82
Uberstand AT, O h 6,39 5,93 6,71 6,34 0,39
Uberstand AT, 1 h 4,72 4,86 3,24 4,27 0,90
Uberstand AT, 5 h 2,15 2,04 2,67 2,29 0,34

Tab. 68: Daten des Versuchsansatzes S1, Untersuchun

eines Exozytoseversuches. Angabe der relativen ELIS

Laufe des Einsatzes im ELISA wurden bereits beriicks

Konzentrationen im Exozytoseversuch.

gen zur Stabilitdét der BoNTs wéahrend

Ansatz I Il 1 MW, | bis Il SA, | bis IlI
Uberstand A + T.pyriformis, 0 h 3,76 3,28 3,50 3,51 0,24
Uberstand A + T.pyriformis, 1 h 3,72 3,29 3,54 3,52 0,22
Uberstand A + T.pyriformis, 5h 3,24 2,87 3,73 3,28 0,42
Uberstand A, O h 3,48 3,39 4,03 3,63 0,35
Uberstand A, 1 h 3,74 3,35 2,76 3,28 0,49
Uberstand A, 5 h 2,68 2,59 3,24 284 0,35
Uberstand AT + T.pyriformis, 0 h 4,36 3,67 3,04 3,69 0,66
Uberstand AT + T.pyriformis, 1 h 2,67 3,72 3,41 3,27 0,54
Uberstand AT + T.pyriformis, 5h 3,73 2,15 2,54 2,81 0,82
Uberstand AT, O h 3,28 3,72 4,39 3,80 0,56
Uberstand AT, 1 h 3,41 4,36 2,554 3,44 0,91
Uberstand AT, 5 h 2,15 2,04 2,67 2,29 0,34

A-Einheiten (REE). Die Verdunnungen im

ichtigt. Die Daten entsprechen somit den

XLI



Anhang

Tab. 69: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de

Phagozytoseversuch (a) — KbE/ml ©

r neurotoxinhaltigen Kulturiberstande,

von E. coli K12 nach Inkubation mit  T. pyriformis (Tp). Zu-

gabe von E. coli K12 (K12) nach einstlindiger Vorinkubation von T. pyriformis mit den Kultur-

Uberstdnden (TPGY-Ansatz), Angabe des dekadischen L  ogarithmus.

Gruppen Tag 1 Tag 2 Tag 3

Tp+ K12+ | I [l I Il i I Il i
Ni 451 468 450 437 4,08 4,08 4,24 461 4,47
A 430 436 4,46 4,08 437 4,29 4,77 4,40 4,34
Ni 456 4,23 4,32 4,37 4,08 4,08 4,24 461 4,47
B 456 4,67 461 4,38 435 427 436 450 4,55
Ni 4,63 451 449 461 456 480 526 4,64 5,06
C 470 468 4,41 5,08 515 456 4,68 4,89 4,70
Ni 4,44 400 4,13 461 456 480 526 4,64 5,06
D 450 4,43 429 459 454 436 511 522 4,56
Ni* 504 535 537 538 456 490 518 569 564
E 747 791 798 7,20 720 739 756 7,31 7,61
Ni 451 468 450 456 4,23 432 4,24 461 4,47
F 455 448 457 4,49 4,62 484 4,33 468 451
Ni 444 400 4,13 461 456 480 5,26 464 5,06
G 463 430 4,20 500 556 534 578 535 527
Ni 4,49 462 464 4,45 4,71 454 528 455 5,08
S 493 491 488 490 5,20 5,62 5,24 528 519

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-

scher Logarithmus = 3,00).
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Anhang

Tab. 70: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de r neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande,
Phagozytoseversuch (b) — KbE/ml @ von E. coli K12 nach Inkubation mit T. pyriformis (Tp). Zu-
gabe von E. coli K12 (K12) nach einstundiger Vorinkubation von T. pyriformis mit den Kultur-

Uberstdnden (TPGYT-Ansatz), Angabe des dekadischen  Logarithmus.

Gruppen Tag 1 Tag 2 Tag 3

Tp+ K12+ | Il 1] I Il 1] I Il 1]
NIiT 454 436 4,40 439 438 422 4,63 4,63 4,77
AT 427 4,28 4,41 526 454 485 524 530 4,70
NIiT 454 436 4,40 439 438 422 463 4,63 4,77
BT 439 457 461 453 428 457 485 486 4,65
NIT 456 4,34 491 485 4,74 4,60 4,45 430 4,71
CT 430 4,49 459 471 483 460 498 506 4,43
NiT 456 4,34 491 485 474 460 4,45 430 4,71
DT 4,11 427 435 430 516 4,71 482 520 4,86
NiT* 481 4,72 459 408 350 395 489 472 438
ET 6,90 7,04 700 7,26 7,23 723 6,72 6,85 7,04
NiT 454 436 440 439 438 422 463 4,63 4,77
FT 451 462 453 451 456 440 438 4,85 4,56
NIiT 456 4,34 491 485 4,74 460 445 430 4,71
GT 404 440 398 451 4,73 427 486 509 4,66
NIiT 448 457 496 452 493 551 555 548 491
ST 466 484 498 436 4,16 457 490 4,69 5,02

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).
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Anhang

Tab. 71: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de r neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande,
Phagozytoseversuch mit den detoxifizierten Kulturib  erstanden (c) — KbE/ml ® von E. coli K12
(K12) nach Inkubation mit T. pyriformis (Tp). Zugabe von E. coli K12 nach einstindiger Vorin-
kubation von T. pyriformis mit den unbehandelten (u) und erhitzten bzw. detox ifizierten (e) Kul-

turiiberstanden, Angabe des dekadischen Logarithmus.

Gruppen Tag 1 Tag 2 Tag 3

Tp+ K12+ | Il " I I 1 I I "
Ni*(u) 504 535 537 538 456 490 5,18 5,69 5,64
E(u) 747 791 798 7,20 720 7,39 756 7,31 7,61
Ni*(e) 483 562 515 482 442 438 511 5,67 5,80
E(e) 740 747 724 741 7,26 7,11 7,66 7,83 7,76
NiT*(u) 481 4,72 459 4,08 395 395 489 4,72 4,38
ET(u) 6,90 7,04 700 7,26 723 7,23 6,72 6,85 7,04
NiT*(e) 462 4,41 4,16 4,40 4,41 4,34 430 4,27 4,18
ET(e) 746 7,19 7,15 6,16 6,33 6,66 7,20 7,46 7,43

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-
scher Logarithmus = 3,00).

Tab. 72: Ergebnisse der Proteinmessungen (Angabe de  r vom Messgerat ermittelten Werte) und

pH-Werte in den Kulturansatzen.

Proteingehalt in mg/ml pH-Wert
Abkirzung | Il 1 MW, | bis Il  SA, | bis lll
Ni* 443 354 50,3 433 7,5 6,5
NiT* 49,9 48,2 39,3 458 57 6,5
E 109,5 105,8 855 100,3 12,9 55
ET 152,3 135,0 148,55 1453 9,1 55
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Anhang

Tab. 73: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de

Phagozytoseversuch mit den verdiinnten Kulturiibersta

(K12) nach Inkubation mit

r neurotoxinhaltigen Kulturiberstande,
nden (d) — KbE/ml @ von E. coli K12

T. pyriformis (Tp). Zugabe von E. coli K12 nach einstiindiger Vorin-

kubation von T. pyriformis mit den unbehandelten (u) und verdiinnten neurotoxi nhaltigen (v)

Kulturiibersténden, Angabe des dekadischen Logarithm us.

Gruppen Tag 1 Tag 2 Tag 3

Tp+ K12+ | Il i [ Il i [ Il i
Ni* 504 535 537 538 456 490 5,18 5,69 5,64
E(u) 747 791 798 7,20 7,20 739 756 7,31 7,61
Ni* 4,04 3,85 4,18 4,98 452 475 565 551 5,66
E(v) 500 431 4,78 5,16 5,04 436 552 5,36 5,24
NiT* 481 4,72 459 4,08 395 395 489 4,72 4,38
ET(u) 6,90 7,04 7,00 7,26 7,23 7,23 6,72 6,85 7,04
NiT” 4,48 481 485 4,29 431 4,11 552 445 5,29
ET(V) 4,00 430 4,89 4,36 4,79 488 453 496 4,39

@ Die untere Nachweisgrenze bei der Bestimmung der KbE/ml betragt ca. 1,00E+03 KbE/ml (dekadi-

scher Logarithmus = 3,00).
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Anhang

Tab. 74: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de

Exozytoseversuche (a ;) — Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase na

r neurotoxinhaltigen Kulturiberstande,

ch Zugabe der Kul-

turiiberstande (TPGY-Ansatz). Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm und einem Referenz-

filter bei 620 nm. Tp = T. pyriformis.

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

Tp +

PPYG + | Il 1 I Il 1] I Il 1]

Ni 2461 2330 2554 2726 2753 2606 813 809 796
A 2114 2070 2124 2103 2139 2165 735 759 797
Ni 2461 2330 2554 2726 2753 2606 813 809 796
B 2153 2324 2148 2473 2418 2356 727 738 750
Ni 873 854 824 2412 2468 2491 2546 2340 2606
C 961 1012 964 2664 2601 2544 2174 2813 2748
Ni 2412 2468 2491 2692 2812 2622 873 854 824
D 2503 2725 2671 3198 3324 3394 849 896 889
Ni* 1200 1277 1121 1326 1233 1190 949 934 1011
E 1192 1383 1342 1024 1040 1098 855 806 737
Ni 2567 2779 2705 2726 2753 2606 813 809 796
F 2850 2822 2683 2135 1970 1991 840 825 835
Ni 2468 2513 2622 2692 2812 2622 873 854 824
G 2619 2592 2652 2456 2494 2569 912 928 982
Ni 2438 2305 2477 2673 2857 2859 853 885 834
S 2529 2368 2447 2674 2743 2666 769 762 778

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.

XLVI



Anhang

Tab. 75: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de
Exozytoseversuche (a ,) — Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase na

turiiberstande (TPGY-Ansatz), Mediumleerkontrollen z

405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

r neurotoxinhaltigen Kulturiberstande,

ch Zugabe der Kul-

u a;. Angabe der mOD @, gemessen bei

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

PPYG +

PPYG + | Il 1 I Il 1 I Il 1
Ni 416 425 402 307 296 269 290 283 285
A 344 354 346 183 293 305 301 304 302
Ni 416 425 402 307 296 269 290 283 285
B 353 377 344 275 279 293 294 308 295
Ni 380 386 375 367 353 331 329 343 323
C 400 396 399 363 333 324 367 361 373
Ni 367 353 331 361 331 378 380 386 375
D 322 321 313 450 346 384 345 350 340
Ni* 253 252 240 265 269 250 276 284 265
E 261 282 280 262 260 257 275 272 267
Ni 416 425 402 307 296 269 290 283 285
F 422 379 357 304 322 324 341 299 367
Ni 346 387 365 361 331 378 380 386 375
G 345 387 366 370 351 423 403 386 409
Ni 257 283 281 175 269 281 308 298 320
S 271 281 266 273 260 264 309 312 302

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Anhang

Tab. 76: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de

Exozytoseversuche (a 3) — Messung der Aktivitdt der sauren Phosphatase na
turiberstande (TPGYT-Ansatz). Angabe der mOD

filter bei 620 nm. Tp = T. pyriformis.

(

r neurotoxinhaltigen Kulturiberstande,

ch Zugabe der Kul-

3 gemessen bei 405 nm und einem Referenz-

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

Tp +

PPYG + | Il 1 I Il 1] I Il 1
NIiT 2680 2609 2727 2829 2448 2372 1280 1175 1072
AT 2883 2580 2504 1870 1881 2107 1047 1041 1058
NIT 2680 2609 2727 2829 2448 2372 1280 1175 1072
BT 2510 2430 2522 2240 2429 2392 1137 1124 1082
NIiT 2763 2753 2562 2557 2377 2099 1139 1167 1069
CT 2887 2570 2849 1980 1867 2415 1255 1255 1243
NIiT 1633 1864 2095 2393 2401 2271 1139 1167 1069
DT 1914 1716 1826 2463 2087 2291 1150 1228 1191
NiT? 880 866 1132 891 859 819 1013 834 738
ET 716 711 688 653 657 669 719 714 559
NIT 2674 2555 2661 2829 2448 2372 1280 1175 1072
FT 2855 2856 2860 2395 2244 2368 1141 1072 1135
NIiT 2763 2753 2562 2557 2377 2099 1139 1167 1069
GT 2808 2590 2826 1596 1688 1805 1274 1270 1157
NIiT 2810 3308 3094 2759 2763 2861 1091 1148 1049
ST 2672 2672 2764 2118 2237 2501 1063 1132 1025

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Anhang

Tab. 77: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de
Exozytoseversuche (a 4) — Messung der Aktivitat der sauren Phosphatase na

turiberstande (TPGYT-Ansatz), Mediumleerkontrollen

405 nm und einem Referenzfilter bei 620 nm.

r neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande,

ch Zugabe der Kul-

zu az. Angabe der mOD @, gemessen bei

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

PPYG +

PPYG + | Il 1 I Il 1 I Il 1
NIiT 464 512 516 327 391 367 380 378 390
AT 422 369 388 303 309 319 336 337 356
NIT 464 512 516 327 391 367 380 378 390
BT 371 375 384 384 384 367 388 390 372
NIiT 344 341 333 422 357 376 355 342 328
CT 313 358 347 411 360 371 379 378 400
NIiT 359 350 349 337 339 318 355 342 328
DT 319 351 376 323 309 321 316 321 325
NiT? 205 213 218 225 224 218 258 264 259
ET 221 228 215 221 242 235 258 274 271
NIT 464 512 516 327 391 367 380 378 390
FT 296 303 323 330 338 316 338 337 336
NIiT 344 341 333 422 357 376 355 342 328
GT 351 325 334 283 319 341 343 355 335
NIiT 306 302 336 265 254 248 284 295 264
ST 330 314 263 258 269 265 308 305 293

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.
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Anhang

Tab. 78: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de r neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande,
Exozytoseversuche mit den detoxifizierten Kulturibe rstanden (b ;) — Messung der Aktivitat der
sauren Phosphatase nach Zugabe der unbehandelten (u ) und der erhitzten bzw. detoxifizierten
(e) Kulturiiberstdnde. Angabe der mOD @, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei

620 nm. Tp = T. pyriformis.

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

Tp +

PPYG + | I i I I 1 | Il "
NiT"(u)y 880 866 1132 891 859 819 1013 834 738
ET (u) 716 711 688 653 657 669 719 714 559
NiT*(e) 1369 1233 912 887 906 942 1261 1229 1213
ET (e) 811 758 727 698 612 635 1085 942 1044

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.

Tab. 79: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de r neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande,
Exozytoseversuche mit den detoxifizierten Kulturiibe rstanden (b ,) — Messung der Aktivitat der
sauren Phosphatase nach Zugabe der unbehandelten (u ) und der erhitzten bzw. detoxifizierten
(e) Kulturiberstande, Mediumleerkontrollen zu b ;. Angabe der mOD @ gemessen bei 405 nm

und einem Referenzfilter bei 620 nm.

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

PPYG +

PPYG + | I I I Il 1 | Il "
NiT*(u) 205 213 218 225 224 218 258 264 259
ET (u) 221 228 215 221 242 235 258 274 271
NiT"(e) 199 205 206 233 250 240 229 243 237
ET (e) 209 203 206 260 236 234 257 274 265

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.




Anhang

Tab. 80: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de r neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande,
Exozytoseversuche mit den verdiinnten Kulturiiberstan den (c;) — Messung der Aktivitat der
sauren Phosphatase nach Zugabe der unbehandelten (u ) und verdiinnten neurotoxinhaltigen
(v) Kulturiberstande. Angabe der mOD @, gemessen bei 405 nm und einem Referenzfilter bei

620 nm. Tp = T. pyriformis.

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

Tp +

PPYG + | Il " I 1 " I I 1
NiT” 880 866 1132 891 859 819 1013 834 738
ET (u) 716 711 688 653 657 669 719 714 559
NiT" 1141 1019 1221 1326 1233 1190 1149 1242 1344

ET (v) 1175 1238 1380 729 945 1183 1362 1158 1077

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 mdglich.

Tab. 81: Daten des Versuchsansatzes zum Einfluss de r neurotoxinhaltigen Kulturiiberstande,
Exozytoseversuche mit den verdinnten Kulturiiberstan den (c,) — Messung der Aktivitat der
sauren Phosphatase nach Zugabe der unbehandelten (u ) und verdiinnten neurotoxinhaltigen
(v) Kulturlberstanden. Angabe der mOD @ Mediumleerkontrollen zu ¢ 1, gemessen bei 405 nm

und einem ReferenZzfilter bei 620 nm).

Gruppen Tagl Tag 2 Tag 3

PPYG +

PPYG + | Il " | I " I I i
NiT* 205 213 218 225 224 218 258 264 259
ET (u) 221 228 215 221 242 235 258 274 271
NiT* 251 258 291 265 269 250 233 252 234

ET (v) 201 213 227 225 222 234 242 204 204

@ Die Messung der mOD ist bis zu einem Maximalwert von 3.500 méglich.
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Anhang

Tab. 82: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu  ss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstan-

de, Phagozytoseversuche (a), TPGY-Ansatz, Unterschi ede zwischen Kontroll- und Versuchs-

gruppe @.

KG Tag n MW  SA VG Tag n MW SA p
Ni 1 9 0,00 0,12 A 1 9 -0,19 0,11 0,004*
2 9 0,00 0,21 2 9 0,07 0,19 0,468
3 9 0,00 0,23 3 9 0,06 0,26 0,590
Ni 1 9 0,00 0,21 B 1 9 0,24 0,16 0,013*
2 9 0,00 0,21 2 9 0,16 0,15 0,085
3 9 0,00 0,23 3 9 0,03 0,18 0,763
Ni 1 9 0,00 0,09 C 1 9 0,05 0,15 0,388
2 9 0,00 0,16 2 9 0,27 0,30 0,032*
3 9 0,00 0,39 3 9 -023 0,29 0,174
Ni 1 9 0,00 0,28 D 1 9 0,22 0,22 0,083
2 9 0,00 0,16 2 9 -0,16 0,15 0,042*
3 9 0,00 0,39 3 9 -0,02 0,41 0,903
Ni* 1 9 0,00 0,23 E 1 9 2,53 0,29 <0,001*
2 9 0,00 0,50 2 9 2,32 0,37 <0,001*
3 9 0,00 0,34 3 9 1,99 0,28 <0,001*
Ni 1 9 0,00 0,12 F 1 9 -0,03 0,10 0,575
2 9 0,00 0,21 2 9 0,28 0,21 0,012*
3 9 0,00 0,23 3 9 0,07 0,22 0,539
Ni 1 9 0,00 0,28 G 1 9 0,19 0,28 0,171
2 9 0,00 0,16 2 9 0,64 0,27 <0,001*
3 9 0,00 0,39 3 9 0,48 0,36 0,015*
Ni 1 9 0,00 0,10 S 1 9 0,32 0,07 <0,001*
2 9 0,00 0,16 2 9 0,67 0,33 <0,001*
3 9 0,00 0,46 3 9 0,27 0,33 0,178

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen
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Anhang

Tab. 83: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu

ss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstéan-

de, Phagozytoseversuche (b), TPGYT-Ansatz, Untersch

iede zwischen Kontroll- und Versuchs-

gruppe @.
KG Tag n MW  SA VG Tag n MW SA p
NIiT 1 9 0,00 0,12 AT 1 9 -0,11 0,21 0,046*
2 9 0,00 0,12 2 9 0,55 0,32 0,001*
3 9 0,00 0,10 3 9 0,40 0,29 0,003*
NIiT 1 9 0,00 0,22 BT 1 9 0,09 0,13 0,141
2 9 0,00 0,12 2 9 0,13 0,16 0,066
3 9 0,00 0,10 3 9 0,11 0,12 0,054
NiT 1 9 0,00 035 CT 1 9 -0,24 0,28 0,353
2 9 0,00 0,15 2 9 -0,02 0,15 0,817
3 9 0,00 0,25 3 9 0,34 0,35 0,032*
NIiT 1 9 0,00 0,35 DT 1 9 -0,36 0,27 0,027*
2 9 0,00 0,15 2 9 -0,01 0,39 0,963
3 9 0,00 0,25 3 9 0,47 0,25 0,001*
NiT* 1 9 0,00 0,24 ET 1 9 2,27 0,11 <0,001*
2 9 0,00 0,37 2 9 3,40 0,26 <0,001*
3 9 0,00 0,32 3 9 2,21 0,26 < 0,001*
NIiT 1 9 0,00 0,12 FT 1 9 0,12 0,10 0,029*
2 9 0,00 0,12 2 9 0,16 0,11  0,008*
3 9 0,00 0,10 3 9 -0,08 0,22 0,336
NiT 1 9 0,00 0,35 GT 1 9 -0,46 0,32 0,010*
2 9 0,00 0,15 2 9 -0,23 0,23 0,025*
3 9 0,00 0,25 3 9 0,38 0,26  0,006*
NIiT 1 9 0,00 0,31 ST 1 9 0,16 0,26 0,265
2 9 0,00 0,61 2 9 -0,62 0,47 0,027*
3 9 0,00 0,43 3 9 -0,44 0,34 0,027*

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen

LI



Anhang

Tab. 84: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu

de, Phagozytoseversuche mit den detoxifizierten Kul

und (e) = erhitzte bzw. detoxifizierte Kulturiberst

a)

ss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstéan-
turiiberstanden (c). (u) = unbehandelte

ande, Unterschiede zwischen Kontroll- und

Versuchsgruppe @

KG Tag n MW  SA VG Tag n MW  SA p

Ni* (u) 1 9 0,00 0,23 E(u) 1 9 2,53 0,29 <0,001*
2 9 0,00 0,50 2 9 2,32 0,37 <0,001*
3 9 0,00 0,34 3 9 199 0,28 <0,001*

Ni* (e) 1 9 0,00 0,23 E(e) 1 9 2,12 0,19 <0,001*
2 9 0,00 0,30 2 9 2,72 0,25 <0,001*
3 9 0,00 0,45 3 9 2,22 0,33 <0,001*

NiT" (u) 1 9 0,00 0,14 ET (u) 1 9 2,27 0,11 <0,001*
2 9 0,00 0,09 2 9 3,25 0,07 <0,001*
3 9 0,00 0,32 3 9 2,21 0,26 <0,001*

NiT" (e) 1 9 0,00 0,28 ET (e) 1 9 2,87 0,25 <0,001*
2 9 0,00 0,05 2 9 2,00 0,22 <0,001*
3 9 0,00 0,08 3 9 3,11 0,13 <0,001*

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen

LIV



Anhang

Tab. 85: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu
de, Phagozytoseversuch mit den verdinnten Kulturiibe

= verdinnte Kulturiberstande, Unterschiede zwischen

ss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstéan-

rstanden (d). (u) = unverdinnte und (v)

Kontroll- und Versuchsgruppe

@

KG Tag n MW SA VG Tag n MW SA p
Ni* (u) 1 9 0,00 0,23 E(u) 1 9 253 0,29 <0,001*
2 9 0,00 0,50 2 9 2,32 0,37 <0,001*
3 9 0,00 0,34 3 9 199 0,28 <0,001*
Ni* (v) 1 9 0,00 0,20 E(v) 1 9 0,67 0,34 <0,001*
2 9 0,00 0,28 2 9 0,10 0,42 0,551
3 9 0,00 0,10 3 9 -0,23 0,14 0,001*
NiT" (u) 1 9 0,00 0,14 ET (u) 1 9 2,27 011 <0,001*
2 9 0,00 0,09 2 9 3,25 0,07 <0,001*
3 9 0,00 0,32 3 9 221 0,26 <0,001*
NiT" (v) 1 9 0,00 0,25 ET (v) 1 9 -0,32 0,43 0,078
2 9 0,00 0,13 2 9 0,44 0,26 0,001*
3 9 0,00 0,69 3 9 -0,46 055 0,138

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen

LV



Anhang

Tab. 86: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu  ss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstan-

de, Exozytoseversuche (a 1), TPGY-Ansatz, Unterschiede zwischen Kontroll- und Versuchs-

gruppe @.

KG Tag n MW  SA VG Tag n MW  SA p
Ni 1 9 1,00 0,07 A 1 9 0,86 0,04 <0,001*
2 9 1,00 0,04 2 9 0,78 0,03 <0,001*
3 9 1,00 0,02 3 9 0,89 0,05 <0,001*
Ni 1 9 1,00 0,07 B 1 9 0,91 0,06 0,009*
2 9 1,00 0,04 2 9 0,89 0,03 <0,001*
3 9 1,00 0,02 3 9 0,85 0,02 <0,001*
Ni 1 9 1,00 0,02 C 1 9 1,24 0,08 <0,001*
2 9 1,00 0,08 2 9 1,07 0,03 <0,001*
3 9 1,00 0,06 3 9 1,02 0,15 0,720
Ni 1 9 1,00 0,02 D 1 9 1,10 0,05 <0,001*
2 9 1,00 0,05 2 9 1,24 0,06 <0,001*
3 9 1,00 0,06 3 9 1,14 0,07 0,001*
Ni* 1 9 1,01 0,20 E 1 9 1,09 0,22 0,125
2 9 1,00 0,09 2 9 0,81 0,06 <0,001*
3 9 1,00 0,72 3 9 0,77 0,08 <0,001*
Ni 1 9 1,00 0,06 F 1 9 1,06 0,06 0,050
2 9 1,00 0,04 2 9 0,717 0,04 <0,001*
3 9 1,00 0,02 3 9 0,96 0,02 <0,001*
Ni 1 9 1,00 0,04 G 1 9 1,04 0,03 0,049*
2 9 1,00 0,05 2 9 0,90 0,04 <0,001*
3 9 1,00 0,06 3 9 1,15 0,09 0,001*
Ni 1 9 1,00 0,05 S 1 9 1,02 0,05 0,424
2 9 1,00 0,05 2 9 0,95 0,04 0,035*
3 9 1,00 0,06 3 9 0,84 0,04 <0,001*

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen

LVI



Anhang

Tab. 87: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu

ss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstéan-

de, Exozytoseversuche (a 3), TPGYT-Ansatz, Unterschiede zwischen Kontroll- un  d Versuchs-
gruppe ©.
KG Tag n MW SA VG Tag n MW  SA p
NIiT 1 9 1,00 0,03 AT 1 9 1,04 0,08 0,206
2 9 1,01 0,13 2 9 0,76 0,09 <0,001*
3 9 1,01 0,16 3 9 0,9 0,10 0,103
NIiT 1 9 1,00 0,03 BT 1 9 0,97 0,08 0,069
2 9 1,01 0,13 2 9 091 0,09 0,091
3 9 1,01 0,17 3 9 0,93 0,11 0,248
NIiT 1 9 1,00 0,06 CT 1 9 1,03 0,08 0,337
2 9 1,01 0,15 2 9 0,88 0,16 0,092
3 9 1,00 0,08 3 9 1,11 0,06 0,007*
NIiT 1 9 1,02 0,19 DT 1 9 099 0,14 0,733
2 9 1,00 0,04 2 9 0,97 0,09 0,366
3 9 1,00 0,08 3 9 1,11 0,07 0,009*
NiT" 1 9 1,03 0,24 ET 1 9 0,66 0,10 0,001*
2 9 1,00 0,07 2 9 0,68 0,04 <0,001*
3 9 1,04 0,29 3 9 0,68 0,19 0,008*
NIiT 1 9 1,00 0,04 FT 1 9 1,20 0,03 <0,001*
2 9 1,01 0,13 2 9 0,93 0,09 0,145
3 9 1,01 0,16 3 9 1,00 0,12 0,796
NIiT 1 9 1,00 0,06 GT 1 9 1,02 0,07 0,470
2 9 1,01 0,15 2 9 0,72 0,09 <0,001*
3 9 1,00 0,08 3 9 1,14 0,09 0,006*
NiT 1 9 1,01 0,11 ST 1 9 0,88 0,07 0,010*
2 9 1,00 0,03 2 9 0,80 0,07 <0,001*
3 9 1,00 0,07 3 9 0,95 0,08 0,151

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen

LVII



Anhang

Tab. 88: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu

de, Exozytoseversuche mit den detoxifizierten Kultu

(e) = erhitzte bzw. detoxifizierte Kulturiiberstéande

a)

ss der neurotoxinhaltigen Kulturiberstéan-

riberstanden (b ;). (u) = unbehandelte und

, Unterschiede zwischen Kontroll- und Ver-

suchsgruppe @,

KG Tag n MW  SA VG Tag n MW  SA p

NiT" (u) 1 9 1,03 0,24 ET (u) 1 9 0,66 0,10 0,001*
2 9 1,00 0,07 2 9 0,68 0,04 <0,001*
3 9 1,04 0,29 3 9 0,68 0,19 0,008*

NiT" (e) 1 9 1,05 0,33 ET (e) 1 9 0,60 0,15 0,002*
2 9 1,00 0,05 2 9 0,61 0,06 <0,001*
3 9 1,00 0,03 3 9 0,76 0,07 <0,001*

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen

Tab. 89: Angaben zur Statistik, Versuche zum Einflu

de, Exozytoseversuche mit den verdiinnten Kulturiiber

verdinnte Kulturiiberstande, Unterschiede zwischen K

ss der neurotoxinhaltigen Kulturiiberstan-

standen (c ;). (u) = unverdinnte und (v) =

ontroll- und Versuchsgruppe

@

KG Tag n MW  SA VG Tag n MW  SA p

NiT" (u) 1 9 1,03 0,24 ET (u) 1 9 0,66 0,10 0,001*
2 9 1,00 0,07 2 9 0,68 0,04 <0,001*
3 9 1,04 0,29 3 9 0,68 0,19 0,008*

NiT (u) 1 9 1,00 015 ET(v) 1 9 1,23 0,17 0,009*
2 9 1,00 0,09 2 9 0,74 0,20 0,004*
3 9 1,01 0,12 3 9 0,98 0,15 0,726

@ signifikante Mittelwertsdifferenzen, t-Test

* = signifikante Mittelwertsdifferenzen

LVl
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