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Einleitung 1

1 Einleitung 

1.1 Die Schistosomiasis 
 

Die Schistosomiasis, die nach ihrem Entdecker Theodor Bilharz (1825-1862) auch 

Bilharziose genannt wird, ist eine chronische Erkrankung des Menschen, die durch 

humanpathogene Trematoden (Saugwürmer) der Gattung Schistosoma verursacht wird. 

Die Bilharziose gilt neben der Malaria als die bedeutendste und schwerste parasitäre 

Erkrankung in den Tropen und Subtropen. Die Zahl der weltweit infizierten Menschen 

wird auf circa 200 Millionen geschätzt [41,190,196,262]. Da ein Impfstoff gegen die 

Bilharziose bisher noch nicht entwickelt werden konnte, stellt lediglich die Chemothera-

pie mit Praziquantel eine Behandlungsform dar. Da die Behandlung mit diesem 

Medikament aber die Gefahr der Reinfektion nicht mindert, infizieren sich viele Men-

schen nach erfolgreicher Behandlung neu. Auf Grund dessen stellt die Bilharziose 

besonders in Entwicklungsländern eine ernstzunehmende, gesundheitliche Dauergefähr-

dung für die Menschen dar. Daher wurden in den letzten Jahren vermehrt Untersuchun-

gen an Schistosoma mansoni durchgeführt, um Invasionsmechanismen und die 

Überlebensstrategie besser zu verstehen sowie antigene Determinanten zu charakterisie-

ren, um dem Endziel, eine effektive Vakzinierung gegen Schistosomiasis zu entwickeln, 

näher zu kommen.  

 

1.2 Die Geschichte der Schistosomiasis  
 

Erste Symptome, die auf Schistosomiasis hinweisen, sind schon aus der Zeit um 1900  

v. Chr. aus den Hochkulturen am Nil und in Mesopotamien bekannt und wurden, als 

chronische Hämaturien und Blasenleiden beschrieben und in den Papyri als „Bluthar-

nen“ bezeichnet. In Untersuchungen an Mumien der prädynastischen Periode Ägyptens 

(um 3100 v. Chr.) konnten schistosomale Antigene mittels ELISA detektiert werden 

[16]. In zwei weiteren Mumien aus der Zeit der 20. Dynastie (ca. 1250-1000  

v. Chr.) wurden verkalkte Schistosomeneier gefunden [254]. Von den Napoleonischen 

Truppen, die in der Zeit von 1799 bis 1801 eine Invasion in Ägypten durchführten, wur-

den die typischen Symptome beschrieben, die auf eine Infektion mit Schistosomen 

schließen ließen [57]. Erst im Jahre 1851 entdeckte der deutsche Arzt Theodor Bilharz 

nach einer Sektion in Mesenterialvenen Schistosoma haematobium und nannte diesen 
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Wurm Distamom haematobium, den er 1852 in einer wissenschaftlichen Publikation als 

„doppelten Saugwurm“ beschrieb. Mit Schistosoma mansoni wurde 1902 die zweite 

Schistosomenart von Manson postuliert, 1915 von Leiper bestätigt und von Sambon 

Schistosoma mansoni benannt [259]. Mit Schistosoma japonicum (1904), Schistosoma 

intercalatum (1923) und Schistosoma mekongi (1978) wurden weitere Arten beschrie-

ben [57]. 

 

1.3 Geografische Verbreitung 
 

Die Schistosomiasis kommt endemisch in über 70 Entwicklungsländern vor, in denen 

20 Millionen Menschen schwer erkrankt sind und 120 Millionen Symptome zeigen. 

Abb. 1 zeigt die globale Verbreitung der fünf, für den Menschen wichtigste Arten der 

Schistosomen. Die auf drei Kontinenten vorkommende Krankheit birgt für 500 bis 600 

Millionen Menschen alleine durch deren Lebensweise eine permanente Infektionsgefahr 

[41]. 

 
Abb. 1: Geografische Verbreitung humanpathogener Schistosomenarten. 

http://www.bueger.de/prima/maps/schistosomiasis.gif 

 
 

Jährlich fordert die Krankheit ca. 200.000 Todesopfer. Bisherige Maßnahmen, die 

Schistosomiasis unter Kontrolle zu bringen, sind sehr unterschiedlich ausgefallen. Da 

menschliches Leben permanent vom Wasser abhängig ist, stellt dies vor allem in 

Entwicklungsländern mit geringem hygienischem Standard eine ständige Infektionsge-
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fahr für die Menschen dar. Dennoch konnte in Lateinamerika und in der Karibik die 

Rate an Schistosomiasis-Patienten hauptsächlich auf Brasilien und Puerto Rico reduziert 

werden. Afrika ist hingegen das am stärksten betroffene Gebiet weltweit. Vor allem 

haben die Eingriffe des Menschen auf natürliche Wasservorkommen (Assuan-Stau-

damm in Ägypten, Diama-Staudamm im Senegal) haben dazu geführt, dass die Rate an 

S. haematobium Infektionen zurückging, hingegen aber mehr Fälle von S. mansoni 

Infektionen auftraten [262]. Im asiatischen Raum stellt die Infektion mit  

S. japonicum ein Problem dar, welches dadurch noch verstärkt wird, dass S. japonicum 

eine Zoonose eingeht und auch Rinder und Wasserbüffel befällt, was ein ständiges 

Reservoir an Parasiten darstellt [61].  

 

1.4 Krankheitsbild 
 

Zum Krankheitsbild der Schistosomiasis tragen verschiedene Stadien des Lebenszyklus 

des Wurmes bei (Abb.  3Abb. 4). Nach Penetration der Haut durch die eingedrungene 

Cercarie ist als Folge eine leichte Hautrötung feststellbar, die bei humanpathogenen 

Arten je nach Empfindlichkeit des Menschen innerhalb von 2-3 Tagen anschwellen 

kann und auch als cercariale Dermatitis bezeichnet wird [87]. Erst nach vier bis fünf 

Wochen haben sich die adulten Würmer in den Mesenterialvenen gefunden, verpaart 

und beginnen mit der Eiproduktion. Die meisten Symptome und klinisch relevanten 

Komplikationen werden im Verlauf der Schistosomiasis durch die Eier verursacht. Der 

Krankheitsverlauf mit den auftretenden Symptomen ist sehr unterschiedlich und wird 

durch den Grad der Infektion, die physische Konstitution, die Immunität und auch die 

Sensitivität des Infizierten entscheidend beeinflusst [42,87,281]. Durch die Infektion 

mit einer sehr hohen Zahl an Cercarien kann es einige Wochen nach der Infektion zu 

einer akuten fiebrigen Schistosomiasis kommen, was auch als Katayama-Syndrom 

bezeichnet wird. Grund dafür ist ein plötzliches massives Heranreifen adulter Würmer, 

welches in der Eiproduktion mündet und mit einer Leukozytose mit ausgeprägter 

Eosinophilie einhergeht [144]. Als Folge der hohen Eiproduktion bei hoher Wurmlast 

gelangen Eier auch in andere Organe wie die Darmwand (S. japonicum, S. mansoni), 

und in die Blasenwand (S. haematobium). Große Mengen werden durch den Blutstrom 

auch in die Leber und seltener in das Gehirn transportiert. Um die im Lebergewebe 

befindlichen Eier kommt es zur Granulombildung. Eosinophile Granulozyten können 

die Eier umgeben, wobei es zu einer eosinophilen Hepatitis kommen kann und peripher 

am Granulom gemischte eosinophile und neutrophile Entzündungsreaktionen auftreten. 
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Die Eier können auch von einer epithelartigen Schicht umgeben sein, an die sich 

Lymphozyten anlagern, was eine Fibrose zur Folge haben kann. Die Eier verkalken, 

wenn die in ihnen befindliche Larve abgestorben ist und die entzündliche Reaktion 

abgeklungen ist. Bekannt ist auch, dass die Eier durch Poren in der Schale lösliches 

Eiantigen (u. a. Glykoproteine) abgeben, die für die Stimulation von T-Lymphozyten 

(Th) verantwortlich sind und über Cytokine (u. a. Interleukin-4) die typische Eigranu-

lom-reaktion auslösen [256,305]. Bei beginnender Eiablage kommt es in infizierten 

Mäusen zur Synthese von Th2 Cytokinen [269]. Lösliches Eiantigen führt bei basophi-

len Zellen von gesunden Spendern zur Bildung von Histamin und Interleukin 4, worin 

eine Verschiebung der Immunantwort von Th1 zu Th2 gesehen wird [81]. Dieses Prin-

zip ist als „IL-4 inducing principle of schistosome eggs“ (IPSE) beschrieben und inzwi-

schen als ein Glykoprotein identifiziert, auf dessen Glykananteilen LewisX-Epitope 

(LeX) nachgewiesen wurden [266,267,310]. Damit der Parasit überleben kann, darf er 

befallene Organe nicht so stark schädigen, dass der Endwirt zu Grunde geht. Ein 

Bestandteil des löslichen Eiantigens induziert die Proliferation von Endothelzellen und 

steht im Zusammenhang mit einer Neovaskularisierung in der Leber [86]. Zudem wurde 

ein pro-angiogener Faktor aus Eiern beschrieben, der ein kapillarähnliches Auswachsen 

von Endothelzellen induziert und als hitzestabil und proteasestabil näher charakterisiert 

wurde [156]. Die Granulombildung kann in der Leber zu einer Hypertension der Pforta-

der führen. Leberschädigungen können aber auch auftreten, wenn die Adultwürmer 

durch die Pfortader geschwemmt werden, was bei hoher Infektionsrate und nach 

Chemotherapie der Fall sein kann [12]. Bei Infektion mit S. haematobium kann das 

Auftreten von Blasenkrebs eine Folge sein [208]. Neben den Komplikationen bei hoher 

Infektionsrate, die auch zum Tod durch massive Organschädigung führen können, äu-

ßert sich die Schistosomiasis bei geringerer Infektionsrate oftmals nur durch Fieber, 

Schüttelfrost, Kopfschmerzen sowie Vergrößerung von Leber, Lymphknoten und Milz 

und wird häufig erst bei Routineuntersuchungen diagnostiziert.  
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1.5  Der Humanparasit S. mansoni 

1.5.1 Zoologische Stellung von S. mansoni 

Unter den Helminthen, welche parasitische Metazoen aus den Tierstämmen der 

Plathelminthen, Nematoden und Acanthocephala sind, gehören Schistosomen zum 

Stamm der Plathelminthen und darunter zur Klasse der Trematoden. Schistosomen  

gehören zu den Digenea und sind getrenntgeschlechtlich. Sie sind zur Familie der 

Schistosomatidae zusammengefasst, welche insgesamt 12 Gattungen beinhaltet, die alle 

parasitär in Blutgefäßen von Vertebraten vorkommen. Alle humanpathogenen Arten 

gehören der Gattung Schistosoma an, die sich nach der Morphologie der Eier (Abb. 2) 

und der Verwandtschaft der Zwischenwirte in vier Gruppen einteilen lässt, die jeweils 

nach ihrem Hauptvertreter benannt sind [264]. S. mansoni gehört als Hauptvertreter der 

zweiten Gruppe neben weiteren tierpathogenen Arten an. Beim Auftreten möglicher 

neuer Arten erleichtern der Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus der 

mitochondrialen DNA und die „Polymerase-Chain-Reaction“ (PCR) eine Identifizie-

rung und Klassifizierung [66,67,217,232,235] 

 

A B C

25 µm 25 µm

A B C

25 µm 25 µm

 

Abb. 2: Eier von S. mansoni (A), S. haematobium (B) und S. japonicum (C).  
Der Pfeil kennzeichnet den Stachel, der sich artspezifisch unterscheidet und auch zur 
Diagnose verwendet wird. 

http://www.path.cam.ac.uk/~schisto/SchistoLife/S.mansoni.egg.html (A), 
http://www.mt.mahidol.ac.th/elearning/Parasite/blood_flukes.html (B und C).  
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1.5.2 Der Lebenszyklus von S. mansoni 

Im Lebenszyklus von S. mansoni wird der Mensch immer als Endwirt befallen (Abb.  

3). Zur Infektion kommt es bei Kontakt von menschlicher Haut mit Wasser, welches die 

larvalen, humanpathogenen Cercarien enthält. Cercarien, die auch Hakenschwanzlarven 

genannt werden, bestehen aus einem Kopf, in dem alle wichtigen Bestandteile lokali-

siert sind, welche für die Entwicklung zum adulten Wurm im Menschen wichtig sind, 

und einem Schwanz, welcher der Fortbewegung dient. Cercarien verhalten sich schwim-

mend negativ geotaktisch [308] und können 1-2 Tage überleben. Den Hautkontakt mit 

einem potentiellen Endwirt registrieren Cercarien u. a. über die Wärmeänderung und 

heften sich an der Haut fest, wobei L-Arginin als Stimulus eine Rolle zu spielen scheint. 

Polare Oberflächenlipide sind dafür verantwortlich, dass die Cercarie an der Haut haften 

bleibt. Über eine Kriechphase, bei welcher der Schwanz als reine Fortbewegungshilfe 

abgeworfen wird, dringen sie aktiv durch die Haut ein, wobei dieser Vorgang durch 

bestimmte Fettsäuren stimuliert wird. Glykosylceramide und Phospholipide stimulieren 

die Abgabe von proteolytischen Enzymen am Vorderpol der Cercarie, die das Eindrin-

gen erleichtern [117,119,168]. Dabei streifen die Cercarien ihr äußeres Tegument 

(Glykokalyx) ab, ersetzen es durch ein neues Tegument und wandeln sich zu Schistoso-

mula um. Die Schistosomula verweilen 2 bis 3 Tage im Unterhautgewebe und wandern 

dann in Blutgefäße ein, wobei sie zur Lunge weitertransportiert werden. Dort bleiben sie 

einige Tage und wandern dann über den Blutstrom und das Herz zu den 

Mesenterialgefäßen und gelangen zur Leber. Dort reifen sie weiter zum adulten Wurm 

heran und heften sich mit ihrem Saugnapf an die Blutgefäßwand an. Männliche und 

weibliche Würmer verpaaren sich dort und wandern gegen den Blutstrom in die 

Darmblutgefäße, wo sie sich festhaften (Abb.  3). Etwa 4 bis 5 Wochen nach der Infek-

tion kommt es zur Eiproduktion, wobei 300 bis 3000 Eier pro Wurmpaar und Tag 

abhängig von der Art beschrieben wurden [57]. Für ein erfolgreiches Wurmpaar spielt 

das männliche Tier eine besondere Rolle, da ungepaarte Weibchen nicht zur 

Geschlechtsreife kommen, es hingegen bei einer durchaus vorkommenden 

artverschiedenen Verpaarung zur Geschlechtsreife beim Weibchen kommt und damit 

Parthenogenese vorliegt [153,287]. Bei experimenteller Trennung der Wurmpärchen 

teilen sich die Stammzellen im Ovar nicht mehr, was eine reversible Reaktion darstellt, 

wobei nach erneuter Verpaarung eine Tyrosinkinase in Ovar und Vitellarium aktiv wird, 

welche die Eiproduktion anregt [158]. Um die hohe Eiproduktion zu gewährleisten, 

frisst das Weibchen pro Tag etwa die zehnfache Menge an Erythrozyten im Vergleich 

zum Männchen [170]. 
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Abb.  3: Lebenszyklus der drei wichtigsten humanpathogenen Schistosomenarten  
S. mansoni, S. japonicum und S. haematobium.  

Der Lebenszyklus gliedert sich in eine Süßwasser-Phase und eine Phase, die im Endwirt 
Mensch abläuft, auf. Punkt 3 der Abbildung zeigt symbolisch die drei Gehäuse der 
Zwischenwirtschnecken Biomphalaria spec., Bulinus spec. und Oncomelania spec. 
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx). 

 

Ohne Behandlung können die Wurmpärchen im Endwirt 5 bis 10 Jahre überleben, aber 

es ist auch schon von über 30 Jahren berichtet worden [90]. Je nach Grad der Infektion 

können über 1000 Eier pro Gramm Stuhl ausgeschieden werden [112]. Durch 

ungeklärte Abwässer gelangen die ausgeschiedenen Eier sukzessive in größere 

Süßwasseransammlungen, wo daraus kleine begeißelte Larven, die Miracidien 

ausschlüpfen. Die Miracidien, die bereits geschlechtsdeterminiert sind, müssen zur 

Fortsetzung des Lebenszyklus eine Süßwasserschnecke der Gattung Biomphalaria 

infizieren, wobei den Miracidien dafür fünf bis sechs Stunden bleiben, bevor sie 

absterben [118,154,308,309]. Mittels Chemokinese, wobei der Gradient des Lockstoffes 

erst während der Fortbewegung wahrgenommen wird, findet das Miracidium seinen 

Zwischenwirt. Makromolekulare Glykokonjugate, deren Spezifität möglicherweise 

durch den Kohlenhydratanteil bestimmt wird und bei denen es sich um Glykoproteine 

handeln kann, dienen als Schlüsselreize [242,308]. Es wurde nachgewiesen, dass S. 

mansoni seinen Zwischenwirt artspezifisch findet [118]. In die Schnecke eingedrungen, 
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werfen die Miracidien einige ihrer Epithelzellen ab und wachsen im Fuß zu einer 

Vorläufersporozyste heran. Durch vegetative Vermehrung entstehen 

Tochtersporozysten, die über das offene Blutgefäßsystem in die Mitteldarmdrüse 

einwandern und dort geschlechtlich einheitlich determinierte Cercarien produzieren. 

Nach vier bis sechs Wochen und durch Lichtreize induziert, werden die Cercarien 

freigesetzt und treten nahezu über den ganzen Schneckenkörper aus, gelangen wieder 

ins Süßwasser und können eine neue Infektion auslösen. Eine Übersicht über die 

verschiedenen Stadien im Lebenszyklus von S. mansoni gibt Abb. 4.  

 

A

B

C D

A

B

C D

 

Abb. 4: Lebenszyklusabhängige Stadien von S. mansoni:  

Adultes Wurmpärchen (A), Miracidium (B), Cercarie (C) und Schistosomulum (D). Die 
Größenverhältnisse sind nicht korrekt wiedergegeben. 
http://www.weichtiere.at/Schnecken/parasitismus.html (B+C), 
http://www.path.cam.ac.uk/~schisto/SchistoLife/Adult.worm.html (A) 
http://www.path.cam.ac.uk/~schisto/SchistoLife/Schistosomule.html (D) 
 

 

1.6  Diagnose und Behandlung der Schistosomiasis 
 

Auf Grund der nach einer Infektion mit Schistosomen auftretenden unspezifischen 

Symptome sind vielfältige direkte und indirekte Methoden zur eindeutigen Diagnose 

der Schistosomiasis unabdingbar. In vielen Fällen wird die Schistosomiasis durch den 

Nachweis von Eiern im Stuhl und anderen Exkreten diagnostiziert, was eine zuverläs-

sige Methode ist, da sich die schistosomalen Eier artspezifisch unterscheiden (Abb. 2). 

Zur Unterscheidung der Schistosomenarten sind aber auch molekularbiologische 

Methoden geeignet [22]. Einen weiteren direkten Nachweis stellt die Detektion von 

zirkulierenden Antigenen im Serum oder Urin dar. Dabei handelt es sich um die 
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glykosylierten Antigene CCA (circulating cathodic antigen) und CAA (circulating ano-

dic antigen) [1,19,58,62,63,113,216,219,292]. Unter einem indirekten Diagnoseverfah-

ren versteht man zum Beispiel den Nachweis von Hämoglobin im Urin von mit S. 

haematobium Infizierten [57]. Weitere Diagnoseverfahren basieren auf dem Nachweis 

von schistosomenspezifischen Antikörpern im Serum [325]. Diese Antikörper können 

einmal durch Bindung an Schnitten von Adultwürmern nachgewiesen werden, aber 

auch durch Präzipitationstechnik, die Cercarienhüllenreaktion, durch indirekte 

Hämagglutination, durch ELISA [10,19,57,64,72,80,166,193,200,241,257,302,322,331] 

und Tüpfeltest erfolgen. Chemisch synthetisierte schistosomale Kohlenhydratantigene 

sollen auf ihre Eignung für diagnostische Zwecke geprüft werden [124,125]. Für die 

Behandlung der Schistosomiasis wird, wie bereits erwähnt, im Allgemeinen der Wirk-

stoff Praziquantel in oraler Medikation verabreicht [57]. Die ein- oder mehrmalige Ein-

nahme führt zur Abtötung der Würmer, wobei zum genauen Wirkmechanismus mehrere 

Ansätze diskutiert werden. So führt die Applikation von Praziquantel zu einem 

Calciumionen-Einstrom durch das Tegument der Würmer, was auch in vitro 

Untersuchungen gezeigt haben [29,43,244]. Magnesium erwies sich dabei als Antago-

nist des Calciums, da die Muskelkontraktionen damit inhibiert werden konnten [29]. 

Erwiesen ist auch, dass ein Zusammenspiel von Praziquantel mit dem humoralen 

Immunsystem des Endwirtes ein Abtöten der Würmer begünstigt [32-34] und dass  die 

Praziquantelgabe und Immunisierung synergistisch wirken [82,83]. Die Ursache für 

diesen Zusammenhang wird mit einer Veränderung der Schistosomen-Oberfläche durch 

Praziquantel diskutiert, wodurch es zu einer vermehrte Expression parasitärer Antigene 

auf der Oberfläche des Wurmes kommt [133,179]. Neuere Untersuchungen haben ge-

zeigt, dass das Malariamedikament Artemether juvenile Schistosomen zerstört und 

zusammen mit Praziquantel verschiedene Stadien von Schistosomen angreift, was eine 

neue Therapie möglich machen könnte [271,272,320]. Die im Vergleich zur Vakzinie-

rung möglicherweise schnellere Entwicklung von neuen Medikamenten und Therapien 

scheint im Hinblick auf Praziquantelresistenzen bei Schistosomen dringend notwendig 

zu sein [9,246]. 
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1.7  Bekämpfung der Schistosomiasis 
 

Auf Grund fehlender Vakzinierungsmöglichkeiten stellt diese Krankheit besonders in 

Entwicklungsländern ein erhebliches Problem für die Bevölkerung dar. Daher wird mit 

der Behandlung von Infizierten und der lebenszyklusabhängigen Bekämpfung auf 

zweierlei Wegen gegen den Parasiten vorgegangen. Für eine effektive Vakzinierung 

wurden Peptid- und Kohlenhydratantigene bereits auf ihr Potential geprüft, eine protek-

tive Immunantwort zu erzeugen und somit als mögliche Impfstoffe in Frage zu kom-

men. Dabei wird das Schistosomula-Stadium, besonders im Lungenstadium, effektiv 

durch das Immunsystem bekämpft [7,35]. Auch der Adultwurm wird teilweise erfolg-

reich durch das Immunsystem attackiert [44]. Für mehrere Kohlenhydratantigene von 

Schistosomen wurde gezeigt, dass sie sehr immunogen sind und dass die gegen sie 

gerichtete Immunantwort zu einer protektiven Immunität führen kann 

[114,164,165,229]. Untersuchungen mit monoklonalen Antikörpern (mAks) gegen S. 

mansoni Eier haben gezeigt, dass die Schutzfunktion eines Antigens durch den passiven 

Transfer des Serums oder des Antikörpers einen protektiven Einfluss gegen cercariale 

Infektion ausüben kann [54,132,218,228,229]. Erfolgsversprechend im Hinblick auf 

mögliche Vakzinkandidaten sieht auch die Behandlung im Mausmodell mit 

strahlungsbehandelten Cercarien aus [60,247-250,270]. Auch aus anderen Stadien von 

S. mansoni, bei schistosomalen Enzymen, rekombinanten Proteinen und dem Hämocya-

nin der Schlüssellochschnecke Megathura crenulata (Keyhole limpet haemocyanine, 

KLH) sind protektive Antigene beschrieben worden 

[23,56,84,111,115,149,245,275,286,304]. Da sich aber bisher noch keine Vakzinierung 

für die klinische Anwendung daraus entwickeln ließ, wird nach alternativen 

Vakzinkandidaten gesucht [71]. Auf der Basis des Zwischenwirtes wird auch nach 

Möglichkeiten zur Intervention gesucht. Inzwischen lassen sich infizierte Schnecken 

mittels ELISA und PCR detektieren [127-130]. Strategien zur Bekämpfung des 

Zwischenwirtes werden prinzipiell auf biologischer sowie chemischer Basis erprobt. 

Die Wirkung von Substanzen pflanzlichen Ursprungs wird auf ihren Einsatz gegen B. 

glabrata als molluskizides Mittel geprüft. Chemikalien wurden ebenfalls auf ihre 

molluskiziden Eigenschaften getestet. Auch der Einsatz so genannter Kompetitor-

Schnecken wurde erwogen, ebenso wie die Wirkung anderer schneckenpathogenen 

Trematoden, die B. glabrata nach Infektion steril werden lassen 

[2,13,178,181,194,202,227,237-239,255,263,273]. 
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1.8 Untersuchungen am Zwischenwirt B. glabrata 

1.8.1  Zoologische Stellung von B. glabrata  

Innerhalb der Gastropoden gehört B. glabrata zur Unterklasse der Euthyneura, in der 

fast alle Vertreter zwittrig sind. Zur gleichen Gruppe gehören auch Schnecken anderer 

Gattungen, die als Zwischenwirte anderer Parasiten dienen, wie Bulinus spec.  

(S. haematobium), und Lymnaea spec. (Trichobilharzia ocellata). Abb. 5 zeigt ein 

lebendes Exemplar von B. glabrata (5 A), ein Exemplar ohne Gehäuse nach Fixierung 

mit Paraformaldehyd (PFA) (5 B).  

 

 

1 cm

A B

1 cm

A B

 

Abb. 5: Biomphalaria glabrata in zwei Ansichten mit Gehäuse (A) und 
paraformaldehydfixiert nach Entfernung der Schale (B). Durch den respiratorischen 
Farbstoff Hämoglobin erscheint die Schnecke rot-braun (A). Der dunklere Teil in der 
Mitte des Gehäuses kennzeichnet den Sitz der Mitteldarmdrüse. Adulte Exemplare 
haben einen Schalendurchmesser von 1-2 cm. A und B: eigene Aufnahmen. 

 

1.8.2  Die Hämolymphe von B. glabrata 

Die biochemische Charakterisierung des Hämoglobins von B. glabrata stellt eine der 

ersten Untersuchungen der Hämolymphe von B. glabrata dar [8]. Das Hämoglobin 

macht mit über 90 % der gesamten Proteinmenge die Hauptkomponente des Hämo-

lymphproteins aus und liefert nach Reduktion eine 180 kDa Bande in der  

5-15 %igen Gradienten-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) [11,17,18,107,177]. 

Das Hämoglobin ist als Glykoprotein beschrieben, das 3 % Kohlenhydratanteil enthält, 

wobei neben Mannose, Galaktose und Fucose im molaren Verhältnis von 2:1:1 auch 

Glukosamin, aber weder Sialinsäuren noch Uronsäuren detektiert wurden [5]. Nach 

Immunisierung von Kaninchen mit zellfreier Hämolymphe des PR-albino Stammes von 

B. glabrata konnte gezeigt werden, dass das polyklonale Kaninchenserum an PBS-

gewaschene Hämozyten von B. glabrata bindet. Damit konnte der Nachweis erbracht 
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werden, dass auf der Oberfläche der Hämozyten gleiche Antigene wie in der zellfreien 

Hämolymphe vorliegen [328]. Eine weitere Untersuchung an B. glabrata Stämmen, die 

sich in ihrer Empfänglichkeit gegenüber einer S. mansoni Infektion unterscheiden,  er-

gab Unterschiede im Proteingehalt der Hämolymphe sowie im Bindevermögen von 

polyklonalem Antiserum gegen Hämolymphe [276]. Darüber hinaus wurden fünf 

Polypeptide mit unterschiedlichem Molekulargewicht aus dem Serum von empfängli-

chen und resistenteren B. glabrata beschrieben, die sich in ihrem Muster nach Verdau 

mit α-Chymotrypsin und Pepsin leicht unterschieden und eine strukturelle Ähnlichkeit 

zum Hämoglobin zeigten [277]. In der Hämolymphe wurde zudem die hydrolytische 

Aktivität von Enzymen untersucht, die sich als Glykosidasen identifizieren ließen. 

Darin wurde ein humoraler Abwehrmechanismus vermutet, den die Schnecke nutzt, um 

insbesondere die Kohlenhydratstrukturen auf der Oberfläche von eindringenden 

Pathogenen zu modifizieren [335]. Während besonders in  

N-Glykanen der Monosaccharidbaustein L-Fucose vorwiegend α-glykosidisch gebun-

den vorliegt, kann als besondere Entdeckung die Detektion einer β-D-Fucosidase gese-

hen werden [335]. Die Hypothese des Abwehrmechanismus wurde durch den Befund 

gestützt, dass die Aktivität der Glykosidasen bei gleich bleibendem Proteingehalt in der 

Hämolymphe besonders in den ersten beiden Tagen post infectionem (p. i.) gesteigert 

ist. Empfindlichere Schnecken zeigten eine geringere Proteinkonzentration im Plasma 

sowie eine signifikant niedrigere Glykosidaseaktivität als resistentere Exemplare [333].  

1.8.3  Histologische Untersuchungen an B. glabrata 

Bisherige histologische Untersuchungen an B. glabrata beschreiben hauptsächlich die 

Vorgänge nach Infektion der Schnecke mit S. mansoni. Mit Arbeiten über das 

Mantelgewebe, den Gewebsbereichen um den Vorderpol, der Mitteldarmdrüse und dem 

Amöbozyten-produzierenden Organ wurden histologische Untersuchungen auch an 

uninfizierten Exemplaren durchgeführt [150,174]. Nach Infektion kommt es durch  

Sporozystenbildung zu Veränderungen im betroffenen Gewebe, wobei ein 

Einkapselungsprozess eingeleitet werden kann, der als Abwehr gegen den Parasiten 

dient und je nach Art unterschiedlich stark ausfallen kann [59,175,274]. Auf Vorläufer-

Sporozysten in B. glabrata wurde in immunhistochemischen Untersuchungen die Epi-

tope LacDiNAc (GalNAc(β1-4)GlcNAc, LDN) und subterminal monofucosylierte 

LacDiNAc (GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc, LDN-F) Epitope nachgewiesen, die im 

Gewebe von uninfizierten B. glabrata bisher noch nicht detektiert werden konnten 

[221].  
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1.9 Interaktion zwischen S. mansoni und B. glabrata  

1.9.1  Zur Invasion von S. mansoni in B. glabrata  

Das B. glabrata – S. mansoni Infektionssystem wurde hinsichtlich seiner zellulären und 

molekularen Basis der Schneckenempfänglichkeit bzw. Resistenz sowie der 

Trematodeninfektiösität in der Vergangenheit besonders intensiv untersucht [186]. Den-

noch wird das Immunsystem von Invertebraten noch immer als nicht gut verstanden 

angesehen [185]. Entsprechend sind die molekulare Basis des Invasionsmechanismus 

von S. mansoni und die Faktoren, die zu Resistenzerscheinungen bei B. glabrata führen, 

bisher unbekannt [186]. Verschiedene Parameter werden diskutiert, die zur erfolgrei-

chen Infektion von B. glabrata führen und die andererseits bei einigen Schnecken 

Resistenzen begünstigen [78,79,186,288]. Dazu zählen die genetische Disposition, das 

Vorhandensein von (bislang noch undefinierten) Faktoren in der Hämolymphe, die 

Mobilisierung von Hämozyten, die molekulare Mimikry durch Expression wirtsspezifi-

scher Determinanten, das Phenoloxidasesystem und die Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) durch die Hämozyten [36,101,327]. Miracidien werden durch 

ein Makromolekül chemotaktisch angezogen, das von der Schnecke abgegeben wird 

und als Glykokonjugat identifiziert wurde [118,120,121,242]. Die Verwendung von 

Schnecken-konditioniertem-Wasser zeigte dabei, dass die Miracidien von S. mansoni 

spezifisch und auch gegen konkurrierende Einflüsse ihren Zwischenwirt finden können 

[154]. Vergleichende Untersuchungen hatten gezeigt, dass B. glabrata durch die Infek-

tion beeinflusst wird und infizierte Exemplare einen geringeren Gehalt an 

Hämolymphprotein aufweisen als uninfizierte Kontrollgruppen, was mit einem Abbau 

von Hämoglobin und Serumproteinen im Verlauf der Infektion erklärt wurde, da infi-

zierte Schnecken zudem auch eine erhöhte Herzfrequenz sowie einen geringeren 

Glukosespiegel in der Hämolymphe zeigen [40,99,100,171-173]. Es konnte weiter ge-

zeigt werden, dass der Proteingehalt der Hämolymphe nur innerhalb von 12 Wochen 

nach Infektion der Schnecke Schwankungen ausgesetzt ist und sich später nicht mehr 

von uninfizierten Exemplaren unterscheidet [258,334].  

 

1.9.2 Lektine und Peptide in der humoralen Abwehr  
von B. glabrata 

Zu den Hämolymphproteinen, die im Verlauf der Invasion für die Abwehr von Parasiten 

eine Rolle spielen, zählen kohlenhydratbindende Proteine (Lektine) und weitere Pep-

tide. Ein Hämagglutinin konnte identifiziert werden, das mit einer Masse von 100 kDa 
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als Glykoprotein in der Hämolymphe vorliegt und eine Affinität zu terminalen 

Galaktoseresten aufweist [30]. Die Hämagglutinine können lebende Sporozysten von  

S. mansoni agglutinieren und stellen damit eine der ersten Barrieren für den Parasiten 

nach der Invasion dar. Möglicherweise wird dieser Mechanismus vom Parasiten auch 

dafür ausgenutzt, selektiv wirtseigene Antigene aufzunehmen, da gezeigt werden 

konnte, dass Sporozysten in der Lage sind, an Plasmaproteine zu binden und antigene 

Determinanten sogar aufzunehmen [24,25,278]. Interessant war dabei auch der Befund, 

dass diese aufgenommenen Antigene anscheinend prozessiert werden, weil Antiseren 

gegen antigene Determinanten aus dem Plasma nicht mehr gut binden konnten [25]. In 

diesem Mechanismus wird eine erste Selektion vermutet, die darüber entscheiden 

könnte, ob eine Schnecke infiziert wird oder nicht [278]. Dazu trägt der Befund bei, 

dass tegumentale Proteine von S. mansoni Sporozysten hoch glykosyliert sind und das 

Bindevermögen von Plasmaproteinen kohlenhydratabhängig ist [151]. In infizierten  

B. glabrata ist zudem eine gesteigerte Prävalenz eines Hämagglutinins nachweisbar, das 

sich durch L-Fucose sowie EDTA und EGTA hemmen lässt. In dieser Untersuchung 

wurde nach Affinitätsanreicherung ein fucosebindendes Lektin isoliert, das agglutinie-

rende Eigenschaften hat [49].  

Lektine scheinen im Infektionsgeschehen bei B. glabrata eine besondere Rolle zu spie-

len, da die Konzentration von kohlenhydratbindenden Polypeptiden im Massenbereich 

von 75-130 und 150-220 kDa im Zuge einer Infektion ansteigt [205,206]. Diese Studie 

lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass möglicherweise Fucose ein 

Schlüsselmonosaccharid im Hinblick auf das Bindeverhalten von Plasmaproteinen an 

Sporozysten ist [151]. Zwar wurde Fucose in einer Lektinbindungsstudie an 

Plasmaproteinen von infizierten (72 h p. i.) und nicht-infizierten B. glabrata nicht 

nachgewiesen, der Einsatz von Neoglykoproteinen belegte jedoch das Vorliegen eines 

fucosespezifischen Lektins [334]. In der Hämolymphe vorkommende Lektine werden 

als Bindeglieder diskutiert, die es Hämozyten ermöglichen, besser an eingedrungene 

Pathogene zu binden, was im Laborversuch bereits gezeigt werden konnte [188,204]. 

Eine besondere Bedeutung von fucosylierten Glykokonjugaten (insbesondere 

Glykopeptiden) im Infektionsgeschehen haben auch andere Untersuchungen erkennen 

lassen. Eine Studie an Sporozysten, Cercarien und auch Miracidien ergab, dass die bei-

den mAks KCS und E2 nicht nur an deren Oberfläche binden, sondern auch an Peptide 

aus der Hämolymphe infizierter B. glabrata. Untersuchungen zur Epitopspezifität dieser 

mAks mittels Immunaffinitätsaufreinigung und Methylierungsanalyse ergaben, dass 

Glykokonjugate mit hohem Gehalt an Fucose erkannt werden und zweitens für die Bin-
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dung terminale Fucose (KCS) und interne Fucose-Reste (E2) verantwortlich sind [265]. 

Mittels Western Blot Analyse und mAks wurden in der Hämolymphe infizierter  

B. glabrata zudem das GalNAc(β1-4)GlcNAc (LDN) sowie GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-

3)]GlcNAc (LDN-F) Epitop nachgewiesen, die in uninfizierten Exemplaren nicht detek-

tiert werden konnten und daher als parasitär sekretierte Glykopeptide interpretiert wur-

den [221]. Beide Experimente verdeutlichen, dass möglicherweise die Sekretion 

fucosylierter Antigene durch den Parasiten in B. glabrata stattfindet. Andere Peptide 

wurden beschrieben, die in einem Zusammenhang mit dem humoralen Abwehrverhalten 

bei B. glabrata gesehen werden. In einer Untersuchung, in der B. glabrata mit dem 

Trematoden Echinostoma paraensei infiziert wurde, konnten in der Hämolymphe Lek-

tine nachgewiesen werden, welche vom Parasiten sekretierte Polypeptide präzipitierten. 

Drei cDNAs mit Sequenzhomologie zu diesen Lektinen codieren Fibrinogen-verwandte 

Proteine (FREPs), die Sequenzhomologien zur Immunglobulin G (IgG) Superfamilie 

aufweisen [4] und als Basis weiterer Untersuchungen an Proteinen der IgG Superfamilie 

bei B. glabrata als Modellobjekt dienen [143,336]. Die Injektion von rekombinantem 

humanen Interleukin-1 in empfängliche und resistentere B. glabrata mit und ohne 

Infektion führte zur deutlichen Steigerung der phagozytotischen Hämozytenaktivität 

und der Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) in beiden Stämmen. Interleu-

kin-1β steigerte die Abtötung von primären Sporozysten in B. glabrata, vor allem in 

resistenteren Spezies [45,46,106]. Der Transfer von Plasma resistenteren B. glabrata 

auf sensible Exemplare hat dazu geführt, die Empfänglichkeit der Akzeptor-Schnecken 

deutlich herabzusetzen, was auf das Vorhandensein mindestens eines Plasmafaktors für 

die Resistenz schließen ließ [109]. Dabei scheinen Plasmakomponenten, möglicher-

weise auf Proteinbasis, mit einem Molekulargewicht von 10 und 30 kDa für die 

Übertragung von Resistenz auf empfindliche Schnecken verantwortlich zu sein [300]. 

 

1.9.3 Zur Rolle der Hämozyten 

Die Hämozyten, die bei Gastropoden als frei zirkulierende und auf Abwehrreaktionen 

spezialisierte Zellen in der Hämolymphe vorkommen [101,186], sind für B. glabrata 

histologisch detailliert beschrieben worden [197-199]. Bereits zuvor wurde 

immunhistochemisch gezeigt, dass sich die Hämozyten auch im Hinblick auf ihre 

Oberflächenantigene unterscheiden [329,330], was eine mögliche Spezialisierung dieser 

Zellen wahrscheinlich macht. Der Befund, dass lysosomale Enzyme in den Hämozyten 

von zwei verschiedenen B. glabrata Stämmen unterschiedlich verteilt sind, stützt diese 
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Annahme [108]. Die Hämozyten sind fähig, Sporozysten, aber auch Miradicien von  

S. mansoni zu attackieren und letztendlich abzutöten [15,187]. Untersuchungen an 

Hämozyten von sensiblen und resistenteren B. glabrata haben gezeigt, dass die kurzzei-

tige Exposition mit S. mansoni Miracidien das Phagozytoseverhalten der Hämozyten 

der sensiblen Schnecken reduziert, das der resistenteren Schnecken hingegen steigert, 

was den parasitären Einfluss auf den Zwischenwirt verdeutlicht [89]. In neueren 

Untersuchungen im Hinblick auf die Stimulation der Hämozyten von  

B. glabrata wurde in vitro demonstriert, dass die Stimulation, die zur Bildung von ROS 

führt, durch Monosaccharide ausgelöst werden kann, wobei sich die Verbindungen 

BSA-Galaktose, BSA-Mannose und BSA-Fucose als besonders wirksam erwiesen ha-

ben [122]. Dieser Befund kann als Hinweis interpretiert werden, dass Monosaccharide 

und möglicherweise Lektine eine Rolle im Abwehrverhalten von B. glabrata spielen. 

Die Superoxid-Dismutase spielt als Schlüsselenzym eine Rolle in der Generation von 

Sauerstoffradikalen in Hämozyten [102,103,123]. Hämozyten von resistenteren Schne-

cken bilden vergleichsweise mehr Sauerstoffradikale, als sensible Schneckenstämme 

[47]. Hier hatte sich gezeigt, dass S. mansoni in diesen Abwehrmechanismus eingreift, 

da exkrektorische/sekretorische (E/S) Produkte nach der Transformation zu Sporozysten 

die Radikalfreisetzung inhibieren konnten und die synthetisierende/sekretierende 

Aktivität der Hämozyten beeinflusst wurde [47,183]. Antikörper, die gegen Hämozyten 

und Plasmakomponenten verschiedener B. glabrata Stämmen gerichtet sind, zeigten 

eine Bindung an Sporozysten von S. mansoni und konnten sogar die Bindung von 

Hämozyten daran hemmen [6]. Eine solche Antikörperkreuzreaktivität wurde auch in 

einer anderen Studie beschrieben und als Möglichkeit interpretiert, wie es zur 

hämozyteninduzierten Abtötung des Parasiten kommen kann [105]. Eine Schlüsselrolle 

der Hämozyten bei der Bekämpfung  eindringender Miracidien wurde durch erfolgrei-

chen Transfer des Hämozytenbildungsgewebe resistenter B. glabrata Stämme in sen-

sible B. glabrata demonstriert, wobei ein Anstieg der Resistenz in den Empfängerspe-

zies beobachtet wurde, der allerdings nicht dauerhaft blieb [283,299]. Der schistosomale 

Einfluss in der Schnecke scheint direkt auf dieses Organ zu wirken, da eine mitotische 

Aktivität in diesem Gewebe nach Injektion von Miracidien und Cercarien-Extrakten in 

B. glabrata beobachtet wurde [282]. In vitro wurde nachgewiesen, dass zwei Proteine 

mit dem Molekulargewicht von 19 kDa und 46 kDa von Hämozyten synthetisiert wer-

den, die an Sporozysten binden können, worin eine Mediatorfunktion in der Erkennung 

von Fremdstoffen in der Schnecke gesehen wird [184]. Der direkte Einfluss auf 
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Oberflächenpeptide bei Hämozyten durch S. mansoni Infektion deutete darauf hin, dass 

mehrere Signale für die Modulation von Hämozyten notwendig sein könnten [50].  

 

1.9.4 Molekulare Mimikry als Invasionsstrategie 

Voruntersuchungen deuteten darauf hin, dass antigene Determinanten von B. glabrata 

auch in bestimmten S. mansoni Stadien vorliegen und insofern im Invasionsprozess eine 

Rolle spielen könnten. Damit wird eine parasitäre Invasionsstrategie des Parasiten 

beschrieben, die molekulare Mimikry genannt wurde und die Präsentation von 

wirtseigenen Antigenen durch den Parasiten darstellt, die ihn gegen die Angriffe des 

Wirtes unempfindlicher macht [55]. Es konnte gezeigt werden, dass Antikörper, die 

gegen hämoglobinfreie Hämolymphe von resistenteren und sensiblen B. glabrata 

gerichtet sind, an der Oberfläche von Miracidien und primären Sporozysten binden, die 

zuvor in vitro generiert wurden, ohne dabei Kontakt zu Wirtsantigenen gehabt zu haben 

[326]. Ebenso wurde nachgewiesen, dass Antikörper, die gegen Sporozysten gerichtet 

sind, auch an Hämozyten binden [26]. Ein 38 kDa protektives Epitop wurde beschrie-

ben, das in allen Stadien des Lebenszyklus von S. mansoni präsent ist und auch bei B. 

glabrata vorkommt, wo es als Oligosaccharid charakterisiert wurde. Weitere 

Untersuchungen zeigten, dass dieses protektive Epitop auch bei nicht-schistosomalen 

Zwischenwirten vorliegt, wie zum Beispiel beim Hämocyanin der Schlüssellochschne-

cke Megathura crenulata (KLH) [70]. Ein weiteres Antigen aus adulten S. mansoni, das 

mit B. glabrata und auch mit dem großen Leberegel Fasciola hepatica kreuzreagiert, 

wurde auf sein serodiagnostisches Potential geprüft [243]. Das Vorliegen von protekti-

ven Antigenen wurde auch für Mitteldarmdrüsenhomogenate von B. alexandrina 

beschrieben, welche die Infektion von Mäusen nach subkutaner Injektion von S. man-

soni Cercarien um 50 % reduzierte, wobei sich hingegen eine Infektion nach perkutaner 

Invasion von Cercarien und intravenös injizierter Schistosomula bei den Mäusen 

manifestierte [68]. Das Vorkommen wirtseigener Antigene beim Parasiten wurde für 

den Zwischenwirt auch bei S. mansoni postuliert, hingegen fehlten lange Zeit Beweise, 

dass dies in den entsprechenden larvalen Stadien tatsächlich der Fall ist [327]. Weiter-

hin ist offen, wie und woher der Parasit die wirtsidentischen Antigene erhält, ob durch 

eigene Synthese (wirtsähnlich) oder aber durch Akquirierung (wirtseigen) unmittelbar 

nach der Invasion. Bekannt ist, dass S. mansoni mit B. glabrata mindestens ein 39 kDa 

saures Protein gemeinsam hat, welches mittels Antiseren im Western Blot detektiert 

werden konnte [69]. Eine Untersuchung an Hämolymphglykoproteinen von sensiblen 
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und resistenteren B. glabrata hat gezeigt, dass resistente Schnecken sich im Proteinmus-

ter von sensiblen Exemplaren unterscheiden und dass Sporozysten von S. mansoni fähig 

sind, Glykoproteine aus dem Plasma zu adsorbieren. Dies ergab einen ersten Hinweis 

darauf,  dass die Interaktion des invadierenden Miracidiums mit Glykoproteinen der 

Hämolymphe mit der Resistenz oder Empfänglichkeit von B. glabrata korreliert ist 

[303]. Im Zuge einer Infektion sind parasitäre Antigene im Zytoplasma von Amöbozy-

ten und im Zentrum von Amöbozytenaggregaten detektiert worden [3]. Die Bindung 

von E/S-Glykokonjugaten von larvalen S. mansoni Stadien an Hämozyten verläuft 

scheinbar über einen kohlenhydratbindenden Rezeptor, da die Bindung dieser E/S-

Glykokonjugaten an Hämozyten durch Glykokonjugate wie Mucine, Heparin und auch 

Fucoidan partiell inhibiert werden konnte, was ein Indiz für den Einfluss von komplexe-

ren, polymeren Kohlenhydraten bei diesem Interaktionsschritt darstellt [152]. Die Zellli-

nie von B. glabrata Embryonen (Bge) wurde schon in zahlreichen Experimenten 

angewendet, um die Interaktion von B. glabrata Zellen mit S. mansoni zu untersuchen 

[37,48,77,147]. Diese Zellen binden an die Oberfläche von Sporozysten, was in vitro 

gezeigt werden konnte, und diese Bindung wurde am effektivsten von Fucoidan, aber 

auch von Mannose-6-phosphat, Heparin und Dextransulfat inhibiert [37]. Fucoidan 

selbst bindet an diesen Zelltyp von B. glabrata und weist auf deren Assoziationsfähig-

keit mit Kohlenhydratmotiven hin. Die Bindung der Bge an Sporozysten erfolgt primär 

durch Oberflächen-N-Glykane, da die PNGase F Behandlung von geblotteten 

tegumentalen Glykoproteinen die Bindung aufhob [37]. Wie beschrieben, deuten 

zahlreiche Arbeiten auf eine Beteiligung von Kohlenhydraten am molekularen Mimikry 

hin. 

 

1.10 Glykokonjugate von S. mansoni 
 

In allen Stadien des Lebenszyklus von S. mansoni werden ganz verschiedene 

Glykokonjugate synthetisiert, die durch ihre strukturelle Einzigartigkeit und Antigenität 

gekennzeichnet sind und im Infektionsgeschehen auf Zwischen- sowie Endwirtbasis 

eine wichtige Rolle spielen [53,145,159,220,293,315]. Von besonderer Bedeutung ist 

deren Vorkommen auf N- und O-Glykanen und Glykolipiden sowie auch auf E/S-

Produkten. Neben den gängigen Monosaccharidbausteinen wurden bei S. mansoni bis-

her keine modifizierten Zucker gefunden, ebenso keine Sialinsäuren. Während Fucose 

in Glykokonjugaten zumeist kein dominanter Baustein ist, kommt dieses Monosaccha-
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rid in den Glykokonjugaten von S. mansoni besonders gehäuft vor [160,191,222-

225,252,279,280,306,310,312-318]. 

 

1.10.1 Proteingebundene Glykane von S. mansoni 

Die aus den verschiedenen Stadien von S. mansoni charakterisierten Glykane liegen 

sowohl N- als auch O-glykosidisch gebunden vor und zeichnen sich durch eine hohe 

strukturelle Variation aus [65,315]. Die N-Glykane aus den Eiern von S. mansoni bauen 

sich aus einem Pentasaccharidkern auf, der bis zu zweifach kernfucosyliert sein kann 

und mit einer (β1-2)-gebundenen Xylose an der zentralen β-gebundenen Mannose 

substituiert sein kann. Die diantennären N-Glykane können an ihren terminalen Enden 

LeX und LDN-F Epitope tragen [161,310], wie Abb. 6 zeigt.  

 

[Gal(β1-4)GlcNAc(β1-] 0-3

-2)Man(α1-3)

Man(β1-4)GlcNAc(β1-4)GlcNAcβ1-Asn

±Xyl(β1-2)

±Fuc(α1-6)

±Fuc(α1-3)

-2)Man(α1-6)

±Fuc(α1-3)

[±GalNAc(β1-4)GlcNAc(β1-] 0-1

±Fuc(α1-3)

LewisX

LDN-F
 

Abb. 6: Struktur von N-glykosidisch gebundenen Glykoprotein-Glykanen aus  
S. mansoni Eiern. Auf einem Pentasaccharidkern, der durch bis zu zweifache  
Kernfucosylierung und durch (β1-2)-gebundene Xylose modifiziert vorliegen kann, sind 
auf den Glykanantennen in terminaler Position gebunden bis drei LeX  und bis ein  
LDN-F Epitope nachgewiesen worden (Abbildung modifiziert nach [65]). 

   

In einer neueren Untersuchung an einer Glykoprotein-Fraktion von löslichem Eiantigen 

von S. mansoni, die im Serum oder Urin von Infizierten nachgewiesen wurde, wurden 

hoch fucosylierte O-Glykane, auf denen mittels Bindung an spezifische Antikörper das 

Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)]GlcNAc (DF-LDN-DF) Epitop 

nachgewiesen wurde, detektiert (Abb. 7) [251].  
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[Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)]±GalNAc(β1-4)GlcNAc(β1-6)

Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)

Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-3)

Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)

Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc(β1-6)

GalNAc-Ser/ThrFuc(α1-2)Fuc(α1-3)

Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc(β1-4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-3)

Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)
Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)

GalNAc-Ser/Thr

DF-LDN-DF

DF-LDN-DF

DF-LDN-DF

 

Abb. 7: O-Glykane aus einer Glykoprotein-Fraktion der löslichen Eiantigene von  
S. mansoni. Die bis zu 10 Fucose-Reste tragenden O-Glykane weisen auf den Antennen 
DF-LDN-DF-Motive in terminaler Position auf, die umrandet dargestellt sind.  

 

Bei Cercarien wurden sowohl N- als auch O-Glykane strukturell charakterisiert 

[146,162,163]. Die cercarialen N-Glykane weisen eine Pentasaccharid-Kernstruktur mit  

einer (α1-6)-gebundene Kernfucose auf, die am C2 Atom der innersten Mannose einen 

Xylose-Rest tragen kann. Auf den Glykanantennen wurde in terminaler Position das 

LeX Epitop nachgewiesen, wobei das subterminale Fuc(α1-3)GlcNAc-Element doppelt 

auftreten kann (Abb. 8).  
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Abb. 8: Strukturelle Variationen der N- und O-Glykane von S. mansoni Cercarien. Die 
Rechtecke kennzeichnen die LeX-Epitope, die auf beiden Glykantypen nachgewiesen 
wurden. Die Ovale kennzeichnen die Oligofucosylketten der komplexeren O-Glykane 
(Abbildung modifiziert nach [65]). 

 

Während die cercarialen N-Glykane recht einfach gebaut sind, ist die strukturelle Varia-

tion bei den O-Glykanen dieses Larvenstadiums deutlich größer. Ein besonders hoher 

Gehalt an Fucose kennzeichnet die cercarialen Glykane [38,39,210,260,321]. Die 

cercariale Glykokalyx ist reich an verschiedenen Glykanen, wobei 60 und mehr Bau-

steine bei diesen Glykokonjugaten vorliegen können. Die O-Glykane enthalten als 

Rückgrat Wiederholungseinheiten des ungewöhnlichen Trisaccharids [-3GalNAc(β1-

4)GlcNAc(β1-3)Galα-], wobei am GlcNAc-Rest zwei bis drei Fucosen gebunden sein 

können [159,163]. Abb. 8 gibt einen Überblick über die strukturellen Variationen der 

cercarialen O-Glykane.   

Die N-Glykane adulter S. mansoni liegen di- bis tetraanatennär vor. Der Pentasaccharid-

kern kann durch eine (α1-6)-gebundene Fucose am innersten GlcNAc-Rest modifiziert 

vorliegen, wobei bisher keine Xylose an der Kernstruktur nachgewiesen wurde 

[279,280,317]. Interessant daran ist das Auftreten dimerer LDN-Elemente, wobei der 

GlcNAc-Baustein mit einer (α1-3)-gebundenen Fucose substituiert sein kann und das 

subterminal fucosylierte LDN-F Epitop ausbildet (Abb. 9). Auf komplexeren N-Glyka-
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nen adulter Schistosomen, die bis zu tetraantennär sind, wurden poly-LeX Motive in den 

Antennen nachgewiesen (Abb. 9). Poly-LeX Strukturen sind auch auf O-Glykanen des 

„Circulating cathodic antigens“ (CCA) nachgewiesen worden [291]. Auf den O-Glyka-

nen des „Circulating anodic antigen“ (CAA), die sich strukturell stark von denen des 

CCAs unterscheiden, wurden poly-[GlcA(β1-3)]GalNAc(β1-6)-Motive identifiziert. 

Abb. 9 vermittelt einen Überblick über die strukturelle Vielfalt der N- und O-Glykane 

von adulten S. mansoni. 
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Abb. 9: Übersicht über die strukturelle Vielfalt an N- und O-Glykanen adulter S. man-
soni.  Auf den N-Glykanen liegen in terminaler Position sowohl das LeX (Rechteck) als 
auch das LDN-F Epitop (Oval) vor. Die O-Glykane aus dem CCA weisen poly-LeX 
Elemente auf. Die O-Glykane aus dem CAA enthalten (β1-3)-gebundene Glukuronsäure 
(GlcA) (Abbildung modifiziert nach [65]). 

 

Eine geschlechtsspezifische Untersuchung an zunächst verpaarten, dann aber separier-

ten S. mansoni zeigte, dass die Expression der N-Glykane geschlechtsabhängig ist und 

weibliche Würmer hauptsächlich Gal(β1-4)GlcNAc (LacNAc) und LeX in den 

Glykanantennen tragen. Bei den männlichen Würmern liegt hingegen das  
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GalNAc(β1-4)GlcNAc (LDN) und GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc (LDN-F) vor 

[318]. Das LDN-F Motiv wurde zudem als Wiederholungseinheit auf den Antennen von 

diantennären, (α1-6)-kernfucosylierten N-Glykanen nachgewiesen, wobei der GlcNAc-

Teil eine (α1-3)-gebundene Fucose tragen kann [317]. Das aus immunologischer Sicht 

interessante Glykoprotein IPSE/α1 (Interleukin-4 inducing principle from S. mansoni 

eggs) [266], das von Eiern abgegeben, wird trägt das LeX Epitop auf N-Glykanen, die 

zudem ein difucosyliertes, innerstes GlcNAc in der Kernstruktur aufweisen [310]. 

 

1.10.2 Lipidgebundene Glykane von S. mansoni  

Der Glykananteil zahlreicher Glykolipide einzelner Stadien von S. mansoni ist inzwi-

schen strukturell aufgeklärt worden [65,315]. Glykolipide von S. mansoni unterscheiden 

sich insofern von denen anderer Spezies, als für das Ceramid-Dihexosid die Struktur 

GalNAc(β1-4)Glc1-Cer („Schisto-Core“) gefunden wurde [192] (Abb. 10). Neben dem 

Ceramid-Monohexosid und dem Ceramid-Dihexosid wurde in allen Stadien von S. man-

soni eine Vielzahl von sehr komplexen Glykolipiden gefunden, die antigene 

Eigenschaften haben [157,160,306,312-314,316]. Untersuchungen an den drei Stadien 

haben gezeigt, dass ein dominantes Epitop vorliegt, welches mit Eiglykoproteinen 

verschiedener Schistosomenarten kreuzreagiert [306,307]. Strukturanalysen des 

Glykananteils von Eiglykolipiden ergaben, dass ein repetitiver Aufbau mit einem Mo-

tiv, bestehend aus zwei Fucose-Resten an GlcNAc gebunden, vorliegt, das die Struktur -

4[±Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)]GlcNAc(β1- aufweist [160]. Eiglykolipide von S. mansoni wei-

sen Oligofucosyl-Strukturen auf, welche für die Antigenität mit verantwortlich sind 

[312]. Auf cercarialen Glykolipiden ist erstmalig das Fuc(α1-3)Gal(β1-4)[Fuc(α1-

3)]GlcNAc-Epitop (pseudo- LewisY, pLeY) nachgewiesen worden, das als erstes 

parasiteneigenes Glykolipid als Ligand des humanen C-Typ Lektin DC-SIGN beschrie-

ben wurde [203]. Eine Übersicht über strukturell aufgeklärte Glykolipide von S. man-

soni gibt Abb. 10. 
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Abb. 10: Übersicht über strukturell aufgeklärte Glykolipide von S. mansoni und deren 
Stadienverteilung. Das Monosaccharid Fucose ist in großer Menge in Eiglykolipiden 
enthalten und für die Ausbildung von Epitopen wie LeX (Rechteck), pLeY (gepunktetes 
Rechteck) und M2D3H (gestricheltes Rechteck) verantwortlich (Abbildung modifiziert 
nach [65]). Ad = Adultwurm, Ce = Cercarie. 
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1.11  Glykanstrukturen von Mollusken 
 

Glykokonjugate aus Mollusken sind bereits vielfach untersucht worden. Bemerkenswert 

ist, dass bei Gastropoden zahlreiche Modifikationen der Kernstruktur von N-Glykanen 

sowie der Glykanantennen vorliegen, was zur Ausbildung von teilweise einzigartigen 

Kohlenhydratepitopen führt (Abb. 11). Auf Grund der großen strukturellen Vielfalt sol-

len nachfolgend einige Beispiele vorgestellt werden. So weist das Hämocyanin der 

Schlüssellochschnecke Megathura crenulata (KLH) N-Glykane mit zahlreichen 

Modifikation an den Antennen und am Kern auf, die zur Bildung außergewöhnlicher 

Epitope führen. Galaktose in (β1-6)-Stellung gebunden und als Disaccharid Gal(β1-

4)Gal(β1- zeichnet sich als epitopbildendes Monosaccharid aus, das als Gal(β1-6)Man-

Motiv auf N-Glykanen und als Gal(β1-4)Gal(β1-4)Fuc(α1-6)- gebunden am innersten 

GlcNAc als modifizierte Kernstruktur auf KLH N-Glykanen nachgewiesen wurde  

(Abb. 11 B) [167,319]. Die substituierte Kernfucose ist auch im Rhodopsin bei Octopus 

spec. gefunden worden [337]. Auch das zweite GlcNAc in der Kernstruktur kann auf N-

Glykanen von KLH modifiziert sein, was für Spezies gezeigt wurde, die mit dem 

Fuc(α1-3)GalNAc[Fuc(α1-3)]GlcNAc-Motiv (F-LDN-F) zudem ein terminales Epitop 

aufweisen, das für die Kreuzreaktivität mit S. mansoni Glykokonjugaten verantwortlich 

ist (Abb. 11 A) [93,94]. Die N-Glykane der Hämocyanine von Lymnaea stagnalis, dem 

Zwischenwirt von Trichobilharzia spec., und Helix pomatia (Weinbergschnecke) wei-

sen neben Mannose, Galaktose, GalNAc und GlcNAc auch Fucose und Xylose, sowie 

3-O-Methylmannose und 3-O-Methylgalaktose auf, die für tierische Glykoproteine 

ungewöhnlich sind [155]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass an der 3er An-

tenne der Kernsstruktur eine (α1-3)-gebundene 3-O-Methylmannose vorliegen kann, die 

nicht verlängert wird. Auf den Glykanantennen terminal gebundene 3-O-Methylgalak-

tose erwies sich ebenso als Stoppsignal [155,294,295]. N-Glykane vom Helix pomatia 

Hämocyanin zeichneten sich durch eine wesentlich höhere Komplexität aus  

(Abb. 11 D). Auf hauptsächlich diantennären N-Glykanen, von denen viele eine (α1-6)-

gebundene Kernfucose und (β1-2)-gebundene Kernxylose tragen, kommt es zur 

Modifikation des terminalen LDN-Motivs durch 3-O-Methylgalaktosen, die an C6 

verlängert 3-O-MeGal(β1-6)3-O-MeGal(β1-6)3-O-MeGal(β1-3)GalNAc(β1- Elemente 

ausbilden. Der GalNAc-Rest kann dabei durch weitere 3-O-MeGal-Reste an C6 

disubstituiert vorliegen. Durch Kombination dieses Strukturmotivs auf beiden 

Antennen, auf denen mit 4-O-Methylgalaktose ein weiterer Methylzucker nachgewiesen 

wurde, kommt es zur Bildung teilweise isomerer N-Glykane [155,189,296]. Methylierte 
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Hexosen scheinen für Glykokonjugate von Mollusken nicht selten zu sein. Mannose, 

monomethyliert an C6 sowie dimethyliert, wurde auf kleineren N-gebundenen 

Glykanen des Lektins aus der Hämolymphe von Hippopus hippopus 

(Pferdehufmuschel) nachgewiesen  [240]. 3-monomethylierte Galaktose wurde auch auf 

einem sauren N-Glykan des Hämocyanins der Schnecke Rapana venosa gefunden [74]. 

Ähnlich wie bei den N-Glykanen von H. pomatia wurde bei Arion lusitanicus  

3-O-MeMan in terminaler Position auf mannosereichen N-Glykanen, die teilweise  

(α1-6)-kernfucosyliert sind und eine (β1-2)- kerngebundene Xylose tragen, gefunden 

(Abb. 11 C) [116]. Auch für B. glabrata wurde ein N-Glykan auf einem Dermatopontin 

der organischen Schalenmatrix nachgewiesen, bei dem zwei 3-O-Methylmannosen  

((α1-3) und (α1-6)) an die zentrale Mannose der Kernstruktur gebunden sind, welches 

bisher das einzig beschriebene N-Glykan dieser Spezies ist (Abb. 11 F)  [195]. Das 

Auftreten  methylierter Zucker (3-O-MeMan, 3-O-MeGal) wurde bisher auf die 

Hämocyanine von Lungenschnecken (Pulmonata) beschränkt angesehen [126]. 

Inzwischen wurde aber auch bei Haliotis tuberculata (Seeohr), einer marinen Schnecke, 

3-O-monomethylierte Mannose und Galaktose detektiert [148]. Auch bei Mollusken 

wurde eine (α1-3)-gebundene Kernfucose auf Rhodopsin von Todarodes pacificus 

nachgewiesen, wobei dieser Typ von N-Glykanen eine difucosylierte Kernstruktur 

aufwies [214,284]. Während von vielen N-Glykanen die Strukturen detailliert aufgeklärt 

wurden, sind sie bei anderen Spezies eher rar und beziehen sich zumeist auf das 

Bindevermögen von Glykokonjugaten an Lektine bekannter Spezifität [76]. Befunde zu 

O-Glykanstrukturen bei Mollusken sind bisher selten. Mittels „Fast Atom 

Bombardment“ (FAB) Massenspektrometrie wurden O-GalNAc-Bindungsstellen im 

Rhodopsin von Octopus dofleini identifiziert. Die aus medizinisch-pharmazeutischer 

Sicht interessanten Conotoxine der Schneckengattung Conus enthalten Peptide, die  

O-glykosyliert sind [51,52]. Die strukturellen Variationen der Glykane von Mollusken 

scheinen sehr vielseitig. So wurde erst kürzlich von einer zweifach substituierten 

Fucose auf einer Hämocyaninuntereinheit bei R. thomasiana berichtet, die terminal auf 

dem 3er Arm eines N-Glykans sitzt und mit 3-O-MeGal und GalNAc substituiert ist. 

Ein solches Motiv wurde bisher noch nicht beschrieben und gilt als immunogen 

[98,261].  
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= Mannose,     = Galaktose,     = N-Acetylglukosamin,      = N-Acetylgalaktosamin,
= Fucose,         = Xylose, 3Me = 3-O-Methyl, SO4 = sulfatiert  

Abb. 11: Beispiele strukturell charakterisierter N-Glykane von Gastropoden.  
(A) und (B) sind N-Glykane vom KLH, wobei (A) als kreuzreagierend mit S. mansoni 
Glykokonjugaten identifiziert wurde [93,94,319], (C) zeigt eine Struktur aus Arion 
lusitanicus mit 3-O-MeMan [116], (D) ist ein N-Glykan aus Helix pomatia Hämocyanin 
mit terminalen und substituierten 3-O-MeGal-Resten [155], (E) stellt ein saures  
N-Glykan mit 3-O-MeGlcNAc aus Rapana venosa Hämocyanin dar [74] und (F) ist das 
bisher einzig bekannte N-Glykan aus einem Schalenmatrixprotein von Biomphalaria 
glabrata [195] . 
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1.12 Aufgabenstellung 
 

Trotz der epidemiologischen Bedeutung von B. glabrata als Zwischenwirt des 

humanpathogenen Trematoden S. mansoni, sowie zahlreicher Untersuchungen in die-

sem Zusammenhang an dieser Spezies, ist über die Kohlenhydratstrukturen dieser Spe-

zies bisher wenig bekannt. Zahlreiche Untersuchungen zum Infektionsgeschehen von  

S. mansoni in B. glabrata haben gezeigt, dass auch Kohlenhydratverbindungen eine  

Rolle im Invasionsmechanismus spielen. Darüber hinaus wird diskutiert, ob  

S. mansoni kohlenhydratbasierende molekulare Mimikry als Invasionsstrategie anwen-

det, um in seinem jeweiligen Wirt durch die molekulare Tarnkappe nicht aufzufallen 

und immunmodulatorisch zu wirken. Grundlage dafür ist, dass S. mansoni mit seinem 

Endwirt Mensch das LeX-Kohlenhydratepitop gemeinsam hat, das auch auf humanen 

Blutzellen vorliegt. Die Invasionsstrategie der molekularen Mimikry wurde im Rahmen 

dieser Arbeit auf der Basis des Zwischenwirtes zum Schwerpunkt gemacht, zumal über 

die Kohlenhydratstrukturen bei B. glabrata bis auf eine Ausnahme nichts bekannt ist. 

Um eine Aussage über die generelle Invasionsstrategie von S. mansoni auf der Basis 

von Kohlenhydraten machen zu können, sollen ausgehend von einem Pool an Hämo-

lymphe empfänglicher Schnecken die N-Glykane strukturell charakterisiert werden, die 

mit schistosomalen Glykokonjugaten kreuzreagieren. In Ergänzung dazu sollen 

kreuzreagierende Determinanten auch im Gewebe von nicht-infizierten und infizierten 

Schnecken sowie an der Oberfläche von Miracidien immunhistochemisch detektiert 

werden. In einer weiteren Untersuchung sollen die N-Glykanprofile zweier  

B. glabrata Stämme, die sich in ihrer Empfänglichkeit gegenüber einer Infektion mit  

S. mansoni unterscheiden, vergleichend untersucht werden.  
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2      Material und Methoden 

2.1 Chemikalien 
 

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, in p.a. Qualität von Fluka 

(Seelze), Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und 

Roth (Karlsruhe) bezogen. Die Laborgase [Linde, Höllriegelskreuth] Argon, Helium 

und Stickstoff hatten einen Reinheitsgrad von 4,6. Das im Labor verwendete Wasser 

wurde durch eine Elix UV5 Anlage vorgereinigt und durch die Milli-Q Synthesis A10 

Anlage [Millipore, Eschborn] analytisch rein aufgearbeitet.  

 

2.2 Biologische Materialien 

2.2.1 Hämolymphproben 

120 ml Biomphalaria glabrata Hämolymphe aus gemischter Hälterung (Bg) 

  20 ml Biomphalaria glabrata Hämolymphe, Puerto Rico Stamm (Bg PR) 

    6 ml Biomphalaria glabrata Hämolymphe, Salvador Stamm (Bg SAL) 

2.2.2 Antiseren und Antikörper 

Für die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden Hyperimmunseren aus 

Kaninchen, sowie monoklonale Antikörper gegen definierte Kohlenhydratepitope 

verwendet. Die Kaninchenseren gegen schistosomale Antigene und die unter 2.2.1  

angeführten Hämolymphproben wurden von Prof. M. J. Doenhoff (University of Ban-

gor, Wales) bezogen, das gegen B. glabrata Hämoglobin gerichtete Serum von der 

Arbeitsgruppe Prof. J. Markl (Universität Mainz). Vom mAk M2D3H, der das Fuc(α1-

3)GalNAc-Epitop erkennt, wurde um Faktor 10 ankonzentrierter Kulturüberstand 

verwendet, der nach Kultur der Hybridomazelllinie in ausreichender Menge zur Verfü-

gung stand. Die mAks gegen definierte Kohlenhydratepitope wurden in Form von einfa-

chem und auch 10 x ankonzentrierten Kulturüberständen von der Arbeitsgruppe  

Prof. Deelder (Universität Leiden, Niederlande) freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt (für Details, siehe [252,298]). Tabelle 1 gibt einen Überblick über die 

verwendeten Seren und Antikörper. 
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Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Antiseren und Antikörper 

Antikörper/ 
Antiserum 

aus gerichtet gegen Referenz 

BR 84  Kaninchen Lösliches Eiantigen von S. mansoni [73] 
BR 11  Kaninchen Lösliches Eiantigen von S. mansoni [73] 
CTF Kaninchen Cercariales Transformationsfluid  
α-Hb Kaninchen Natives Hämoglobin von B. glabrata [11] 
BR 95 Kaninchen Hämolymphe von B. glabrata  
M2D3H  Maus Fuc(α1-3)GalNAc- [27] 
G8G12 Maus Gal(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc (LeX) [27] 
LDN 
(259-2A1) 

Maus GalNAc(β1-4)GlcNAc [298] 

LDN-F 
(290-2E6) 
 

Maus GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc [298] 

LDN-DF, 10x 
(290-4A8) 

Maus GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)]GlcNAc [298] 

F-LDN 
(291-5D5) 

Maus Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc- [252] 

LeX 

(128-4F9-A) 
Maus Gal(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc [298] 

 

Folgende Zweiantikörper und Normalseren wurden verwendet: 

Goat-anti-Rabbit (G-a-R), AP-konjugiert, Sigma, Taufkirchen 
Goat-anti-Mouse (G-a-M), AP-konjugiert, DakoCytomation, Hamburg 
Swine-anti-Rabbit (S-a-R), HRP-konjugiert, DakoCytomation, Hamburg 
Rabbit-anti-Mouse (R-a-M), HRP-konjugiert, DakoCytomation, Hamburg 
Goat-anti-Rabbit (G-a-R), FITC-konjugiert, DakoCytomation, Hamburg 
Goat-anti-Mouse (G-a-M), FITC-konjugiert, DakoCytomation, Hamburg 
Normales Mausserum (NMS), Sigma, Taufkirchen 
Normales Kaninchenserum (NRS), Sigma, Taufkirchen 
 

2.2.3  Gewebeproben 

Für die immunhistochemischen Untersuchungen wurden paraformaldehydfixierte 

Schnecken aus gemischter Hälterung sowie vom Puerto Rico und Salvador Stamm 

verwendet, die von Prof. M. J. Doenhoff zur Verfügung gestellt wurden. Für die 

Oberflächenmarkierung von Miracidien wurde dieses Larvenstadium in Paraformalde-

hyd fixiert von der Arbeitsgruppe Prof. Grevelding (Institut für Parasitologie, Universi-

tät Gießen) freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 
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2.3 Aufarbeitung der Hämolymphproben 
 

Die Hämolymphproben waren durch Herzpunktion der Schnecken gesammelt und bis 

zur Verwendung als rohe Hämolymphe bei -20 °C gelagert worden. Die Proben wurden 

im Laufe der Arbeit mit der nachfolgend beschriebenen Prozedur in kleineren Ansätzen 

zu verschiedenen Zeitpunkten aufgearbeitet. Nach dem Auftauen wurde die Hämo-

lymphe mit 1 µl/ml Proteinaseinhibitor [Sigma] versetzt und 30 Min. mit 1780x g und  

4 °C in der Kühlzentrifuge [Hettich] zentrifugiert, um Zelltrümmer und feinere 

Gewebsfetzen zu entfernen. Zur weiteren Aufreinigung wurde die Hämolymphe zur 

Umpufferung gegen 25 mM NH4HCO3-Puffer dialysiert. Dazu wurde ein 

Dialyseschlauch [Roth] mit einer Ausschlussmasse von 10-15 kDa verwendet, der zuvor 

15 Min. in Wasser ausgekocht worden war. Dialysiert wurde bei 4 °C, mit mindestens 

30-40-fachem Volumenüberschuss an Dialysepuffer, der alle 6-8 h gewechselt wurde. 

Nach der Dialyse wurde der Hämolymphe nochmals Proteinaseinhibitor zugegeben und 

ein Aliquot für die Proteinbestimmung, Zuckerbausteinanalyse und 

proteinbiochemische Untersuchungen abgenommen und bei -20 °C gelagert.  

 

2.4 Proteinbiochemische Methoden 

2.4.1 Proteinbestimmung  

Für die Proteinbestimmung wurde das BioRad-Protein-Assay Kit [BioRad, München] 

verwendet und nach Herstelleranweisung vorgegangen. Eine käufliche BSA-Lösung der 

Konzentration 2 mg/ml [Pierce] wurde als Standard benutzt. Da laut Herstellerangaben 

der BSA Konzentrationsbereich von 0 bis 10 µg linear ist, wurde eine BSA Eichreihe 

mit den Proteinmengen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 und 10 µg BSA in Kunststoffküvetten [Sar-

stedt] hergestellt. Die Proben wurden in Küvetten mit Wasser zu einem Gesamtvolumen 

von 800 µl aufgefüllt und mit 200 µl BioRad-Protein-Assay Reagenz [BioRad] ge-

mischt. Nach 10 Min. Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT) wurde die Absorption 

bei 595 nm gegen einen Leerwert aus 800 µl Wasser und 200 µl Reagenz am 

Spektrophotometer (Beckman DU 640) gemessen. 
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2.4.2 1D-Gelelektrophorese 

Die 1D-Gelelektrophorese wurde in Anlehnung an die Methode von Laemmli (1970) 

durchgeführt [169]. Verwendet wurde das Mini-PROTEAN 3 Gelelektrophoresesystem 

von BioRad, mit dem Gele der Größe 9 x 6 x 0,75 cm (B x H x T) vorbereitet wurden. 

Für die Gelelektrophorese wurden folgende Lösungen und Puffer verwendet: 

 
Acrylamidstammlösung: gebrauchsfertige Acrylamidstammlösung 

Rotiphorese Gel 30 [Roth] 
Trenngelpuffer: 36,3 g Tris-HCl [Roth]/100 ml Lösung, 

pH=8,8  
Sammelgelpuffer: 6,0 g Tris-HCl 100 ml Lösung, pH=6,8  
SDS-Lösung (10 %ig): 10 g SDS [Bio-Rad]/100 g Lösung   
Ammoniumperoxodisulfat-Lösung: 0,01 g Ammoniumperoxodisulfat [Serva] 
(AMPS)     pro 100 µl H2O, stets frisch ansetzen 
Laufpuffer für Elektrophorese (10x):  15 g Tris-HCl und 72 g Glycin/500 ml 

Wasser  
Elektrophorese-Laufpuffer: 100 ml des 10 x Laufpuffer und 10 ml der 

10%igen SDS-Lösung/1 Liter 
 

Für vier Gele mit 8,5 %igem Acrylamidgehalt wurden 3,35 ml Acrylamidstammlösung,  

4,0 ml H2O und 2,5 ml Trenngelpuffer gemischt und 5 Min. im Ultraschallbad [Sono-

rex] entgast. Anschließend wurden 100 µl SDS-Lösung, 50 µl AMPS und 5 µl TEMED 

[Merck] hinzugefügt, gemischt und die Lösung bis 1,5 cm zum oberen Rand eingefüllt. 

Um eine gleichmäßige Oberfläche zu erreichen, wurde das Trenngelgemisch mit 1 ml 2-

Methylbutanol [Fluka] überschichtet und 1 h bei RT auspolymerisieren lassen. Danach 

wurde der 2-Methylbutanol mit Filterpapier vorsichtig abgesaugt und die 

Trenngeloberfläche mit 1 ml Sammelgelpuffer gespült. Für das Sammelgel mit  

4 %igem Acrylamidgehalt wurden 6,1 ml H2O, 1,3 ml Acrylamidstammlösung und  

2,5 ml Sammelgelpuffer gemischt und 5 Minuten im Ultraschallbad entgast. Anschlie-

ßend wurden 100 µl SDS-Lösung, 5 µl AMPS und 10 µl TEMED hinzugegeben. Die 

Sammelgelmischung wurde auf das Trenngel gegossen und der Kamm für 10 Probenta-

schen eingesetzt. Nach der Polymerisationszeit von 45 Min. wurden die Kämme ent-

fernt, die Taschen mit Wasser gespült und die Elektrophoresekammer zusammenge-

setzt. In die innere Kammer wurden ca. 200 ml Laufpuffer gefüllt, dass die Probenta-

schen deutlich geflutet waren, in die äußere Kammer ca. 300 ml. Der Probenpuffer für 

die Proteinproben setzte sich wie folgt zusammen.  
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Zusammensetzung des Probenpuffers (1 ml):   
 

62,5 µl 1 M Tris-HCl [Roth] pH = 6,8 
10,0 µl 100 mM Na2EDTA [Roth] 

          100,0 µl Glycerin (87%) [Merck] 
          200,0 µl SDS-Lösung (10%ig)  
  25,0 µl Bromphenolblau-Lösung (0,25%ig) [Riedel de Haën] 
          552,5 µl H2O 
       

Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden 50 µl 2-Mercaptoethanol [Merck] zugesetzt. Die 

Proteinproben wurden mit Probenpuffer versetzt, darin gelöst und anschließend zur 

vollständigen Denaturierung 10 Min. gekocht. Der Probenauftrag erfolgte mit einer 10 

µl-Hamiltonspritze, und pro Gelspur wurden 10 µg Protein aufgetragen. Als Standard 

für das SDS-Gel wurde BenchMark Protein Ladder [Invitrogen] verwendet, für den 

Western Blot wurde der Precision Protein Standard [BioRad] verwendet. Die 

Elektrophorese wurde mit dem Spannungsgerät EPS 600 [Pharmacia] durchgeführt und 

erfolgte zunächst für 15 Min. bei 100 Volt, 400 Milliampere und 100 Watt, dann für 

weitere 60 Min. bei gleichen Milliampere- und Watt-Werten und 150 Volt. Danach wur-

den die Gele geblottet oder mit Coomassie und/oder Silber gefärbt. 

 

2.4.3 Färbung von Gelen 

Für die Coomassie-Färbung wurde eine Stammlösung von Coomassie-Brilliant-Blue R 

250 [Serva] verwendet, für die 1 g Coomassie-Brilliant-Blue in 1 l Methanol gelöst, im 

Ultraschallbad 30 Min. beschallt und anschließend gefiltert wurde. Zur Färbung wurde 

die Stammlösung 1:1 mit 20 %iger Essigsäurelösung gemischt und das Gel darin 5 Min. 

bei RT gefärbt und zur Verstärkung nochmals 30 Min. bei 60 °C im Färbebad inkubiert. 

Entfärbt wurde mit einer Lösung aus 40 % Ethanol, 10 % Essigsäure und 50 % Wasser 

(v/v/v). Der Entfärbeprozess wurde durch Einlage eines fusselfreien Papiertuches [Kim-

berly&Clark] ins Entfärbebad verstärkt. Nach 3-maligem Wechsel der Entfärbelösung 

wurde das Gel unter 2- bis 3-maligem Wechsel mit Wasser gewaschen und konnte für 

die sensitivere Silberfärbung direkt weiterverwendet werden. Durch Zugabe von Glyze-

rin bis zu einer Menge von 50 %  zum Waschwasser sowie nachfolgender Inkubation 

von 15 Min. wurde das Gel konserviert. Zur Trocknung wurde es in gewässerte 

Zellophanfolien [Roth] eingespannt und ü. N. getrocknet.  

Um sehr geringe Proteinmengen im Gel besser sichtbar zu machen wurden die Gele mit 

Silber nachgefärbt, wobei die vorangegangene Coomassie-Färbung nicht stört. Für die 

Silberfärbung wurden folgende Lösungen verwendet: 
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Fixierer:     500 ml EtOH 
      100 ml Essigsäure 

400 ml Wasser  
+ 0,5 ml 37 %ige Formaldehydlösung 

Waschlösung:     500 ml EtOH +  500 ml Wasser 
Sensitivierlösung:    0,1 g Na2S2O3 x 5 H2O [Merck] mit Wasser  
(immer frisch ansetzen)   zu 500 ml Lösung auffüllen 
Färbelösung: 0,4 g AgNO3 [Sigma-Aldrich] mit Wasser 
(immer frisch ansetzen) zu 200 ml Lösung auffüllen  

+ 150 µl 37 %ige Formaldehyd-Lösung 
Entwicklerlösung: 15 g Na2CO3 + 1mg Na2S2O3· 5 H2O mit 

Wasser zu 250 ml Lösung auffüllen + 125 
µl 37 %ige Formaldehydlösung 

Stopplösung: 60 ml Essigsäure + 220 ml EtOH + 220 ml 
Wasser 

 

Sofern die Gele nicht schon durch die Coomassie-Färbung fixiert waren, wurden sie 1 h 

bis ü. N. in Fixierlösung inkubiert, dann 2 x 25 Min. in Waschlösung gewaschen und 

anschließend 1 Min. mit der Sensitivierlösung behandelt. Nach 3 x 20 Sekunden Wa-

schen mit Wasser wurden die Gele 20 Min. mit Färbelösung behandelt. Danach erfolgte 

die Entwicklung der Gele unter optischer Kontrolle bis die Banden gut sichtbar waren. 

Nach 20-sekündiger Waschphase mit Wasser wurden die Gele für 10 Min. ins Stoppbad 

gegeben und nachfolgend in Wasser gewaschen. Die Gele wurden mittels 

Durchlichtscanners [Amersham] digitalisiert. Die Trocknung erfolgte danach wie bei 

den coomassiegefärbten Gelen. 

 

2.4.4 Western Blot 

Für die Western Blots wurde die Semidry Graphit-Blotapparatur [Keutz] verwendet. 

Polyvinyldifluorid- (PVDF) Folie [Millipore] wurde als Blotfolie verwendet. Insgesamt 

wurden 3 verschiedene Blotpuffer verwendet.  

 

Blotpuffer 1 (Anodenlösung): 800 ml 0,3 M Tris-HCl Lösung, pH = 10,4  
+ 200 ml 20 %iges MeOH, Lösung 5 Min. im US-
Bad entgasen 

Blotpuffer 2 (Anodenlösung): 800 ml 0,025 M Tris-HCl Lösung, pH = 10,4  
+ 200 ml 20 %iges MeOH, Lösung 5 Min. im US-
Bad entgasen 

Blotpuffer 3 (Kathodenlösung): 800 ml 1 M Tris-HCl Lösung, pH = 9,4 +  
5,2 g 6-Aminohexansäure + 1 g SDS + 200 ml 20 
%iges MeOH, Lösung 5 Min. im US-Bad entgasen 
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Zur Vorbereitung wurden Blotpapierstücke [10 x 9 cm, Roth] verwendet und pro Blot 

drei in Blotpuffer 1, zwei in Blotpuffer 2 und fünf in Blotpuffer 3 für jeweils 45 Min. 

eingelegt. Die Blotmembran wurde 10 Sekunden in Methanol [Merck] gewaschen und 

dann in Blotpuffer 2 inkubiert. Für den Blotprozess wurden die 3 Papierstücke 

übereinander auf die Anodenseite gelegt und mit den 2 Papierstücken aus Blotpuffer 2 

abgedeckt. Darauf wurde dann zuerst die Blotmembran gelegt, nachfolgend das Gel, das 

zuvor 1 Min. mit Blotpuffer 3 gewaschen wurde. Das aufgelagerte Gel wurde noch mit 

den restlichen 5 Papierstücken abgedeckt und mit einer kleinen Rolle Luftblasen ent-

fernt. Nach Aufsetzen des Kathodendeckels wurde die Apparatur beschwert und der 

Western Blot gestartet. Geblottet wurde 1,5 h mit 0,8 mA/cm2 unter Verwendung des 

Spannungsgerätes EPS 600. Nach dem Blotten wurde die Membran 1 Min. in Wasser 

und nachfolgend 5 Min. in 0,2 M NaOH gewaschen. Blockiert wurde 2 h oder ü. N.  mit 

Roti-Block-Lösung [1:10 mit Wasser, Roth] blockiert. Danach konnte die Blotmembran 

für eine Indian Ink Färbung und für Antikörpermarkierungen verwendet werden. 

Die Indian Ink Färbung erlaubt ein Anfärben der geblotteten Proteine auf der Membran 

ohne die nachfolgende Antikörpermarkierung zu stören. Die Blotmembran wurde dazu 

3 x 15 Min. in PBS-T (9,68 g NaCl, 2,9 g Na2HPO4, 0,234 g NaH2PO4, 0,1 g NaN3,  

0,5 ml Tween-20 auf 1 Liter) gewaschen. Zur Färbung wurden 99 ml PBS, 1 ml 

Essigsäure und 100 µl Fount India [Pelikan] gemischt und zur Blotmembran gegeben. 

Gefärbt wurde solange, bis Banden sichtbar waren. Danach wurde die Membran in Roti-

Block gewaschen. Die Verdünnungen der Antikörper, Antiseren und der zweiten 

Antikörper sowie die Waschschritte wurden jeweils mit Roti-Block durchgeführt. Die 

Inkubationszeiten von 1. und 2. Antikörpern betrugen jeweils 1,5 h bei RT. Inkubiert 

wurden jeweils ein Blotstreifen mit 1:4 verdünntem 10 x Kulturüberstand vom mAk 

M2D3H sowie 1:100000 verdünntem anti-SEA Serum, die zuvor für 10 Min. mit 1000x 

g zentrifugiert wurden, sowie NMS und NRS (je 1:100000) zur Negativkontrolle. 

Gewaschen wurde nach dem 1. Ak 3 x 10 Min., nach dem 2. Ak 4 x 10 Min. und noch-

mals 1 x 10 Min. mit PBS-T. Das Bindevermögen der Zweitantikörper wurde mit 

Chemilumineszenz detektiert (ECL). Dazu wurde der Blotstreifen auf eine Seite einer 

aufgeklappten Polypropylenfolie [Roth] gelegt, die in eine Filmentwicklerkassette [18 x 

24 cm, Siemens] eingelegt wurde. Pro Membranstreifen der Größe 1 x 9 cm wurden 200 

µl ECL-Reagenz eingesetzt, das zuvor aus gleichen Volumina der Lösungen A und B 

des West Dura Substrate Kit [Pierce] hergestellt wurde. Nach 5 minütiger Inkubations-

zeit wurde in der Dunkelkammer ein passender Filmstreifen eines Kodak X-Omat AR 

Film XAR-5 [Sigma] in der Kassette eingelegt und je nach Signalintensität 0,5 bis 3 
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Min. belichtet. Nach der Exposition wurde der Streifen im Filmentwickler CURIX 60 

[AGFA] entwickelt und mit einem Durchlichtscanner [Amersham] eingescannt.  

 

2.4.5  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Die ELISA-Untersuchungen wurden mit tryptischen (Glyko-)Peptiden durchgeführt.  

Dazu wurde ein Aliquot der dialysierten Hämolymphe mit Trypsin verdaut und das 

Trypsin durch 10-minütiges Kochen deaktiviert. Ein Teil der tryptischen Peptide wurde 

mit 48 %iger wässriger HF-Lösung bei 4 °C im Dunklen ü. N. behandelt, um terminal-

gebundene Fucose-Reste an Glykanen spezifisch zu entfernen und so deren Bedeutung 

für das Bindevermögen von Antikörpern zu untersuchen [141]. Überschüssige HF 

wurde im N2-Strom durch 2-maliges Abblasen von 100 µl Methanol entfernt. Für die 

ELISA-Experimente wurden folgende Lösungen verwendet: 

 

Bindungspuffer: 0,1 M Na2CO3, pH = 9,6 (HCl) 
TBS:   25 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH = 7,5 
TBS-B:  TBS + 0,5 % (w/v) BSA [PAA] 
TTBS-10:  TBS, 1:10 mit Wasser verdünnt + 0,05 % Tween-20 
TTBS-10B:  TTBS-10 + 0,25 % BSA 
Färbepuffer:               100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2, pH = 9,5 
Stopplösung:  10 mM EDTA [Roth] 
 

Für den ELISA wurden Maxi-Sorb 96-well Platten [Nunc] verwendet. Da Vorversuche 

gezeigt hatten, dass die mAks gegen Kohlenhydratepitope nur schwach reagierten, wur-

den die Menge an Antigen im Well bei dieser Inkubation verzehnfacht. Ansonsten wur-

den pro Well 200 ng Peptid in 100 µl Bindungspuffer vorgelegt und 2 h bei  

37 °C absorbiert. Danach wurde die Flüssigkeit abgenommen und jedes Well mit 4 x 

250 µl TBS gewaschen. Blockiert wurde mit je 300 µl TBS-B für 1 h bei 37 °C. 

Nachfolgend wurde dann mit 2 x je 250 µl TTBS-10 gewaschen. Die Antikörper 

und/oder Antiseren wurden in TTBS-10B verdünnt, 100 µl pro Well zugegeben und 1 h 

bei 37 °C inkubiert. Negativkontrollen wurden einmal mit PBS und zusätzlich mit 

Normalseren von Kaninchen und Maus durchgeführt. Seren gegen Bg-Hämoglobin und 

Bg-Hämolymphe wurden als Positivkontrollen verwendet. Nach Abnahme der  

1. Antikörper wurde 5 x mit 250 µl TTBS-10 gewaschen. Die Zweitantikörper, die mit 

Alkalischer Phosphatase konjugiert waren (G-a-M, G-a-R), wurden nach gleichem 

Schema 1:200 verdünnt, inkubiert und nachfolgend gewaschen. Zur Färbung wurde pro 

Well 100 µl einer 0,1 %ige Lösung von p-Nitrophenylphosphat [Biomol] in Färbepuffer 

pipettiert. Da die Färbung langsam erfolgt, wurde der Ansatz 30 Min. inkubiert und 
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anschließend mit 100 µl 50 mM EDTA-Lösung abgestoppt. Die Extinktion wurde bei 

405 nm mit einem ELISA-Reader ELx800 [BioTek] gemessen und mit der geräteigenen 

Gen5 Software aufgezeichnet.  

Tabelle 2: Übersicht der eingesetzten Verdünnungen an Antiseren, Antikörpern und 
Zweitantikörpern für die ELISA-Experimente 

Antikörper/Antiserum Verdünnung Zweitantikörper Verdünnung 
BR 84 (α-SEA) 1:50000   G-a-R, AP-konjugiert  1:200 
M2D3H (10x) 1:100  G-a-M, AP-konjugiert  1:200  
F-LDN 1:10 G-a-M, AP-konjugiert 1:200 
LDN 1:10 G-a-M, AP-konjugiert 1:200 
LDN-F 1:10 G-a-M, AP-konjugiert 1:200 
LDN-DF (10x) 1:100 G-a-M, AP-konjugiert 1:200 

 

2.5 Freisetzung N-glykosidisch gebundener Glykane 
 

Die Freisetzung von N-Glykanen unter Erhalt des reduzierenden Endes kann sowohl 

enzymatisch als auch auf chemischem Wege erfolgen. Für die enzymatische Abspaltung 

werden die beiden N-Glykosidasen PNGase F und A verwendet, die als rekombinante 

Enzyme kommerziell erhältlich sind und sich in ihrer Substratspezifität lediglich in der 

vorliegenden  Kernfucosylierung der N-Glykane unterscheiden [290]. Zur chemischen 

Freisetzung von N-Glykanen wird die Hydrazinolyse angewendet [213,215].  

 

2.5.1 Enzymatische Freisetzung von N-Glykanen 

Für Untersuchungen der kreuzreagierenden Hämolymph-Glykane wurden insgesamt 

1200 mg Hämolymphprotein mit PNGase F und auch PNGase A [Roche] behandelt. 

Um dem Enzym eine bessere Angriffsmöglichkeit am Substrat zu bieten, wurde das 

Hämolymphprotein zuvor tryptisch verdaut. Die gereinigte Hämolymphprobe wurde 

dazu unter kontrollierten Bedingungen zur Volumenreduktion bis fast zur Trockne 

lyophilisiert. Für den tryptischen Verdau wurde CPK-vorbehandeltes Trypsin [Sigma] 

im 40-fachen Unterschuss verwendet. Das Trypsin wurde zunächst durch Lösen in 25-

100 µl 1 mM HCl aktiviert und der Probe zugefügt. Die Inkubation erfolgte unter Schüt-

teln ü. N. bei 37 °C. Nach dem Verdau wurde das Trypsin durch 5-minütiges Kochen 

deaktiviert und die Probe vollständig lyophilisiert. 
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2.5.1.1 Freisetzung von N-Glykanen mit PNGase F 

Für den Glykanabdau mit PNGase F wurde die lyophilisierte Proteinprobe in 5-10 ml  

20 mM NaH2PO4 Puffer (pH=7,2) gelöst, kurz mit Ultraschall behandelt und der  

pH-Wert überprüft. Für die Glykanfreisetzung wurden inklusive einer Wiederholung 

750 Units PNGase F Enzym (1,6 U pro mg Peptid) zugegeben und der Ansatz danach 

bei 37 °C ü. N. unter Schütteln inkubiert.  

 

2.5.1.2 Abtrennung  der enzymatisch freigesetzten N-Glykane 

Die freigesetzten N-Glykane wurden vom Versuchsgemisch abgetrennt, in dem der 

komplette Ansatz über eine selbstgepackte C18ec Kartusche [Macherey & Nagel] gege-

ben wurde, welche Peptide und ungespaltene Glykopeptide bindet. Unter Beachtung der 

Herstellerangabe, dass das Gelmaterial ca. 3-5 % der eigenen Masse bindet, wurde eine 

ausreichende Menge an Säulenmaterial eingesetzt. Das C18ec Material wurde dann mit 

dem 10-fachen Volumen an MeOH [Merck], Wasser, 0,1%iger Trifluoressigsäure 

(TFA) [Merck], 20% Acetonitril (ACN) in 0,1%iger TFA, 40% ACN in 0,1%iger TFA, 

60% ACN in 0,1%iger TFA und Wasser gewaschen. Anschließend wurde das 

Reaktionsgemisch auf das Säulenmaterial gegeben und einsickern lassen. Nach dem 

Probenauftrag wurde die Säule mit 10 Volumina an 0,1%iger TFA Lösung gewaschen 

und der Durchlauf, welcher die freigesetzten Glykane enthielt, sowie die Waschfraktion 

vereinigt und lyophilisiert. Die gebundenen Peptide wurden mit dem jeweils 5-fachen 

Volumen an 20, 40 und 60 %igen ACN Lösungen in 0,1 %iger TFA eluiert und nach 

Abrotieren des ACNs in der Vakuumzentrifuge [Jouan] ebenfalls lyophilisiert. Die so 

zurück gewonnenen (Glyko-)Peptide wurden erneut für einen Glykanabdau verwendet.  

 

2.5.1.3 Freisetzung von N-Glykanen mit PNGase A 

Die nach dem PNGase F Verdau zurück gewonnen Peptide konnten einer erneuten 

Behandlung mit einer weiteren N-Glykosidase unterzogen werden. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurden die Glykopeptide nach PNGase F auch mit PNGase A behandelt. Die 

lyophilisierten (Glyko-)Peptide wurden dazu in 5 ml eines 50 mM NH4Ac Puffers (pH = 

5) gelöst und mit 10 mU PNGase A [Roche] versetzt und ü. N. bei 37 °C inkubiert. Die 

Abtrennung freigesetzter N-Glykane erfolgte wie unter 2.5.1.2 beschrieben.  
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2.5.1.4 Aufreinigung der enzymatisch freigesetzten N-Glykane 

Die durch PNGase F und/oder A freigesetzten Glykane, welche sich im Pool von 

Durchlauf und TFA-Waschfraktion befanden, wurden zur weiteren Verwendung über 

PGC-Kartuschen [250 mg Material, Supelco] entsalzt. Die PGC-Kartusche wurde zu-

nächst mit je 10 ml folgender Lösungen gewaschen: 50 % ACN in 50 mM NH3-Lösung, 

80 %iges ACN in Wasser und nachfolgend nochmals 15 ml Wasser. Danach wurden die 

N-Glykane in 500 µl Wasser gelöst, auf die Säule gegeben und die Lösung langsam 

einsickern gelassen. Die gebundenen Glykane wurden mit 10 ml Wasser gewaschen und 

mit jeweils 5 ml 25 %iger wässriger ACN-Lösung, 80 %iger wässriger ACN-Lösung 

sowie 50 %iger ACN-Lösung in 50mM NH3-Lösung eluiert. Das ACN wurde 30 Min. 

in der Vakuumzentrifuge abrotiert und die Fraktionen anschließend lyophilisiert.  

 

2.5.1.5 Monosaccharidbestimmung mittels Anthranilsäurederivaten 

Um zu überprüfen, ob eine ausreichende Menge an freigesetzten N-Glykanen für die 

strukturellen Analysen vorliegt, wurde eine Monosaccharidbestimmung mittels 

Anthranilsäurederivatisierung durchgeführt. Dazu wurde ein Aliquot der  entsalzten  

N-Glykane nach Säurehydrolyse mit 200 µl 4 N TFA der Anthranilsäurederivatisierung 

und anschließender HPLC-Analyse unterzogen. Die derivatisierten Monosaccharide der 

Glykanprobe lassen sich während der HPLC-Trennung mittels Fluoreszenz detektieren 

und mit einem Kohlenhydratstandard vergleichen [14]. Ausgehend von wässrigen 

Stammlösungen (1 mg/ml) der Monosaccharide GlcNAc, GalNAc, Mannose, Glukose, 

Galaktose, Xylose und Fucose wurde ein Standardmix hergestellt, der ebenfalls 

derivatisiert wurde und später im Mengenverhältnis 100:100:200:200:200:300:300 ng 

pro Lauf aufgegeben wurde. 

 

2.5.1.6 Chemische Freisetzung von N-Glykanen 

Für den Vergleich der kreuzreagierenden Hämolymph-N-Glykanprofile wurden die  

N-Glykane von jeweils 20 mg gereinigtem Hämolymphprotein der sensiblen und 

resistenten B. glabrata Stämme Puerto Rico und Salvador chemisch mit Hydrazin 

abgespalten [213]. Für einen typischen Ansatz wurden 2 mg lyophilisiertes 

Hämolymphprotein verwendet und in ein verschraubbares Glasröhrchen [Pyrex] 

abgewogen. Anschließend wurden 200 µl 98 %iges wasserfreies Hydrazin [Nacalai Tes-

que] hinzugegeben, das Glasröhrchen mit einem Teflonseptum fest verschlossen. Die 
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Inkubation erfolgte bei 100 °C für 10 h. Danach wurden das Hydrazin unter Vakuum 

entfernt und nachfolgend noch 2 x 200 µl Toluol [Nacalai Tesque] unter Vakuum ver-

dampft. Die nachfolgende Reacetylierung der Aminozucker erfolgte bei  

0° C auf Eis. Zur Reacetylierung wurden 200 µl einer eisgekühlten, gesättigten 

NaHCO3-Lösung [Sigma] mit 8 µl Acetanhydrid gemischt und sofort der getrockneten 

Probe zugegeben und kurz gevortext. Nach 5 Min. Inkubationszeit auf Eis wurde dieser 

Schritt mit nachfolgend 30 minütiger Inkubationszeit wiederholt. Nach der Reacetylie-

rung wurden störende Na+-Ionen entfernt, indem zum Ansatz soviel H+/Na+ 

Kationenaustauscher-Harz [Dowex] hinzugegeben wurde, dass sich der pH-Wert des 

Ansatzes auf 3 einstellte. Unmittelbar danach wurde der komplette Ansatz über eine 

Glasfritte gegeben, dabei das Harz abgetrennt und nochmals mit 2 ml Wasser gespült. 

Der Durchlauf enthielt die freigesetzten Glykane und wurde lyophilisiert. Alternativ 

konnten die reacetylierten N-Glykane auch über eine PGC-Kartusche (2.5.1.4) entsalzt 

werden.  

 

2.6 Analyse von PA-markierten N-Glykanen 
 

Die freigesetzten N-Glykane können zur weiteren strukturellen Analyse an ihrem 

reduzierenden Ende mit einem fluoreszierenden Marker durch reduktiver Aminierung 

gekoppelt werden, der die spätere Detektion während der HPLC-Trennung erlaubt. Zur 

Fluoreszenzmarkierung haben sich besonders 2-Aminopyridin (PA) und  

2-Aminobenzamid (2-AB) bewährt [91,94,139,140,211,213,310,311,317]. 

 

2.6.1 Herstellung PA-markierter Oligosaccharide 

Für die Markierung von Oligosacchariden an ihrem reduzierenden Ende wurde  

2-Aminopyridin [Merck] verwendet, das entweder durch Sublimation oder durch  

2-malige Umkristallisation aus n-Hexan [Merck] zuvor gereinigt wurde und bis zur 

Verwendung bei -20 °C monatelang haltbar ist. Für einen Reaktionsansatz, bei der eine 

Oligosaccharidmenge von 0,05-100 nmol markiert werden soll, wurden 200 mg  

2-Aminopyridin gelöst in 53 µl Eisessig [Merck] verwendet [213]. Nach Einstellung des  

pH-Wertes auf 7 wurde die Lösung den Oligosacchariden komplett zugegeben und im 

geschlossenen Analysenröhrchen 1 h auf 90 °C erhitzt. Nach 5 Min. abkühlen wurde 

das Reduktionsreagenz, bestehend aus 200 mg Boran-Dimethylkomplex [Merck], 50 µl 

Wasser und 80 µl Eisessig [Merck], frisch angesetzt und dem Reaktionsansatz zugefügt. 
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Die Inkubation erfolgte für 35 Min. bei 80 °C. Danach wurde der Ansatz 5 Min. abküh-

len lassen und mit 200 µl Wasser versetzt. Mit 2,5 %igem Ammoniak wurde die Lösung 

auf pH=10 gebracht und die größte Menge an überschüssigem PA durch  

6-maliges Ausschütteln mit 2 Volumina Chloroform entfernt. Die Chloroformphasen 

wurden gesammelt, das Chloroform unter N2-Strom abgeblasen und die verbliebene 

wässrige Phase auf Zucker überprüft. Alternativ kann überschüssiges PA auch mit einer 

Chloroform/Phenol-Mischung extrahiert werden. Dazu wurden gleiche Volumina von 

geschmolzenem Phenol mit Chloroform gemischt und diese Lösung mit Wasser gesät-

tigt. Nach der Markierung wurden 150 µl Wasser zum Ansatz gegeben und 2 x 200 µl 

der Chloroform-Phenol-Mischung hinzugegeben und gevortext. Die obere wässrige 

Phase wurde abgenommen, die untere verworfen. Im dritten Schritt wurde nochmals mit 

200 µl Chloroform extrahiert und die wässrige Phase anschließend lyophilisiert. Zur 

weiteren Reinigung der nun PA-markierten N-Glykane wurden diese über eine  

TSK-HW-40 Gelfiltrationssäule gegeben. Als Laufmittel wurde ein 20 mM 

Ammoniumacetat-Puffer (pH=6) verwendet. Der Fluss wurde mit einer 

Peristaltikpumpe [Minipuls, Gilson] auf 12 ml/h eingestellt und der Lauf durch 

Fluoreszenzmessung (Anregung: 320 nm, Detektion: 400 nm) beobachtet. Fraktionen 

von jeweils 30 Min. wurden gesammelt und glykanhaltige Fraktionen gepoolt und 

lyophilisiert. 

 

2.6.2 Bestimmung der Monosaccharide mittels GC/MS 

Zur Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung von Glykanen hat sich die 

Gaschromatographie (GC) in Kombination mit der massenspektrometrischen Detektion 

(GC/MS) der Monosaccharide bewährt [96]. Dazu wurde die Glykanprobe (≈ 1µg) in 

ein Glasröhrchen überführt und ü. N. lyophilisiert. Nachfolgend wurde die Probe mit 

500 µl 4 N TFA-Lösung [Merck] über 4 h bei 100 °C vollständig hydrolysiert. Nach 

Entfernung überschüssiger TFA im N2-Strom wurden die Monosaccharide mit einer  

1 %igen wässrigen Lösung von NaBH4 ü. N. bei RT zu Alditolen reduziert. Nach der 

Reaktion wurde mit 2 %iger Essigsäure neutralisiert. Durch Vakuumzentrifugation 

wurde der Ansatz getrocknet und die entstandene Borsäure durch 4-maliges Abblasen 

von 2,5 ml 1 %iger Essigsäure in MeOH im N2-Strom entfernt und mit einer Mischung 

aus 100 µl Pyridin und 400 µl Acetanhydrid ü. N. dunkel bei RT acetyliert. Danach 

wurde 3 x mit je 4 ml Dichlormethan und 2 ml Wasser extrahiert, die wässrigen Phasen 

verworfen und die Dichlormethanphasen vereinigt. Die so erhaltenen Alditolacetate 
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wurden nachfolgend im Trace Gaschromatograph [Thermo Finnigan] mit einer unpola-

ren VF5 MS-Säule [60m, 0,25 mm Innendurchmesser, Varian] aufgetrennt und mit dem 

PolarisQ Massenspektrometer [Thermo Finnigan] nach „Electron-Impact-Ionisation“ 

(EI-Ionisation) detektiert. Identifiziert wurden die einzelnen Alditolacetate einmal durch 

Cochromatographie eines Standards, der mit Rhamnose, Fucose, Xylose, Mannose, 

Glukose, Galaktose, GlcNAc und GalNAc sowie Inositol als internen Standard als 

Alditolacetate enthielt und durch deren Fragmentierungsmuster nach Electron-Impact-

(EI)-Ionisierung.  

 

2.6.3 Methylierungsanalysen  

Methylierungsanalysen liefern Informationen über die Verknüpfungspositionen der 

einzelnen Monosaccharidbausteine im Glykan [28,85,91,95-97,180,231]. Bei der 

Aufarbeitung einer Glykanprobe für die Methylierungsanalyse wurden zunächst die 

freien OH-Gruppen methylverethert, die Probe anschließend hydrolysiert und die daraus 

entstehenden freien OH-Gruppen peracetyliert. Daraus resultierende partiell methylierte 

Alditolacetate werden gaschromatographisch aufgetrennt und massenspektrometrisch 

detektiert. Die Glykanprobe (≈ 5 µg) wurde in ein Methylierungsgläschen [Zinnser] 

überführt, mit einem Teflonseptum samt Schraubverschluss leicht, aber nicht luftdicht 

verschlossen und ü. N. lyophilisiert. Unmittelbar vor der Methylierung wurde die Probe 

im Exsikkator über P2O5 [Merck] im Vakuum (1-5 mbar Druck) ü. N. weiter getrocknet. 

Für die Probenentnahme wurde der Exsikkator mit trockenem Argon geflutet und die 

Probengläschen sofort fest verschlossen. Durch das Septum wurden nachfolgend 50 µl 

trockenes DMSO [Restwasser ≤ 0,01 %, Fluka] zugegeben und die Probe 1,5 h lang im 

gekühlten US-Bad [Sonorex] gelöst. Anschließend wurden 50 µl Lithium-

Dimethylsulfinylat-Lösung (2 M Butyllithium in DMSO) zur Aktivierung der  

OH-Gruppen zugegeben und weitere 1,5 h im US-Bad inkubiert. Die OH-Gruppen 

wurden durch Zugabe von 50 µl frisch destilliertem Iodmethan methylverethert. 

Alternativ wurde deuteriertes Iodmethan zur Methylierung verwendet, das pro 

Methylgruppe eine weitere Massenzunahme um drei Einheiten bewirkt und ermöglicht, 

die Position von bereits vorhandener Methylgruppen an monomethylierten 

Monosacchariden zu detektieren. Die permethylierten N-Glykane wurden über eine RP-

Kartusche mit 100 mg C18ec Material aufgereinigt. Die Kartusche wurde zuvor mit je 5 

ml Wasser, ACN, Methanol und nochmals 10 ml Wasser gewaschen, dann die Probe 

aufgegeben, 150 µl Wasser zugegeben und nochmals mit 300 µl Wasser nachgespült. 
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Anschließend wurde die Säule mit 5 ml Wasser und 2 ml 10 %igem ACN gewaschen. 

Die Probe wurde mit 4 ml ACN, 2 ml MeOH sowie 2 ml Chloroform eluiert. Nach der 

Trocknung der permethylierten Alditolacetaten konnten diese direkt 

massenspektrometrisch untersucht werden oder aber gemäß der Aufarbeitung für die 

Monosaccharidbestimmung mittels GC/MS (2.6.2) weiterverarbeitet werden.  

 

2.6.4 Affinitätschromatographien mit PA-markierten  
N-Glykanen  

2.6.4.1 Herstellung und Verwendung einer Immunaffinitätssäule 

Zur Untersuchung der N-Glykane, die mit Glykokonjugaten von S. mansoni   

kreuzreagieren, sollten diese Glykanspezies durch Immunaffinitätschromatographie aus 

dem Pool freigesetzter N-Glykane angereichert werden. Dazu standen mit BR 11 und 

BR 84 zwei Hyperimmunseren aus Kaninchen zur Verfügung, die gegen lösliche Eianti-

gene von S. mansoni gerichtet sind. Da aus den Vollseren nur die IgG-Fraktion benötig 

wurde, war diese zuvor durch Affinitätschromatographie an DEAE Affi-Gel Blue 

[BioRad], einem bifunktionalen Affinitätsgel aus Agaroseperlen, an welches kovalent 

der reaktive Farbstoff „Blue 2“ und als Ionenaustauscher Diethylaminoethan gebunden 

ist, abgetrennt worden. Eine fertig präparierte Trennsäule war bereits vorhanden und 

wurde neu aktiviert [230]. Ein Gemisch aus 60 % einer wässrigen Lösung aus 0,1 M 

Eisessig und 1,4 M NaCl (pH = 3) und 40 % Isopropanol wurde als Vorwaschpuffer 

verwendet, eine wässrige Lösung aus 0,02 M Tris-HCl, 0,028 M NaCl und 0,02 % 

NaN3 (pH = 8) als Laufpuffer. Zunächst wurde die Säule (30 x 3 cm) durch Waschen 

des Säulenmaterials mit 2 - 3 Gelvolumina einer Lösung von 2 M Guanidin-HCl [Fluka] 

in Laufpuffer komplett gereinigt. Mit einer Peristaltikpumpe wurde dazu ein 

Säulendurchfluss von 12 ml/h eingestellt. Nach der Reinigung wurde das 

Säulenmaterial mit 3-4 Volumina an Laufpuffer äquilibriert. Beide Seren wurden vor 

dem Säulenauftrag 10 Min. mit 440x g kühl zentrifugiert und dann 48 h lang bei 

dreimaligem Pufferwechsel gegen Laufpuffer bei 4 °C dialysiert. Der komplette 

Chromatographie-Vorgang fand bei 4 °C im Kühlraum statt.  Nach der Dialyse wurde 

das Serengemisch komplett auf die Säule gegeben und die Säule mit drei Volumina 

Laufpuffer gespült, wobei nur die IgG-Fraktion unter den gegebenen Bedingungen nicht 

bindet. Der Chromatographieverlauf wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm 

mit einem Durchflussphotometer [Uvicord II, LKB, München] detektiert, mit einem 

Schreiber [LKB] aufgezeichnet und mit einem Fraktionskollektor [LKB] Fraktionen zu 
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je 6 ml gesammelt. Von Aliquots in Frage kommender Fraktionen wurde die Reinheit 

der IgGs unter reduzierenden Bedingungen mit einer SDS-PAGE geprüft, saubere IgG-

Fraktionen gepoolt und mittels Vakuumdialyse bei 4 °C schonend ankonzentriert [230]. 

Für die Immobilisierung der IgGs wurde NHS-aktivierte Sepharose [Amersham] 

verwendet und der Kopplungsvorgang nach Herstellerangaben durchgeführt. Zuvor 

wurde die IgG-Lösung gegen PBS umgepuffert. Die Kopplung erfolgte bei 4 °C an 7 ml 

Sepharose-Gel, das in eine kleine Glassäule überführt wurde. Die gebrauchsfertige 

Säule wurde bei 4 °C in PBS + 0,02 % Azid [Sigma] aufbewahrt. Vor der 

Chromatographie wurde die Säule mit 5 Gelvolumina TBS gespült. Die PA-markierten 

N-Glykane wurden zuvor lyophilisiert, in 500 µl TBS gelöst und auf die Säule 

aufgetragen. Nach der Probe wurden weitere 2 ml TBS auf die Säule gegeben und 

einsickern gelassen. Nach 1 h Inkubationszeit wurde die Säule mit 50 ml TBS gewa-

schen, die Waschfraktion gesammelt und lyophilisiert. Eluiert wurde die Säule dann mit 

50 ml einer 50 mM Triethylamin (TEA, Merck) und 100 mM NaCl (pH = 11,5), das 

Eluat aufgefangen und lyophilisiert. Um eine möglichst effektive Anreicherung der 

kreuzreagierenden N-Glykane zu erzielen, wurde der gesamte N-Glykanpool zweimal 

über die Affinitätschromatographiesäule gegeben. Die gesammelten Fraktionen von 

Durchlauf und Eluat wurden mit PGC-Kartuschen entsalzt, anschließend lyophilisiert 

und für die weiteren Analysen (GC/MS-Monosaccharidbestimmung, Methylierungsa-

nalysen und Massenspektrometrie (2.6) verwendet.  

 

2.6.4.2 Lektinaffinitätsläufe mit fucosespezifischem Lektin 

Um aus dem Pool an kreuzreagierenden N-Glykanen diejenigen zu isolieren, die fucosy-

liert sind, wurde mit dem Gesamtpool an kreuzreagierenden Glykanspezies ein 

Lektinaffinitätslauf durchgeführt. Dazu wurde das Lektin des Pilzes Aleuria aurantia 

(AAL) verwendet, das besonders gut (α1-6)-gebundene, aber auch  (α1-3)-gebundene 

Fucose bindet [94,323]. Die Lektinsäule, die mit 4 ml AAL-Sepharose (2 mg Lektin pro 

ml Sepharose) gefüllt war, wurde mit 50 ml PBS (6,5 mM KH2PO4, 0,15 M NaCl,  

pH= 7,4) gewaschen. Die Glykanprobe wurde in 500 µl Puffer gelöst, auf die Säule 

gegeben und 1 ml PBS nachgelegt. Nach Einsickern der Probe wurde der Ansatz 1 h 

lang inkubiert. Ungebundene Glykane wurden mit 30 ml Puffer ausgewaschen und die 

gebundenen Glykane in zwei Fraktionen eluiert. Die erste Fraktion wurde mit 30 ml  

einer 1 mM Fucose-Lösung in PBS, mögliche höher fucosylierte Spezies mit 30 ml ei-

ner 50 mM Fucose-Lösung in PBS eluiert. Anschließend wurde die Säule mit 50 ml 
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PBS fucosefrei gewaschen und die Affinitätschromatographie einmal wiederholt. 

Nachfolgend wurden alle drei Fraktionen lyophilisiert, mit PGC-Kartuschen entsalzt 

und massenspektrometrisch analysiert. 

 

2.6.5  HPLC-Trennungen der PA-markierten N-Glykane 

2.6.5.1 Größenfraktionierung mittels Normalphasen-HPLC 

Im ersten Teil dieser Studie, zur Untersuchung der kreuzreagierenden Glykane, wurden 

die Fraktionen aus der Lektinaffinitätschromatographie vor der Massenspektrometrie 

mittels Normalphasen-HPLC nach Größe aufgetrennt. Dazu wurde eine TSKgel Amide-

80 Säule [25 cm x 4,6 mm, Tosoh] mit der Vorsäule TSKgel Amide-80 Guardcolumn  

[1 cm x 4,6 mm, Tosoh] verwendet. Als Laufpuffer wurde eine 3 %ige wässrige 

Essigsäurelösung verwendet, die mit TEA auf pH = 7,3 eingestellt worden war.  Ein 

Gemisch aus 35 % Essigsäure-Puffer und 65 % ACN wurde als Laufmittel (LM) A 

verwendet, ein Gemisch aus 50 % Essigsäure-Puffer und 50 % ACN als LM B. Äquili-

briert wurde die Säule mit LM A bei einem Fluss von 1 ml/Min. Ein Gradient von 0 bis 

100 % LM B in 50 Minuten wurde gefahren. Die Probe wurde in 50 µl LM A gelöst und 

aufgegeben. Um Temperatureffekte auszuschließen, wurde die Säule auf  

40 °C gewärmt. Von der AAL-Waschfraktion wurden HPLC-Fraktionen von 1 Min. 

Laufzeit und von der AAL-Eluat-Fraktion HPLC-Fraktionen von 30 Sekunden Laufzeit 

gesammelt. Die Fraktionen wurden für alle nachfolgenden massenspektrometrischen 

Untersuchungen verwendet.  

 

2.6.5.2 2D-HPLC-Mapping von PA-markierten N-Glykanen 

Die N-Glykane, die für den Profilvergleich der kreuzreagierenden Spezies chemisch 

abgespalten worden waren, wurden mit der Methode des 2D-HPLC-Mappings aufge-

trennt. Bei dieser Methode werden Glykangemische einer systematischen und 

vergleichenden HPLC-Trennung unter konstanten Bedingungen unterzogen  

[209,212,214,285,324]. Dabei lassen sich Intensitätsunterschiede in der Fluoreszenz 

detektieren und mittels eines Mengenstandards quantitative Aussagen über die Proben 

machen. Im Verlauf dieser Methode wurden die Glykane zuerst einer Größenfraktionie-

rung unterzogen. Die Fraktionen wurden dabei nach Zeitfenstern gesammelt, die durch 

das Elutionsprofil von PA-markierten Isomaltosyloligosacchariden (IMO) gegeben wur-

den, welche sich nur um eine Glukose-Einheit unterscheiden. Gesammelt wurde immer 
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im zeitlichen Mittel zweier PA-IMO-Elutionspeaks. Die Größenfraktionierung erfolgte 

mit nachfolgenden Bedingungen:  

Säule:    NH2P-50 4D Säule [0,46 mm x 15 cm, Shodex Asahipak] 
Laufmittel A:   ACN 
Laufmittel B:   0,3 %ige wässrige Ammoniumacetatlösung (pH = 7)  
Fluss:    0,5 ml/Min.  
Säulentemperatur:  38 °C  
Fluoreszenzmessung: 310/380 nm  
Probenauftrag:  gelöst in 80 % LM A und 20 % LM B  
 

Tabelle 3: HPLC-Bedingungen für die NH2P-Säule zur Größenfraktionierung 

Zeit [min] % Laufmittel  A % Laufmittel B 
0 80 20 
50 30 70 
55 80 20 
100 80 20 

 

Nachfolgend wurden die einzelnen Fraktionen nach MS-Analyse und Trocknung der 

RP-HPLC unterzogen und damit in der zweiten Dimension aufgetrennt. Als Standard 

diente dabei M5A (Man5GlcNAc2-PA), als PA-markiertes Standard-Glykan bekannter 

Masse und Menge, das zuvor vom Enzym TAKA-Amylase A freigesetzt wurde 

[209,214,215,285]. Die zweite Dimension erfolgte mit nachfolgenden Bedingungen: 

Säule:    Cosmosil 5C18-P [2 mm x 250 mm, Waters] 
Laufmittel A:   0,1 M Ammoniumacetat-Lösung (pH = 4) 
Laufmittel B:   Laufmittel A + 0,5 % (v/v) 1-Butanol  
Fluss:    0,2 ml/Min.  
Säulentemperatur: 38 °C  
Fluoreszenzmessung: 315/400 nm  
Probenauftrag:  gelöst in 5 µl eines Gemisch aus 85 % LM A und 15 % LM B  
 

Tabelle 4: RP-HPLC-Bedingungen für die Cosmosil-Säule 

Zeit [min] % Laufmittel  A % Laufmittel B 
0 85 15 

105 20 80 
106 85 15 
120 85 15 

 

Die Intensitäten der Peaks oder Peakgruppen aus den resultierenden RP-HPLC-Chroma-

togrammen lassen sich nachfolgend vergleichen, quantifizieren und die Fraktionen mas-

senspektrometrisch untersuchen.  
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2.6.6 Verwendung von Exoglykosidasen und  
HF-Behandlung 

Um die anomere Konfiguration von Monosaccharidbausteinen im Glykan zu untersu-

chen, wurden Exoglykosidasen eingesetzt, die das PA-markierte N-Glykan vom nicht-

reduzierenden Ende sequentiell abdauen. Prinzipiell lassen sich dabei α/β-Hexosidasen, 

β-N-Acetylhexosaminidase, α-Fucosidase und β-Xylosidase verwenden. Ein Aliquot der 

Glykanprobe wurde in ein Glasvial [VWR] überführt und getrocknet. Anschließend 

wurde die Probe in 2-3 µl 25 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH = 5) gelöst,  0,1 Units 

Enzym hinzugegeben und ü. N. bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Probe di-

rekt massenspektrometrisch untersucht. Eine elegante Methode stellt der 

Exoglykosidaseverdau auf dem MALDI-TOF-MS-Target dar, wobei eine bereits 

gemessene Glykanprobe direkt auf dem Target enzymatisch behandelt und anschließend 

erneut massenspektrometrisch untersucht werden kann, was insbesondere eine 

Substanzeinsparung bedeutet. Eine entsprechende Probe wurde dafür nach der bereits 

veröffentlichten Methode vorbereitet [92]. Folgende Enzyme wurden verwendet:  

α-Mannosidase [EC 3.2.1.24, Sigma], β-N-Acetylhexosaminidase [Jackbohne,  

EC 3.2.1.52, Sigma], α-Fucosidase [Rinderniere, EC 3.2.1.51, Sigma], β-Galactosidase 

[Jackbohne, EC 3.2.1.23, Glyco] und β-Xylosidase aus Solanum tuberosum (für Details 

siehe: [233]).   

 

2.7  Massenspektrometrische Analyse der N-Glykane 
 

Für die strukturelle Analyse von Glykokonjugaten und Glykanen haben mit der  

„Matrix assisted Laser desorption ionisation-time of flight“ (MALDI-TOF) und der 

„Electrospray-Ionisation“ (ESI) Massenspektrometrie (MS) zwei Verfahren in den letz-

ten Jahren besondere Bedeutung erlangt. Sanfte Ionisierungen erlauben dabei die Mes-

sung intakter Moleküle, und spezielle geräteabhängige Messmethoden ermöglichen die 

gezielte Fragmentierung der Probenmoleküle und liefern damit verschiedene struktu-

relle Informationen [91,136,138,201,207,332].   
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2.7.1 Matrix assisted Laser desorption ionisation – time of 
flight – Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) 

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden an einem Ultraflex-TOF/TOF 

(U-TOF) Massenspektrometer [Bruker], der mit einem Stickstofflaser und einer LIFT-

MS/MS-Einheit ausgerüstet war, durchgeführt. Das Gerät wurde im positiven 

Reflektormodus betrieben. Fragmentionenanalyse mittels Tandem-Massenspektrometrie 

(MS/MS) wurde nach Laser-induzierter Ionisation (LID) durchgeführt [94,319]. Zur 

Probenvorbereitung wurden auf einem Target mit 600er Anchor [Bruker] zunächst  

0,25 µl Matrixlösung (5 mg/ml Azathiothymin (ATT) in Wasser) vorgelegt, mit 0,25 µl 

Probe gemischt und im Kaltluftstrom getrocknet. Mit 25 kV und 30 Hz Laserschussfre-

quenz wurde die Probe gemessen und intensitätsabhängig 90 bis 1000 einzelne Schüsse 

aufaddiert. Für die Fragmentionenanalyse im Tandem time-of-flight (TOF-TOF) Mo-

dus, wurden Vorläuferionen einer definierten Masse mit 6 kV forciert und in einem 

zeitlich begrenzten Ionenfenster selektiert. Fragmentionen wurden mittels LID mit 19 

kV in der LIFT-Zelle generiert und deren Massen als H+-Addukte nach Passage des 

Ionenreflektors analysiert. Für die Fragmentionenanalyse im TOF-TOF-Modus durch 

kollisionsinduzierte Dissoziation (heCID) wurde die Ionenquelle mit 0,5 x 10 -5 bar 

Argon als Kollisionsgas geflutet. Während bei der LID von H+-Addukten vornehmlich 

glykosidische Brüche gebildet werden, treten bei der Fragmentierung in der heCID 

Messmethode mit Na+-Addukten zusätzliche Ringfragmentierungen auf, die wichtige 

Informationen über das Glykangerüst und die Belegung besonders des C6-Atoms (6er 

Antenne) der zentralen, β-gebundenen Mannose der N-Glykanen liefern. Die 

Verlängerung der 6er Antenne eines N-Glykans kann dabei durch das Auftreten eines 

charakteristischen Doppelbruchs des Glykangerüstes identifiziert werden, bei dem ein 

so genanntes „D-Ion“ gebildet wird [134]. Zusätzlich zu dem „D-Ion“ werden zwei 

relevante A-Ringfragmente gebildet, die durch 0,4A und 3,5A Ringfragmentierungen aus 

der zentralen Mannose hervorgehen und Informationen zur Belegung der C6-Antenne 

liefern.  Entscheidend für die Bildung von Na+-Addukten und Ringfragmenten ist neben 

der Probenmenge auch der Probenauftrag. Für die zu verwendende Matrix sind in der 

Literatur verschiedene Rezepte in Abhängigkeit von der Glykanprobe beschrieben 

worden [94,136,176,207]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Matrix aus 5 mg DHB 

gelöst in 1 ml eines Gemisches aus  30 % ACN und 0,1 % TFA verwendet. Dabei 

wurde auf einem 800er Anchor Chip Target [Bruker] 0,5 µl Matrix vorgelegt und 1 bis 

2 µl Probe hinzu pipettiert und anschliessend im Kaltluftstrom getrocknet.  
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2.7.2 nano-HPLC mit online-Kopplung an Electrospray-Ionisa-
tion-Ion Trap-Massenspektrometrie (ESI-IT-MS) 

Die ESI-IT-Massenspektrometrie wurde an einem Esquire 3000 Gerät von Bruker 

durchgeführt. Mittels einer nano-HPLC-Anlage [Ultimate, LC-Packings] war es mög-

lich, die N-Glykanprobe aufzutrennen, um sie anschließend nach der Elution online 

mittels einer feinen Glasnadel im Massenspektrometer durch Elektrospray zu ionisieren 

und detektieren zu können. Als Laufpuffer wurde eine wässrige 50 mM 

Ameisensäurelösung (pH = 4,4) verwendet. Die Probe wurde in 10 µl eines Gemisches 

aus 20 % Puffer und 80 % ACN gelöst und 1 µl auf die TSKgel Amide-80 Kapillarsäule 

[150 mm x 75 µm, Grohm] aufgegeben. Als LM A diente das Gemisch aus 20 % Puffer 

und 80 % ACN, als LM B der Laufpuffer. Nach der Injektion wurde nach weiteren  

5 Minuten LM A in 35 Min. auf 60 % LM B erhöht und 10 Min. gehalten.  

In weiteren 10 Min. wurde bis auf 100 % LM A zurückgeführt und für weitere 25 Min. 

gehalten. Die Nano-HPLC wurde mit einem Vorfluss von 130 µl/Min. betrieben und der 

effektive Fluss über die Säule betrug ca. 300 nl/Min. Die Online-Nadel [PicoTip, 

EMITTER, New Objective] war zuvor in den Nanospray-Quellenkopf eingespannt und 

mittels einer verschiebbaren Mechanik in x,y und z-Richtung zum Sprayschild hin 

ausgerichtet worden. Mit Hilfe der Steuerungssoftware HyStar [Bruker] wurde eine 

Spannung von 1400 Volt angelegt und das Trocknungsgas N2 auf 200 °C und einem 

Fluss von 6 l/Min. eingestellt. Es wurden Ionen im Bereich von m/z 50 bis m/z 2500 

aufgezeichnet. Ionen von Interesse wurden in der Ionenfalle isoliert und fragmentiert. 

 

 

2.7.3 Auswertung der massenspektrometrischen Daten 

Zur Auswertung der massenspektrometrischen Daten wurde das Softwarepaket Com-

pass 1.1 von Bruker verwendet, das neben der Steuerungssoftware FlexControl 2.4 für 

das U-TOF Massenspektrometer auch das Programm FlexAnalysis 2.4 für die 

Annotierungen der detektierten Signale enthält. Die Daten aus den ESI-IT-Messungen 

wurden mit der Bruker Software DataAnalysis ausgewertet. Für die Zuordnung von 

Fragmenten zu den detektierten Massenpeaks wurde das Programm „Glyco-Peakfinder“ 

verwendet (http://www.eurocarbdb.org/applications/ms-tools). Zur Benennung der 

Fragmente wurde die Nomenklatur von Domon und Costello (1988) angewendet [75]. 

Mit dem Programm „GlycoWorkbench“ wurden zum einen die Strukturen gezeichnet, 

und zum anderen rein rechnerisch überprüft, ob sich die detektierten Fragmentpeaks aus 
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strukturellen Vorschlägen herleiten lassen (http://www.eurocarbdb.org/applications/ms-

tools). Für die einzelnen Monosaccharide wurden folgende Symbole verwendet (Abb. 

12).  

= Mannose     = N-Acetylglukosamin

= N-Acetylgalaktosamin           = Fucose

= Xylose                                   = 3-O-Methylmannose

= Galaktose

3Me

= Mannose     = N-Acetylglukosamin

= N-Acetylgalaktosamin           = Fucose

= Xylose                                   = 3-O-Methylmannose

= Galaktose

3Me

 

Abb. 12: Übersicht über die verwendeten Symbole aus dem GlycoWorkbench-Pro-
gramm zur Darstellung der N-Glykanstrukturen. Die Symbole befinden sich nochmals 
auf der ausklappbaren Seite 213 des Anhangs.  

 

2.8 Immunhistologische Untersuchungen 

2.8.1 Fixierung und Einbettung von Schnecken 

Für die immunhistologischen Untersuchungen wurden adulte Exemplare uninfizierter 

und infizierter B. glabrata verwendet. Die Schnecken wurden vor der Fixierung in  

3 %igem ethanolischem Aquarienwasser narkotisiert und samt Gehäuse isoosmotisch in 

4 % PFA isoosmotisch für 12 h fixiert. Danach wurde das Gehäuse vorsichtig von den 

Schnecken präpariert und für weitere 12 h fixiert. Nach der Fixierung wurden die 

Exemplare in PBS gewaschen und konnten in 0,02 % Azid in PBS bei 4 °C gelagert 

werden. Um einzelne Gewebsbereiche der Schnecken gezielt untersuchen zu können, 

wurden die fixierten Präparate als kleinere Stückchen in Agar (2 %ig in PBS) [Serva] 

arretiert. Die Einbettung in Paraffin, das Anfertigen von 1 µm dicken Serienschnitten 

(Superfrost Objektträger) und standardisierten Gewebsfärbungen wurde freundlicher-

weise vom Labor Prof. Dr. Bohle (Institut für Pathologie, Universität Gießen) übernom-

men.  

2.8.2 Immunhistochemische Markierung an Schneckenschnitten 

Für die Markierungen wurde folgendes standardisierte Protokoll, modifiziert nach van 

Leeuwen (1986) verwendet [297].  

Tabelle 5: Arbeitsschritte zur immunhistochemischen Anfärbung von Schneckenschnit-
ten 

 Arbeitsschritt Zeit 
1. Entparaffinieren in Roti-Histol [Roth] 2x 5 Min. 
2. Wässern der Schnitte in absteigender EtOH-

Reihe (100, 96, 90, 80 und 70 % in TBS) 
Je 5 Min. 
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3. Einstellen in TBS 2x 15 Min. 
4. Einstellen in heißen Citratpuffer (0,01 M, pH = 

6, 80-90 °C) 
15 Min. 

5. Einstellen in 3 %igens H2O2 (in TBS) 5 Min. (dunkel) 
6. Glycinpassage (0,1 M) 10 Min. 
7. Blockieren der Schnitte in 3 % BSA/0,1 % Tri-

ton-X-100 in TBS 
2 h (RT) 

8. Inkubation mit 1. Antikörper (verdünnt in 0,1 % 
BSA/0,1 % Triton-X-100 in TBS) 

2 h RT oder ü. N.  4°C 

9. Waschen der Schnitte in TBS 3 x 10 Min. 
10. Inkubation mit 2. Antikörper (verdünnt in 0,1 % 

BSA/0,1 % Triton-X-100 in TBS) 
1 - 2 h 

11. Waschen der Schnitte in TBS 4x 10 Min. 
12. Färben mit DAB (6 mg DAB in 10 ml TBS + 

20 µl 30 %iges H2O2)  
1 - 5 Min. 

 
13. 

 
Abstoppen der Färbung durch Einstellen in 
Wasser 

 
1 Min. 

14. Kernfärbung mit Hämalaun 0,5 - 2 Min. 
15. Waschen in Wasser 4x 1 Min. 
16. Entwässern in kurzer EtOH-Passage (70, 90 

und 100 %) 
Je 2 Min. 

17. Roti-Histol Passage 2 Min. 
18. Eindeckeln in Roti-Histokitt  

 

Als Negativkontrollen wurden Schnitte mit PBS anstelle des 1. Antikörpers inkubiert 

oder Normalseren von Kaninchen und Maus verwendet. Die Citratpuffer-Passage  

(4. Schritt) dient der Verstärkung durch Freisetzung der antigenen 

Oberflächenstrukturen [21]. Die Kernfärbung kann auch entfallen und nach Schritt 13 

zu Schritt 16 übergegangen werden. Die so markierten Schnitte sind lichtgeschützt 

jahrelang haltbar.  

Tabelle 6: Übersicht der eingesetzten Verdünnungen an Antiseren, Antikörpern und 
Zweitantikörpern für die immunhistochemischen Anfärbungen. 

 
Inkubation Verdünnung Zweitantikörper Verdünnung 

BR 84 (α-SEA) 1:5000 S-a-R, HRP-konjugiert 1 :100 
CTF 1:5000 S-a-R, HRP-konjugiert 1 :100 
M2D3H (10x) 1:100 R-a-M, HRP-konjugiert 1 :100 
F-LDN 1:10 R-a-M, HRP-konjugiert 1 :100 
LDN 1:10 R-a-M, HRP-konjugiert 1 :100 
LDN-F 1:10 R-a-M, HRP-konjugiert 1 :100 
LDN-DF (10x) 1:100 R-a-M, HRP-konjugiert 1 :100 
G8G12 1:200 R-a-M, HRP-konjugiert 1 :100 
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2.8.3 Immunhistochemie an Miracidien 

Die immunhistochemische Markierung von Miracidien wurde in Anlehnung an die Me-

thode von Pinheiro et al. (2004) durchgeführt [236]. Chamber-Slides [Nunc] mit 8 

Kammern wurden ü. N. bei 4 °C mit Poly-L-Lysin-Lösung [Sigma] beschichtet, 

anschließend für 6 h bei 37 °C getrocknet und 1 x mit PBS gewaschen. Schlupffrische 

Miracidien eines liberianischen Stammes wurden durch Perfusion nach Präparation von 

syrischen Hamstern gewonnen [110,268], in PEM Puffer fixiert [226] und danach 1 x in 

PBS gewaschen. In jede Kammer wurden ca. 20-50 Miracidien pipettiert und ü. N. bei  

4 °C adhärieren lassen. Anschließend wurden die Miracidien vorsichtig mit PBS gewa-

schen und in mikrotubulistabilisierendem Puffer + 0,5 % Triton X-100 1 h permeabili-

siert [104]. Danach wurde 30 Min. bei RT mit 3 % BSA in PBS blockiert. Der erste An-

tikörper wurde mit einer Lösung von 0,1 % BSA in PBS plus 0,1 % Triton-X-100 ver-

dünnt, auf die Miracidien pipettiert und ü. N. bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die Lö-

sung vorsichtig abgesaugt und 4 x 10 Min. mit PBS gewaschen. Der zweite Antikörper 

war FITC-konjugiert, wurde 1:20 mit der gleichen Lösung verdünnt und 1 h dunkel bei 

RT inkubiert. Als Negativkontrollen wurden Inkubationen mit PBS und mit 1:5000 

verdünnten NMS und NRS angesetzt. Danach wurde die Lösung abgenommen und er-

neut 4 x 10 Min. mit PBS gewaschen. Nach Abnahme des Chamberaufsatz wurden die 

Miracidien mit einen Tropfen Vectashield [Vectorlaboratories, Burlingame, USA] ver-

setzt, eingedeckelt und kühl und dunkel gelagert.  

Tabelle 7: Übersicht der eingesetzten Verdünnungen an Antiseren, Antikörpern und 
Zweitantikörpern für die Oberflächenmarkierung von Miracidien 

Inkubation Verdünnung Zweitantikörper Verdünnung 

BR 84 (α-SEA) 1:5000 G-a-R FITC-konjugiert 1:20 
M2D3H (10x) 1:100 G-a-M FITC-konjugiert 1:20 
F-LDN 1:10 G-a-M FITC-konjugiert 1:20 
LDN 1:10 G-a-M FITC-konjugiert 1:20 
LDN-F 1:10 G-a-M FITC-konjugiert 1:20 
LDN-DF (10x) 1:100 G-a-M FITC-konjugiert 1:20 
LeX (10x) 1 :100 G-a-M FITC-konjugiert 1 :20 
    

 

2.8.4 Dokumentation der immunhistochemischen Markierungen 

Die Objektträger und Chamberslides wurden am Mikroskop Leica DM 6000 B im Ru-

dolf-Buchheim-Institut für Pharmakologie fotografisch dokumentiert. Zur Auswertung 

der Aufnahmen wurde die Mikroskopsoftware Leica FW 4000 verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Aufreinigung des Hämolymphproteins 
 

Für die strukturelle Charakterisierung der N-gebundenen Glykane des 

Hämolymphgesamtproteins von B. glabrata waren insgesamt 1200 mg 

Hämolymphprotein aufgearbeitet worden (2.3). Die aufgereinigte Hämolymphe diente 

als Ausgangsmaterial für alle weiteren Untersuchungen. Der größte Teil des 

Hämolymphproteins wurde dazu verwendet, die N-Glykane für die strukturelle 

Untersuchung abzuspalten (2.5.1). Dies wurde ausnahmslos an tryptisch verdauten 

Glykopeptiden mit PNGase F durchgeführt, da ein Vorversuch ergeben hatte, dass die 

Abspaltung von N-Glykanen am intakten Glykoprotein durch das Enzym nicht sehr 

effizient war.  

 

3.2 Isolierung, Aufreinigung und Untersuchungen 
kreuzreagierender N-Glykane  

 

Die aus Hämolymphprotein mit PNGase F freigesetzten N-Glykane wurden über eine 

PGC-Kartusche entsalzt und mit 2-Aminopyridin fluoreszenzmarkiert. Zur Isolierung 

der mit schistosomalen Glykokonjugaten kreuzreagierenden N-Glykane wurde aus 

polyklonalen Kaninchenseren, die gegen lösliches Eiantigen (SEA) von S. mansoni 

gerichtet waren, die IgG-Fraktion isoliert und an NHS-aktivierte Sepharose gekoppelt. 

Kreuzreagierende Spezies wurden mittels Immunaffinitätschromatographie angerei-

chert. Der daraus resultierende Pool an kreuzreagierenden N-Glykanen diente als weite-

res Ausgangsmaterial für alle strukturellen Untersuchungen. Zur weiteren Auftrennung 

der N-Glykane in fucosylierte und unfucosylierte Spezies wurde der gesamte Pool einer 

Lektinaffinitätschromatographie unter Verwendung des immobilisierten, fucosespezifi-

schen Lektins von Aleuria aurantia (AAL) unterzogen. Die strukturelle Charakterisie-

rung einzelner Spezies wurde nach Normalphasen-HPLC der beiden resultierenden 

Fraktionen (Lektinsäulen-Durchlauf und -Eluat) aus  einzelnen HPLC Fraktionen 

durchgeführt. Eine Übersicht über den experimentellen Verlauf der Aufarbeitung und 

Charakterisierung gibt Abb. 13.   
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B. glabrata Hämolymphe 

Zentrifugation: 30 Min, 1780x g, 4 °C

Zentrifugierte Hämolymphe

Dialyse, 25mM NH4HCO3, 4°C

Gereinigte Hämolymphe

Aliquot: - Proteinbestimmung
- SDS-PAGE
- ELISA
- Monosaccharid-
bestimmung (GC)

Tryptischer Verdau

Tryptische 
Hämolymph(glyko-)peptide

Verdau mit PNGase F

freie N-Glykane, 
unverdaute (Glyko-)peptide

RP-Kartusche
restliche (Glyko-)peptide

Freie N-Glykane

PGC-Kartusche, PA-Markierung

PA-markierte N-Glykane

Immunaffinitätschromatographie
mit anti-SEA Antikörpern

Kreuzreagierende N-Glykane

Affinitätschromatographie mit 
fucosespezifischem AAL-Lektin

AAL-positive und AAL-negative
kreuzreagierende N-Glykane

Strukturelle Analyse:
- HPLC Fraktionierung
- MALDI-TOF-MS
- ESI-IT-MS
- Exoglykosidase-Behandlung

B. glabrata Hämolymphe 

Zentrifugation: 30 Min, 1780x g, 4 °C

Zentrifugierte Hämolymphe

Dialyse, 25mM NH4HCO3, 4°C

Gereinigte Hämolymphe

Aliquot: - Proteinbestimmung
- SDS-PAGE
- ELISA
- Monosaccharid-
bestimmung (GC)

Tryptischer Verdau

Tryptische 
Hämolymph(glyko-)peptide

Verdau mit PNGase F

freie N-Glykane, 
unverdaute (Glyko-)peptide

RP-Kartusche
restliche (Glyko-)peptide

Freie N-Glykane

PGC-Kartusche, PA-Markierung

PA-markierte N-Glykane

Immunaffinitätschromatographie
mit anti-SEA Antikörpern

Kreuzreagierende N-Glykane

Affinitätschromatographie mit 
fucosespezifischem AAL-Lektin

AAL-positive und AAL-negative
kreuzreagierende N-Glykane

Strukturelle Analyse:
- HPLC Fraktionierung
- MALDI-TOF-MS
- ESI-IT-MS
- Exoglykosidase-Behandlung  

Abb. 13: Übersicht über die erfolgte Aufarbeitung der Hämolymphprobe, die Abspal-
tung und Aufreinigung der N-Glykane sowie den weiteren Weg der strukturellen 
Charakterisierung der kreuzreagierenden Glykanspezies.  
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3.3 Biochemische Untersuchungen 

3.3.1 Proteinbestimmung 

Zunächst wurde der Proteingehalt der aufgereinigten Hämolymphe ermittelt.  

Dazu war die Proteinbestimmung mit dem Protein-Assay Kit von BioRad durchgeführt 

worden (2.4.1). Die Hämolymphprobe wurde zuvor 1:1 mit Wasser verdünnt und 1 µl 

Probe als dreifachen Ansatz eingesetzt worden. Mittels der erstellten Eichgerade wurde 

die Proteinbestimmung an den Hämolymphproben durchgeführt. Sie ergab einen mittle-

ren Gehalt von ca. 10,1 µg/µl Protein für B. glabrata aus gemischter Hälterung sowie 

8,5 µg/µl und 9,5 µg/µl für B. glabrata des Puerto Rico und Salvador Stammes.  

 

3.3.2 1D-SDS-PAGE und Western Blot 

Die Auftrennung eines Aliquots der dialysierten Hämolymphe mit der 1D-SDS-PAGE 

unter reduzierenden Bedingungen bot einen Überblick über die Größenverteilung der 

Hämolymphproteine. Dabei erzielte das 8,5 %ige Trenngel das beste Trennungsergeb-

nis. Das Auftreten von einigen Proteinpräzipitaten im Massenbereich von über 250 kDa 

konnte in silbergefärbten Gelen nur schwach nachgewiesen werden. Um eine erste Aus-

sage über das Bindevermögen von anti-SEA Serum und die Präsenz des  

Fuc(α1-3)GalNAc-Epitops zu bekommen, wurde an 1D-Gel Western Blot Streifen 

Bindungsstudien mit dem anti-SEA Serum und dem mAk M2D3H durchgeführt (2.4.4). 

Als ideale Proteinmenge pro Gelspur wurde in Vorversuchen 10 µg Hämolymphprotein 

ermittelt. Zur Positivkontrolle wurde im Western Blot eine Spur mit anti-Bg-Hämoglo-

bin Serum inkubiert. Die Negativkontrollen im Western Blot, bestehend aus jeweils 

einer Spur verdünntem NMS und NRS zeigten nach Belichtung keine Signale und wer-

den daher nicht gezeigt. Das anti-SEA Serum zeigte eine starke Bindung an zahlreiche 

distinkte Banden im Massenbereich von etwas mehr als 10 kDa bis hin zu 250 kDa 

(Abb. 14). Die Signale darüber sind als Bindungen an höhermolekulare Präzipitate zu 

betrachten. Das Bindevermögen des M2D3H mAks schien sich im Bandenmuster nicht 

wesentlich zu unterscheiden, hingegen aber in der Intensität der Bindung. Sowohl das 

polyklonale anti-SEA Serum als auch der mAk M2D3H zeigten eine deutliche serologi-

sche Kreuzreaktivität mit den Hämolymphproteinen.  
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Abb. 14: 1D-SDS-PAGE und Western Blots von B. glabrata Hämolymphproteinen 
(10µg pro Spur). Spur 1: Marker, Spur 2: Silberfärbung, Spur 3: anti-SEA Serum 
(1:100.000), Spur 4: mAk M2D3H (1:4) und Spur 5: anti-Bg-Hämoglobin Serum. 

 

3.3.3 Ergebnisse der Bindungsstudien mittels ELISA 

Im ELISA wurden tryptische Hämolymph(Glyko-)Peptide verwendet, um das 

Bindevermögen von Antiseren und monoklonalen Antikörpern zu testen und Hinweise 

auf das Vorliegen von Glykanepitopen zu erhalten (2.4.5). Um besonders die Bedeutung 

von terminalen Fucose-Resten für die Antikörperbindung zu untersuchen, wurde ein 

Teil der (Glyko-)Peptide mit 48 %iger HF-Lösung behandelt, was eine spezifische 

Abspaltung von (α1-3)-gebundenen terminalen Fucose-Resten zur Folge hat, während 

das restliche Glykangerüst weitgehend intakt bleibt. Antiseren gegen Bg-Hämoglobin 

und gegen Bg-Hämolymphe wurden als positive Kontrollen eingesetzt. Als 

Negativkontrolle dienten NMS und NRS, deren Extinktionswerte durch Abzug von 

allen detektierten Werten mit in die Diagramme eingeflossen sind. Die ELISA 

Experimente wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Lauf der Studie durchgeführt, 

da zu Beginn die monoklonalen Antikörper gegen LDN und die verschiedenen 

fucosylierten LDN Epitope noch nicht vorhanden waren. Zunächst wurde das 

Bindevermögen von anti-SEA und dem mAk M2D3H an 200 ng Antigen geprüft. Der 

Ansatz mit dem anti-SEA Serum zeigte eine starke Bindeaktivität bei den 

unbehandelten (Glyko-)Peptiden (Abb. 15 A). Durch HF-Behandlung der Glykopeptide 

wurde die Bindeaktivität hingegen um ca. 40 % gesenkt. Das Bindevermögen des 

M2D3H Antikörpers war bei unbehandelten (Glyko-)Peptiden deutlich schwächer und 

erreichte ca. 8 % des Bindevermögens von anti-SEA Serum. Nach HF-Behandlung sank 

das M2D3H Bindevermögen, verglichen mit dem Wert  für unbehandelte Glykopeptide, 

auf 75 % des Ausgangswertes ab (Abb. 15 A). Die an unbehandelten sowie HF-
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behandelten Glykopeptiden getesteten mAks gegen spezifische Kohlenhydratepitope 

zeigten unterschiedlich starkes Bindevermögen. Ihr Bindevermögen war unter Einsatz 

von 2000 ng Antigen geprüft worden (Abb. 15 B). Um einen Vergleich zu dem 

vorangegangenen ELISA zu haben, waren das anti-SEA Serum und der mAk M2D3H 

in ihren Inkubationen nochmals um Faktor 10 verdünnt eingesetzt worden. Der mAk F-

LDN zeigte vor und nach HF-Behandlung ein zum M2D3H ähnliches Bindevermögen, 

wobei eine höhere Absorption bei der Inkubation mit F-LDN zu beobachten war. Die 

mAks gegen LDN-F und LDN-DF zeigten beide ein ähnlich starkes Bindevermögen 

wie der mAk M2D3H, das ebenfalls bei HF-behandelten Peptiden um 75 % abnahm. 

Der mAk gegen LDN zeigte ein stärkeres Bindevermögen als die übrigen mAks und als 

einziger mAk ein erhöhtes Bindevermögen gegenüber HF-behandelten Glykopeptiden 

(Abb. 15 B). 
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Abb. 15: ELISA-Experimente an tryptischen Hämolymph-(Glyko-)Peptiden vor und 
nach HF-Behandlung. In (A) wurde das Bindevermögen von anti-SEA Serum (1:50000) 
und M2D3H (1:100) an jeweils 200 ng (Glyko-)Peptid getestet. (B) zeigt die Ergebnisse 
aus Bindungsstudien von anti-SEA Serum (1:500000), M2D3H (1:1000) und den mAks 
gegen die F-LDN, LDN, LDN-F und LDN-DF Kohlenhydratepitope (je 1:10) unter 
Verwendung von je 2000 ng (Glyko-)Peptid. 
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3.4 Gesamtpool an Hämolymph-N-Glykanen  
 

Die N-Glykane waren von 1200 mg Hämolymphprotein mit insgesamt 750 Einheiten 

PNGase F enzymatisch abgespaltet worden (2.5 und Unterpunkte). An dieser Stelle sei 

bereits erwähnt, dass eine Freisetzung von N-Glykanen mit PNGase A ebenfalls 

durchgeführt wurde. Jedoch ergaben die Monosaccharidbestimmung mittels GC/MS 

sowie die massenspektrometrische Analyse exakt die gleichen Ergebnisse wie für die  

N-Glykane nach PNGase F Freisetzung, wobei lediglich eine wesentlich geringere 

Menge detektiert wurde. Daher wurden für die strukturelle Charakterisierung 

ausschließlich N-Glykane nach Freisetzung mit PNGase F verwendet.  

 

3.4.1 Monosaccharidbestimmung mittels GC/MS 

Eine genaue, mit Massenfingerprint unterstützte Bestimmung des Monosaccharidgehal-

tes der PA-markierten N-Glykane, die auch eine genaue Abschätzung der 

Mengenverhältnisse erlaubt, wurde mit einer GC/MS-Analyse durchgeführt (2.6.2). Die 

Monosaccharide wurden als Alditolacetate  gaschromatographisch getrennt und mit 

einem Standardmix, welcher Rhamnose, Fucose, Xylose, Mannose, Glukose, Galaktose, 

N-Acetylglukosamin und N-Acetylgalaktosamin als Alditolacetate enthielt und zusätz-

lich Inositol als internen Standard enthielt, mittels Kapillar-GC oder GC/MS unter 

Verwendung von Flammenionisation oder Electron-Impact-Ionisierung vergleichend 

analysiert. In den freigesetzten N-Glykanen des Hämolymphproteins von B. glabrata 

wurden Man, Gal, GlcNAc, GalNAc, Fuc, Xyl, 3-O-MeMan und 3-O-MeGal im mola-

ren Verhältnis von 2,5 : 1,1 : 0,3 : 0,1 : 0,3 : 0,1 : 0,5 : 0,1 detektiert. Neben Fucose und 

Xylose wurden kein weiterer Desoxyzucker bzw. keine weitere Pentose sowie auch 

keine Sialinsäuren gefunden. Abb. 16 zeigt GC/MS Läufe einzelner 

Monosaccharidbestimmungen. Zum Vergleich der Verhältnisse an detektierten Baustei-

nen ist der höchste Peak auf jeweils 100 gesetzt.  
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Abb. 16: Vergleichende GC/MS Läufe zur Monosaccharidbestimmung.  
Im Hämolymphprotein (A) ist Galaktose das dominierende Monosaccharid, hingegen 
Mannose bei den freigesetzten N-Glykanen (B+C). In den molaren Verhältnissen 
unterscheiden sich die PNGase F oder A freigesetzten N-Glykane nicht. (C) zeigt den 
Standard. + = Glukosekontamination,      = sonstige Verunreinigungen.  
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3.4.2 Massenspektrometrische Untersuchung der freigesetzten und 
PA-markierten N-Glykane 

Das Massenspektrum der PNGase F freigesetzten N-Glykane zeigte Signale im 

Massenbereich von m/z 1000 bis 2300, wobei starke Intensitäten im vorderen Bereich 

zu beobachten waren (Abb. 17 A). Sinnvolle Monosaccharidzusammensetzungen, wie 

in Abb. 17 A gezeigt, ergaben für die Hauptpeaks, gemessen als [M+Na]+,  

MeH2HN2-PA (m/z 1039,7), MeH2HN2X-PA (m/z 1171,4), MeH2HN2XF-PA  

(m/z 1317,4), MeH3H2N2-PA (m/z 1377,5), MeH2H4N2-PA (m/z  1526,0) und  

MeH3H3N2-PA (m/z 1540,0). Die Hauptkomponenten des N-Glykanpools waren  

Spezies, in deren Komposition mindestens zwei 3-O-Methylhexosen, aber auch Xylose- 

und Fucose-Reste vorkamen. Im höheren Massenbereich wurden weitere Glykane mit 

Monosaccharidzusammensetzungen von MeHH4N4XF2-PA (m/z 2179,4) und 

MeHH3N5XF2-PA (m/z 2220,6) detektiert, die hingegen nur eine 3-O-Methylhexose, 

aber zwei Fucose aufweisen.  

In den nachfolgenden Massenspektren wurden die detektierten Glykanmassen, sofern 

nicht anders angegeben, als Na+-Addukte annotiert. Beim Auftreten von zwei oder drei 

verschiedenen Addukten einer Glykanspezies in einem Spektrum wurden folgende 

Symbole für die Zuordnung verwendet:  = H+-Addukte, ∆ = Na+-Addukte und # = K+-

Addukte. Eine Übersicht über alle detektierten Glykane gibt die ausklappbare Tabelle 

12 im Anhang, die zum vereinfachten Verständnis der MS-Daten des Lesenden 

empfohlen wird.  
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Abb. 17: Vergleichende MALDI-TOF-Massenspektren aller freigesetzten, PA-markier-
ten N-Glykane (A), der anti-SEA ungebundenen Fraktion (B) und der anti-SEA 
gebundenen Fraktion (C). Die detektierten Massen stellen Na+-Addukte dar.  = H+-
Addukte, # = K+-Addukte, + = Glukose-Oligomere,  = Verunreinigung (kein 
Kohlenhydrat), MeH = Monomethylierte Hexose, H = Hexose,  
N = N-Acetylhexosamin, X = Xylose, F = Fucose und PA = 2-Aminopyridin. Eine Ta-
belle mit allen detektierten Glykanen und deren Monosaccharidzusammensetzungen 
befindet sich im Anhang (Tabelle 12).  
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3.5 Isolierung und Charakterisierung kreuzreagierender Gly-
kane durch Immunaffinitätschromatographie 

3.5.1 Isolierung der IgG-Fraktion und deren Kopplung 

Die Kaninchen-IgGs gegen SEA waren mittels DEAE Affi-Gel Blue von den anderen 

Serumbestandteilen abgetrennt worden (2.6.4.1). Zur Überprüfung der Reinheit der 

IgGs in den Fraktionen wurde mit einem Aliquot einiger Fraktionen eine SDS-PAGE 

durchgeführt und saubere Fraktionen, wie in Abb. 18 gezeigt, vereinigt. Die nachfol-

gende Proteinbestimmung der gepoolten IgG-Fraktionen ergab 66 mg, die anschließend 

an 7 ml Sepharose-Trägermaterial gekoppelt wurden. Die nach der Kopplung der 

Antikörper an die Sepharose restliche wässrige Phase enthielt kein Protein mehr.  

kDa M   28  30  35   45  50  60  70  BSA 

50 sK

leK20

220

30

15

 

Abb. 18: Überprüfung der Reinheit der abgetrennten anti-SEA Antikörper mittels SDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen. Das Gel zeigte einige Fraktionen des Haupt-
peaks. BSA wurde zu Kontrollzwecken aufgetragen. sK = schwere IgG Kette, leK = 
leichte IgG Kette, M = Molekularer Marker  

 

3.5.2 Monosaccharidbestimmung vom Immunaffinitätsdurchlauf 
und Immunaffinitätseluat 

Die gesamte N-Glykanfraktion war zweimal über die Immunaffinitätssäule gegeben 

worden und der Durchlauf sowie das Eluat gesammelt, lyophilisiert und entsalzt wor-

den. Jeweils ein Aliquot von beiden Fraktionen war der Monosaccharidbestimmung 

mittels GC/MS zugeführt worden. Die Analysen zeigten deutliche Unterschiede zwi-

schen Immundurchlauf und Immuneluat. Tabelle 8 gibt einen Überblick über die 

detektierten Monosaccharide und deren Mengen- sowie Molverhältnisse. Die Angaben 

entstammen aus drei GC/MS Läufen und sind gemittelt. Mannose stellte in beiden 

Fraktionen das dominante Monosaccharid dar, das zur Berechnung der molaren Verhält-

nisse zusammen mit 3-O-Methylmannose gleich drei gesetzt wurde. Fucose und Xylose 

wurden in beiden Fraktionen detektiert, hingegen war beim Immuneluat ein deutlicher 
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Anstieg im molaren Verhältnis dieser Monosaccharide bezogen auf die Gesamtfraktion 

zu verzeichnen. Ein vergleichbarer Anstieg des molaren Verhältnisses wurde im 

Immuneluat auch bei den Aminozuckern beobachtet. Da es sich bei den Fraktionen um 

PA-markierte N-Glykane handelte, entspricht die Menge an detektiertem GlcNAc nicht 

der tatsächlich vorliegenden Menge an GlcNAc, da durch den Fluoreszenzmarker das 

innerste GlcNAc nicht erfasst wurde. Bezogen auf die Gesamtmenge an freigesetzten 

PA-markierten N-Glykanen entfielen 95 % auf den Immundurchlauf und 5 % der 

freigesetzten Menge auf das Immuneluat. Abb. 19 zeigt vergleichend die GC/MS Läufe 

der Monosaccharidanalysen des Immuneluates und des Immundurchlaufes. Die 

Identifizierung der monomethylierten Hexosen als 3-O-Methylmannose (Abb. 20 A) 

und 3-O-Methylgalaktose gelang massenspektrometrisch nach Verwendung von 

Natriumbordeuterid im Reduktionsschritt sowie durch Cochromatographie mit einem 

Methylzuckerstandard.  
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Abb. 19: Vergleichende GC/MS Läufe zur Monosaccharidbestimmung der N-Glykane 
im Immundurchlauf und Immuneluat. Ausgangsmaterial war der Gesamtpool an  
N-Glykanen (A). Das Immuneluat (C) verzeichnet eine Anreicherung der Bausteine 
Fucose, Galaktose und der Aminozucker, während der Immundurchlauf (B) von den 
Verhältnissen dem Gesamtpool ähnlich ist. + = Glukosekontamination,     = sonstige 
Verunreinigungen. 
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Tabelle 8: Monosaccharidbestimmung der Hämolymphglykoproteine, des 
Immundurchlaufes und des Immuneluates.   

* Das molare Verhältnis von 3-O-Methylmannose und Mannose wurde auf drei gesetzt.  
1 Die Menge an detektierten Monosacchariden wurde auf die insgesamt eingesetzte 
Menge an Hämolymph(glyko-)proteinen (1200 mg) umgerechnet.   
 

3.5.3 Ergebnisse aus den Methylierungsanalysen  

An je einem Aliquot des Gesamtpools an freigesetzten N-Glykanen sowie der durch die 

Immunaffinitätssäule nicht gebundenen und gebundenen Fraktion waren 

Methylierungsanalysen unter Verwendung von Methyliodid (CH3I) oder 

Trideuteromethyliodid (C2H3I) durchgeführt worden. Tabelle 9 gibt eine Übersicht über 

die Verknüpfungspositionen der als partiell methylierte Alditolacetate detektierten 

Monosaccharide, die nach Reduktion mit Natriumborhydrid oder Natriumbordeuterid 

und Peracetylierung erhalten wurden. Sie waren mittels Kapillar-GC/MS durch 

chemische Ionisation sowie EI-Ionisation analysiert worden (Abb. 20 B als Beispiel).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Hämolymph- 
Protein1 

Immundurchlauf Immuneluat 

 Menge 
[µg] 

Molares 
Verhältnis

Menge
[µg] 

Molares 
Verhältnis

Menge 
[µg] 

Molares 
Verhältnis

Fucose 4930 0,7 446 0,13 83 1,09 
Xylose 2270 0,2 335 0,11 73 0,42 
3-O-CH3- 
mannose* 

35390 0,7 1897 0,74 42 0,03 

Mannose* 11230 2,3 5357 2,26 190 2,97 
3-O-CH3-
Galaktose 

1600 0,3 112 0,11 3 0,1 

Galaktose 54720 10,8 893 0,32 85 1,46 
GlcNAc 28460 2,9 1562 0,6 60 3,46 
GalNAc 34770 2,1 558 0,18 55 2,32 
Σ [µg] 141560  11160  591  
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Abb. 20: Electron-Impact (EI) Massenspektren partiell methylierter Alditolacetate.  
(A) Spektrum von 1,2,4,5,6-Penta-O-acetyl-3-O-methyl-mannitol, das nach saurer 
Hydrolyse nativer N-Glykane, Reduktion mit Natriumbordeuterid und Peracetylierung 
erhalten wurde. (B) Spektrum von 1,2,5-Tri-O-Acetyl-3,4-di-O-methyl-fucitol, das nach 
Permethylierung der N-Glykane des Gesamtpools, saurer Hydrolyse, Reduktion mit 
Natriumborhydrid und anschließender Peracetylierung erhalten wurde. Die Alditole 
wurden mittels GC/MS im EI-Modus analysiert. Charakteristische Fragmentionen sind 
eingezeichnet. 
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Tabelle 9: Übersicht über die detektierten Monosaccharide und deren 
Verknüpfungspositionen im Glykanverbund.1   

 
Verknüpfung N-Glykan-

Gesamtpool 
N-Glykane Im-
mundurchlauf 

N-Glykane Immu-
neluat 

Xyl(1- + (+) + 
Fuc(1- + (+) + 

-2)Fuc(1- + (+) + 
Man(1- ++ ++ ++ 

3-O-MeMan(1-2 + + + 
-2)Man(1- ++ ++ ++ 

-2)3-O-MeMan(1-2 + + (+) 
-6)Man(1- (+) n.d. n. d. 

-6)3-O-MeMan(1-2 (+) (+) (+) 
-2,4)Man(1- + n. d. (+) 
-2,6)Man(1- (+) n. d. (+) 
-3,6)Man(1- ++ ++ ++ 

-2,3,6)Man(1-3 ++ + ++ 
Gal(1- + + ++ 

3-O-MeGal(1-2 + + + 
-3,6)Gal(1- (+) n. d. (+) 
GalNAc(1- n. d. n. d. (+) 

-3)GalNAc(1- + (+) + 
GlcNAc(1- (+) n. d. (+) 

-3)GlcNAc(1- (+) n. d.  n. d. 
-4)GlcNAc(1- ++ ++ ++ 

-3,4)GlcNAc(1- + + + 
1 Aliquots der Gesamtfraktion an PA-markierten N-Glykanen sowie der Fraktionen 
nach Immunaffinitätsanreicherung mit immobilisierten anti-SEA Antikörpern wurden 
permethyliert und hydrolysiert. Partiell methylierte Alditolacetate wurden nach Reduk-
tion und Peracetylierung erhalten und mittels Kapillar-GC/MS analysiert. Relative Men-
gen wurden wie folgt angegeben: ++ Hauptkomponente, + Nebenkomponente, (+) Spur, 
n. d. nicht detektiert 
2 Der Nachweis von 3-O-methylierten Hexosen wurde durch Cochromatographie 
entsprechender permethylierter Alditolacetate unter Verwendung von Natriumbor-
deuterid bei der Reduktion durchgeführt. Die Verknüpfungspositionen wurden unter 
Verwendung von Trideuteromethyliodid ermittelt. 
3 Das Substitutionsmuster wurde nach Permethylierung und Natriumbordeuterid-Reduk-
tion verifiziert. 
 

Unter den Hauptkomponenten der partiell methylierten Alditolacetate (PMAAs) wurden 

in allen drei Fraktionen terminale Mannose, 2-substituierte Mannose, 3,6-disubstituierte 

Mannose, 2,3,6-trisubstituierte Mannose sowie auch 4-substituiertes GlcNAc 

identifiziert. Eine Nebenkomponente, die in allen drei Fraktionen gefunden wurden, ist 

terminale 3-O-MeMan (Abb. 20 A). Xylose, Fucose, 2-substituierte Fucose (Abb. 20 B) 

sowie 3-substituiertes GalNAc wurden im Gesamtpool sowie im Immuneluat detektiert. 

Terminale Galaktose wurde angereichert im Immuneluat nachgewiesen. Zahlreiche 
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weitere PMAAs wurden entweder nur als Nebenkomponente oder nur in Spuren 

detektiert.  

 

3.5.4 Massenspektrometrische Untersuchung der Immunaffinitäts-
fraktionen 

Die massenspektrometrische Analyse des Immuneluates und des Immundurchlaufes 

sollten einen ersten Überblick darüber geben, ob eine Anreicherung der kreuzreagieren-

den N-Glykane erfolgt war. Dazu war je ein Aliquot der beiden Fraktionen der MALDI-

TOF-MS Analyse unterzogen worden. Um einen vergleichenden Überblick zu geben 

und auch den Erfolg der Immunaffinitätsanreicherung zu dokumentieren, sind die 

Spektren des N-Glykan-Gesamtpools, des Immundurchlaufes und des Immuneluates in 

Abb. 17 A bis C zusammengefasst.  

 

3.5.4.1 MS-Analyse des Immundurchlaufes (anti-SEA ungebundene 
Fraktion) 

Zunächst sollte geklärt werden, welche N-Glykane nicht an die immobilisierten anti-

SEA Antikörper gebunden hatten und welche Hauptkomponenten sich im Durchlauf 

befanden. Die Fraktion der ungebundenen N-Glykane zeigte im Massenspektrum ein 

vergleichbares Aussehen, wie das bereits besprochene Spektrum des Gesamtpools an  

N-Glykanen (Abb. 17 B). Besonders im niedrigeren Massenbereich bis m/z 1800 

wurden zahlreiche Signale dominanter Spezies registriert, die sich zu höheren  

m/z Werten hin stetig abschwächten. Sinnvolle Monosaccharidzusammensetzungen der 

Hauptpeaks, gemessen als [M+Na]+ Addukte, ergaben für m/z 1039,7 MeH2HN2-PA, 

für m/z 1171,7 MeH2HN2X-PA, für m/z 1317,5 MeH2HN2XF-PA, für m/z 1377,5 

MeH3H2N2-PA, für m/z  1526,0  MeH2H4N2-PA und MeH3H3N2-PA für m/z 1540,0. Sie 

unterschieden sich damit nicht von den anscheinend identischen Spezies, die auch im 

Gesamtpool detektiert wurden. Einige der N-Glykane des Immundurchlaufes, welche 

nicht an anti-SEA Antikörper gebunden hatten, fielen durch ihren Gehalt einer Xylose 

und auch Fucose auf. Dabei handelte es sich um Spezies, die mindestens zwei 

Methylhexosen enthielten (im Falle der Xylose) bzw. deren Fucose-Rest am innersten 

GlcNAc gebunden war, was mittels MS/MS-Analyse im LID-Modus ermittelt wurde 

(Daten nicht gezeigt). Die im Massenbereich von m/z > 2000 detektierten Spezies 

handelte es sich offensichtlich um Komponenten, die bei der 
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Immunaffinitätschromatographie nicht quantitativ erfasst wurden, aber im Immuneluat 

angereichert detektiert wurden (Abb. 17 C).  

 

3.5.4.2 MS-Analyse des Immuneluates (anti-SEA gebundene Frak-
tion) 

Für die Fragestellung dieser Studie (1.12) stellte die Fraktion der durch die anti-SEA 

Antikörper gebundenen N-Glykane von B. glabrata den Ausgangspool für alle weiteren 

Untersuchungen dar und soll daher in diesem Abschnitt detaillierter besprochen werden. 

Das Eluat der Immunaffinitätschromatographie war nach Entsalzung mittels MALDI-

TOF-MS analysiert worden, um einen ersten Überblick über die angereicherten  

N-Glykane zu erhalten (Abb. 17 C). Der Bereich von m/z 1500 bis 2500 wurde auf 

Grund der hohen Heterogenität nochmals gespreizt dargestellt (Abb. 21). Zu annotierten 

Peaks waren sinnvolle Monosaccharidzusammensetzungen mit dem Programm „Glyco-

Peakfinder“ zugeordnet worden. Als Grundlage für die Monosaccharid-

zusammensetzungen wurden dazu die bereits ermittelten Daten verwendet. Es wurden 

nur die Bausteine in die Berechnung mit einbezogen, die in der GC/MS Analyse bereits 

detektiert wurden (Abb. 19 C). Da von schistosomalen Glykanstrukturen bereits 

bekannt ist, dass (β1-2)-gebundene Kernxylose vorliegt und die Glykolipide aus Eiern 

das Fuc(α1-3)GalNAc-Epitop (M2D3H) tragen, wurde in den Berechnungen die Xylose 

auf Grund der geringen Menge in der Monosaccharidbestimmung auf maximal eins 

gesetzt, Fucose hingegen auf maximal drei. Ferner wurden durch die Annahme der 

Pentasaccharid-Kernstruktur mindestens zwei HexNAc-Reste und drei Hexosen gesetzt. 

Methylhexosen schienen nach der Bausteinanalyse nur in geringem Maße vorzuliegen 

und wurden auf eins gesetzt. Varianten davon wurden aber auch in Betracht gezogen.  

Das Massenspektrum aller anti-SEA-serologisch kreuzreagierenden N-Glykane zeigte 

innerhalb des Massenbereiches von m/z 950 bis über 3000 eine große Menge an Signa-

len. Dabei fiel besonders eine Vielzahl an Signalen  im Massenbereich von m/z 1700 bis 

2300 auf, welche für die Bildung der Peakcluster verantwortlich ist. Um eine bessere 

Übersicht über die einzelnen Spezies im mittleren Massenbereich zu erlangen, wurde 

das Massenspektrum nochmals in einzelne Massenbereiche aufgespreizt (Abb. 21). Die 

detektierten Massen waren nachfolgend auf potentielle Monosaccharid-

zusammensetzungen untersucht worden, von denen sinnvolle Zusammensetzungen an 

die Peaks notiert wurden.  
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Abb. 21: Ausschnitt aus dem MALDI-TOF-MS der gesamten N-Glykane, die durch  
Immunanreicherung erhalten wurden. Der Massenbereich von m/z 1600 bis 2660 wurde 
besonders gespreizt, um die Heterogenität der Fraktion zu demonstrieren. Bei den 
annotierten Glykanmassen handelt es sich um Na+-Addukte. Zur 
Monosaccharidzusammensetzung der einzelnen Spezies siehe die ausklappbare Tabelle 
12 im Anhang. 
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Das Massenspektrum erlaubte bereits eine Einteilung der kreuzreagierenden  

N-Glykanspezies in vier Gruppen: 

1) Kleinere, xylosylierte Glykane der allgemeinen Monosaccharidzusammensetzung  

MeH0-2H1-3N2XF0-1-PA.  

2) Xylosylierte verlängerte, in Teilen monofucosylierte Glykane mit mehr als zwei 

HexNAc-Resten (MeH0-2H2-5N3-7XF0-1-PA). 

3) Xylosylierte, verlängerte Strukturen mit mehr als zwei HexNAc-Resten und mehr als 

einem Fucose-Rest (MeH0-2H2-5N4-7XF2-3-PA). 

4) Glykane, die keine Xylose enthalten, wie MeH0-2H1N4-7F2-3-PA.  

Als kleinste kreuzreagierende Glykane wurden daher Spezies mit einer 

Monosaccharidzusammensetzung von MeH0-1H1-2N2X-PA betrachtet. Von diesen 

Vertretern gab es auch Spezies mit Kernfucosylierung, die mit m/z 1127,4 und 1141,3 

(Na+-Addukte) gemessen wurden. Zum großen Teil werden dieses Glykane durch He-

xose- oder Methylhexose-Reste verlängert, woraus Spezies der Zusammensetzung 

MeHH2N2X-PA (m/z 1157,3 [M+Na]+), H3N2XF-PA (m/z 1289,4 [M+Na+]) und 

MeHH2N2XF-PA (m/z 1303,4 [M+Na]+) resultieren. Durch Addition zweier HexNAc-

Reste können diese Glykane verlängert werden, was durch die Spezies bei m/z 1563,3 , 

1695,6 und 1709,5 (Na+-Addukte) nachgewiesen wurde. Dies stellen Vertreter der 

Gruppe von xylosylierten, verlängerten und in Teilen monofucosylierten Glykane dar, 

die mehr als zwei HexNAc-Reste tragen. Das Glykan mit m/z 1695,6 kann durch  

Addition eines Fucose-Restes aus H3N4X-PA entstehen, aber durch Verknüpfung eines 

HexNAc-Restes an H3N3XF-PA. Die Lokalisation des Fucose-Restes sollte daher im 

Hinblick auf die Kreuzreaktivität genauer untersucht werden. Im mittleren Massenbe-

reich des Spektrums wurden mit m/z 1855,5 und 1885,6 (Na+-Addukte)  erstmals Gly-

kane detektiert, die nach Berechnungen zur Monosaccharidzusammensetzung der 

Gruppe von xylosefreier N-Glykane mit Zusammensetzungen von H3N4F3-PA und 

MeHH3N4F2-PA zugeordnet werden konnten. Die im Massenbereich über m/z > 2000 

detektierten kreuzreagierenden N-Glykane stellen komplexere Strukturen dar, die als 

Hauptkomponenten vorliegen. Sie gehören zur Gruppe der xylosylierten, verlängerten 

Glykane, die mehr als zwei HexNAc-Reste und mehr als eine Fucose tragen. Die Spe-

zies mit m/z 2179,4 (MeHH4N4XF2-PA, [M+Na]+) und m/z 2220,6 (MeHH3N5XF2-PA, 

[M+Na]+) können als typische Vertreter diese Gruppe betrachtet werden. Die vierte 

Gruppe stellt die Glykane dar, die keine Xylose enthalten. Prominenten Vertreter dieser 

Gruppe sind die Spezies mit m/z 1855,5 (H3N4F3-PA, [M+Na]+), 1899,6 (MeH2H2N4F2-

PA, [M+Na]+) und 2017,6 H4N4F3-PA, die zumindest eine 
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Monosaccharidzusammensetzung ohne Xylose aufweisen. Die massenspektrometrische 

Analyse der Gesamtfraktion an kreuzreagierenden Glykanen zeigte, dass die Präsenz 

der kerngebundenen Xylose für die Kreuzreaktivität mit den anti-SEA Antikörpern aus-

reicht. Die komplexeren Glykane, die keine Xylose enthalten, besitzen hingegen 

mindestens zwei Fucosen und mindestens vier HexNAc-Reste. 

Die Abundanz der Glykane nahm im Massenspektrum über m/z 2300 stark ab, weshalb 

den Glykanen zwar eine Monosaccharidzusammensetzung zugeordnet werden konnte, 

sie aber für eine detaillierte strukturelle Charakterisierung nicht zugänglich waren.  Sie 

leiten sich durch die Addition weiterer Monosaccharidreste (Fucose, Hexose, HexNAc) 

aus den Vertretern der einzelnen Gruppen ab. Aufgrund dessen, dass sich die 

kreuzreagierenden Glykanspezies in ihrem Gehalt an Fucosen unterschieden, wurde mit 

dem Gesamtpool an immunaffinitätsangereicherten Glykanen eine 

Lektinaffinitätsanreicherung unter Verwendung des immobilisierten, fucosespezifischen 

Lektins von Aleuria aurantia durchgeführt (2.6.4.2). 

 

 

3.6 Affinitätschromatographie mit dem fucosespezifischen 
immobilisierten Aleuria aurantia Lektin (AAL) 

 

Um den Pool der durch Immunaffinitätschromatographie angereicherten N-Glykanen in 

unfucosylierte und fucosylierte N-Glykane weiter aufzutrennen, war eine 

Affinitätschromatographie mit immobilisiertem Aleuria aurantia Lektin durchgeführt 

worden. Die daraus resultierenden Unterfraktionen wurden zunächst massenspektro-

metrisch mittels MALDI-TOF-MS untersucht. In der MS-Analyse der AAL-Fraktionen 

sollte besonders auf Glykanspezies geachtet werden, die vorher nicht oder nur in gerin-

gem Maße detektiert worden waren.  

 

3.6.1 MS-Analyse der AAL-ungebundenen kreuzreagierenden  
N-Glykane  

Der Pool der AAL-ungebundenen kreuzreagierenden N-Glykane erwies sich in der MS-

Analyse als heterogenes Gemisch (Abb. 22). Die Hauptkomponenten hatten eine 

Zusammensetzung von MeH0-1H1-4N2-6X-PA, die durchweg einen Xyloserest trugen. 

Darüber hinaus wurden einige Spezies eluiert, die nicht xylosyliert, aber bis zu zwei 

Fucose-Reste aufwiesen. Es handelte sich dabei um Spezies der Zusammensetzung 
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MeH0-1H3-4N4-6X0-1F1-2-PA, die anscheinend nur eine leichte Bindung zum Lektin 

aufwiesen. Im Vergleich zum Spektrum der gesamten kreuzreagierenden Glykane (Abb. 

17 C) wurden einige Spezies im MS der AAL-ungebundenen Fraktion erstmalig 

beziehungsweise deutlicher detektiert. So wurde das Vorliegen der Spezies m/z 1143,4 

klar gezeigt, auf die eine Zusammensetzung von H3N2X-PA passte. Zwei weitere Gly-

kane, die sich aus diesem durch die Addition von Hexose-Resten herleiten, wurden mit 

m/z 1711,6 (H4N4X-PA) und m/z 1955,5 (H3N6X-PA) detektiert. Unter den 

Hauptkomponenten wurde mit der Spezies MeHH4N4XF-PA bei m/z 2034,3 ein weite-

res Glykan detektiert, das eine Methylhexose trägt und durch schwache Bindung an das 

Lektin ausgewaschen wurde. Auf einige der im höheren Massenbereich erstmalig 

detektierten Glykane (m/z 2263,7 / 2277,7 / 2425,7 / 2585,8) passten durchweg 

Zusammensetzungen mit Fucose (MeH0-1H4-5N6XF1-2-PA), was ebenso für die bereits 

detektierte Spezies bei m/z 1695,6 (H3N4XF-PA) zutraf. 
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Abb. 22: MALDI-TOF-MS der AAL-ungebundenen Fraktion. Die Massen wurden als 
Na+-Addukte detektiert. Zur Kurzschreibweise der Monosaccharidbausteine siehe 
Bildunterschrift Abb. 17.  
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3.6.2 MS-Analyse der AAL-gebundenen kreuzreagierenden  
N-Glykane   

Die Fraktion der durch das Lektin gebundenen kreuzreagierenden N-Glykane erwies 

sich im direkten Vergleich mit der AAL-ungebundenen Fraktion in der MS-Analyse als 

noch heterogeneres Gemisch (Abb. 23). Besonders im Bereich von m/z 1800 bis 2400 

wurden viele Signale detektiert, die auch schon im Massenspektrum des Immuneluates 

(Abb. 17 C) zu sehen waren. Die Monosaccharidzusammensetzungen der einzelnen 

annotierten Hauptkomponenten bestätigte zum einen, dass in allen Spezies zumindest 

eine Fucose vorkommt, aber auch, dass hingegen das Vorliegen einer Xylose nicht 

immer der Fall sein muss (m/z 1855,5 H3N4F3-PA). Eine allgemeine 

Monosaccharidzusammensetzung von MeH0-1H2-5N2-7X0-1F0-3-PA beschreibt die 

Zusammensetzung dieser Glykanspezies, die nach ersten Untersuchungen maximal eine 

Methylhexose tragen und bis zu sieben HexNAc-Reste aufweisen können. Im Vergleich 

zu den Hauptkomponenten der Immuneluat-Gesamtfraktion erlaubte die Fraktionierung 

durch die Lektinsäule eine klarere Detektion von AAL-gebundenen N-Glykanen. So 

wurde im Massenbereich um m/z 1800 eine Spezies mit der Komposition MeHH2N4F2-

PA (m/z 1723,5) präziser detektiert. Die daraus um einen HexNAc-Rest verlängerte 

Spezies, die im Gesamtspektrum des Immuneluates nur schwach detektiert worden war, 

wurde bei m/z 1926,5 eindeutig nachgewiesen. Mit den Massen von m/z  2017,6 

(MeHH3N4XF2-PA oder H4N4F3-PA) und m/z 2058,6 (MeHH2N5XF2-PA) wurden 

Spezies detektiert, die aus MeHH2N2XF-PA (m/z 1303,4) biosynthetisch hervorgehen 

könnten. Unter den prominenten N-Glykanen des Immuneluates fanden sich im AAL-

gebundenen Glykanpool auch die Spezies MeH2H2N4XF3-PA (m/z 2177,4) und 

MeHH3N5XF2-PA (m/z 2220,6), die als Hauptkomponenten detektiert wurden. Im 

höheren Massenbereich von m/z > 2300 lagen nach Berechnungen auch 

kreuzreagierende Spezies mit mehr als zwei Fucosen vor. Ein repräsentatives Beispiel 

dafür ist das Glykan mit m/z 2759,5 (H4N7XF3-PA, [M+Na]+).  

 



Ergebnisse 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

75

20
58

.6
M

eH
H

2N
5X

F 2
-P

A
 

11
41

.4
 

M
eH

H
N

2X
F-

PA

22
20

.6
M

eH
H

3N
5X

F 2
-P

A

12
89

.4
 H

3N
2X

F-
PA

18
55

.5
 H

3N
4F

3-P
A

11
27

.4
 H

2N
2X

F-
PA

16
95

.6
 H

3N
4X

F-
PA

14
92

.5
 H

3N
3X

F-
PA

13
03

.4
 M

eH
H

2N
2X

F-
PA

24
08

.5
 M

eH
H

2N
6X

F 3
-P

A

25
70

.2
 H

5N
6X

F 2
-P

A 

27
59

.5
 H

4N
7X

F 3
-P

A 

29
21

.5
 H

5N
7X

F 3
-P

A 

1000 1400 1800 2200 2600
m/z

1200 1600 2000 2400 2800

In
te

ns
itä

t

21
79

.4
  M

eH
H

4N
4X

F 2
-P

A

20
17

.6
H

4N
4X

F 3
-P

A
 

 

Abb. 23: MALDI-TOF-MS Analyse der AAL-gebundenen kreuzreagierenden  
N-Glykane. Das Spektrum zeigt besonders im mittleren Massenbereich zahlreiche Sig-
nale, welche die hohe Heterogenität der Fraktion verdeutlichen. Die Massen wurden als 
Na+-Addukte detektiert. Zur Kurzschreibweise der Monosaccharidbausteine siehe 
Bildunterschrift Abb. 17.  

 

3.6.3 HPLC-Trennung der AAL-Fraktionen 

Die beiden aus der Lektinaffinitätschromatographie gewonnen Fraktionen wurden für 

weitere Analysen durch HPLC subfraktioniert. Um Material zu sparen, wurde auf eine 

weitere Monosaccharidbestimmung und Methylierungsanalyse verzichtet, zumal die in 

den Massenspektren nachgewiesene Heterogenität besonders in der Methylierung zu 

einem ebenso heterogenen Gemisch an Methylzuckerderivaten geführt hätte und vom 

Immuneluat (Ausgangsgemisch) bereits eine Methylierungsanalyse durchgeführt wor-

den war. Die durch HPLC-Trennung gewonnenen Fraktionen (Abb. 24) wurden weiter 

analysiert. Durch die starke Heterogenität bedingt, stand dabei die strukturelle 

Charakterisierung auf Hauptkomponenten im Vordergrund. Nach massenspektrometri-

scher Überprüfung wurden Fraktionen identischen Gehalts gepoolt. Die so gewonnenen 

HPLC-Fraktionen wurden nachfolgend für alle weiteren Untersuchungen mittels 

MALDI-TOF-MS, MS/MS (LID und CID) sowie ESI-IT-MS eingesetzt. 
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Abb. 24: Chromatogramme nach HPLC-Größenfraktionierung der ungebundenen (A) 
und gebundenen (B) AAL-Fraktion über eine TSK-Amid 80 Gelsäule. Die Pfeile (1-13) 
kennzeichnen die Elutionszeiten von PA-Isomaltosyloligosacchariden, die als Standard 
verwendet wurden. In (A) wurden Minutenfraktionen und in (B) Halbminutenfraktionen 
gesammelt. 

 

Die Chromatogramme, die nach der HPLC-Größenfraktionierung über die TSK-Amid-

80 Gel Säule erhalten wurden, wiesen für die ungebundene sowie gebundene Fraktion 

zahlreiche Peaks auf (Abb. 24 A und B) und unterschieden sich deutlich voneinander. 

Die Glykane der ungebundenen Fraktion eluierten nach Aufzeichnung in der Elutions-

zeit 10 bis 20 Minuten, die der gebundenen Fraktion nach 6 bis 30 Minuten. Der Ver-

lauf der beiden Chromatogramme bestätigte die starke Heterogenität, da es nicht zur 

Basislinientrennung kam. Diese Fraktionen wurden im weiteren Verlauf dazu verwen-

det, die einzelnen kreuzreagierenden N-Glykane strukturell zu charakterisieren. 
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3.7 Massenspektrometrische Analyse kreuzreagierender  
N-Glykane 

3.7.1 MALDI-TOF-MS der AAL-ungebundenen N-Glykane  

Von den einzelnen Fraktionen, die nach der Größenfraktionierung der AAL-ungebunde-

nen Glykane erhalten wurden, waren zunächst Massenspektren angefertigt worden. Dies 

sollte einen Überblick über die einzelnen Spezies und deren Verteilung erbringen. Alle 

Fraktionen bis einschliesslich Elutionsminute 9 enthielten keine Glykane und wurden 

verworfen. Die Abbildungen 25 bis 28 zeigen die teilweise heterogenen Fraktionen nach 

Größentrennung der AAL-ungebundenen N-Glykane. In den Fraktionen 10 bis 15 wur-

den hauptsächlich kleinere N-Glykane detektiert (Abb. 25). Ab Fraktion 16 bis 

einschliesslich 21 eluierten bereits verlängerte N-Glykane (Abb. 26). Besonders auffäl-

lig war dabei, dass die Heterogenität der Fraktionen trotz HPLC Trennung und den bei-

den Affinitätschromatographien nach wie vor stark ausgeprägt war und über den ganzen 

Lauf hinweg anhielt. Ab Fraktion 22 (Abb. 27) eluierten hauptsächlich größere Spezies 

mit einer Masse von m/z > 2000. In den Fraktionen 10 bis 21 wurden die bereits 

angesprochenen Hauptkomponenten identifiziert. Abtrennung dieser Hauptkomponen-

ten in den nachfolgenden Fraktionen führte dazu, dass Spezies mit geringerer Abundanz 

überhaupt erst detektierbar waren. In Fraktion 22 und 23 wurde mit m/z 2019,6 ein Gly-

kan nachgewiesen, das bis dahin noch in keiner anderen Fraktion gefunden worden war. 

In den Fraktionen 22 bis 28 eluierten hauptsächlich weitere größere N-Glykane, die sich 

durch zusätzliche Verknüpfung von Monosaccharidresten mit den bisherigen 

Grundstrukturen herleiteten. Als Beispiel dazu kann in Fraktion 25 die Spezies mit  

m/z 2277,7 genannt werden, die sich um 14 Masseneinheiten von der Komponente  

m/z 2263,7 aus Fraktion 22 und 23 unterscheidet. Dies kann zum einen durch den 

Tausch einer Hexose gegen eine Methylhexose erreicht werden oder aber durch die 

Präsenz einer Fucose anstelle der Xylose, wobei erstere Möglichkeit für diese Fraktion 

als wahrscheinlicher angesehen wurde. In Fraktion 26 und 27 wurde als 

Hauptkomponente H5N6XF-PA nachgewiesen, wobei in 26 das Na+-Addukt (m/z 

2425,7) und in 27 das H+-Addukt (m/z 2403,6) gemessen wurden. Diese Spezies 

entsteht durch weitere Übertragung eines Hexose-Restes (Massendifferenz 162) aus 

dem Glykan mit m/z 2263,7. Die Spezies mit m/z 2425,7 aus den Fraktionen 26 und 27 

erfährt ebenfalls eine Verlängerung durch weitere Hexosen oder HexNAc-Reste, die als 

Spezies mit m/z-Werten von 2587,4 (H5N6XF-PA) und 2628,4 (H5N7XF-PA) in 

Fraktion 29 nachgewiesen wurden. In den Fraktionen nach 30 Minuten HPLC-

Elutionszeit wurde nur noch in Fraktion 32 Glykane detektiert (Abb. 28). Nach der MS-
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Übersichtsanalyse wurden einige der als Hauptkomponenten in den Fraktionen 

vorliegenden N-Glykane weiteren massenspektrometrischen Analysen unterzogen.  
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Abb. 25: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 10 bis 15 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-ungebundenen N-Glykane. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-
Addukte. In ausgewählten Fällen wurden die Masseninkrementabstände, die für 
Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil eingezeichnet. 
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Abb. 26: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 16 bis 21 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-ungebundenen N-Glykane. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-
Addukte. In ausgewählten Fällen wurden die Masseninkrementabstände, die für 
Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil eingezeichnet. 
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Abb. 27: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 22 bis 27 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-ungebundenen N-Glykane. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-
Addukte. In ausgewählten Fällen wurden die Masseninkrementabstände, die für 
Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil eingezeichnet. 
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Abb. 28: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 28, 29 und 32 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-ungebundenen N-Glykane. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-
Addukte. In ausgewählten Fällen wurden die Masseninkrementabstände, die für 
Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil eingezeichnet. Nach Fraktion 32 
waren keine Glykane mehr nachweisbar. 
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3.7.2 Strukturelle Charakterisierung von AAL-ungebundenen 
N-Glykanen 

3.7.2.1 Kleine AAL-ungebundene N-Glykane 

In Fraktion 10 der aufgetrennten AAL-ungebundenen N-Glykane wurde mit m/z 995,7 

([M+Na]+) eine sehr kleine Spezies detektiert und mittels MS/MS untersucht. Die 

Fragmentierung des H+-Adduktes m/z 973,6 zeigte, dass vom Vorläuferion ein 

Methylhexosenrest sowie ein Xyloserest abgespalten wurden (Abb. 29). Das Signal bei 

m/z 299,9 (Y1) bestätigt die Präsenz eines HexNAc-PA Fragmentes.  
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Abb. 29: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum des kleinen N-Glykans MeHHN2X-PA, 
gemessen als H+-Addukt mit der pseudomolekularen Masse m/z 973,6. Charakteris- 
tische Fragmentionen wurden annotiert und Masseninkremente mit Doppelpfeilen 
eingezeichnet. Zur Erklärung der Symbole, siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und 
Methoden. 

 

In Fraktion 11 wurde mit m/z 1135,9 MeHH2N2X-PA eine Spezies gemessen, die sich 

um eine Hexose von dem vorangegangenen Glykan (MeHHN2X-PA) unterscheidet. Im 

LIFT-Spektrum (Abb. 30) erhöht sich durch den Hexose-Rest die Menge an detektierten 

Signalen deutlich. Mit den Fragmenten bei m/z 133,2 (B1γ), 163,2 (B1β) und 177,2 (B1α) 

wurden terminal gebundene Xylose, Hexose und 3-O-Methylhexose detektiert, die 

durch Bruch als B-Fragmente gemessen wurden. Die korrespondierenden Y-Fragmente 

wurden ebenso detektiert.   
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Abb. 30: MALDI-MS/MS (LID-Modus) Spektrum des N-Glykans MeHH2N2X-PA, 
gemessen als H+-Addukt mit der pseudomolekularen Masse m/z 1135,9. Charakteristi-
sche Fragmentionen wurden annotiert und Masseninkremente mit Doppelpfeilen 
eingezeichnet. Zur Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und 
Methoden. 

 

In den Fraktionen 11 bis 14 wurden mit m/z 1143,5 / 1346,5  und 1549,5 drei Spezies 

als Na+-Addukte detektiert, die sich ausgehend von der ersten Struktur durch Addition 

von HexNAc-Resten herleiten. Die jeweiligen MS/MS-Spektren sind in Abb. 31 A bis 

C gezeigt. Zahlreiche identische Signale in allen drei MS/MS-Spektren deuten auf eine 

strukturelle Ähnlichkeit der Spezies hin. Das Signal bei m/z 299,8, was als stärkstes 

Signal gemessen wurde, repräsentiert ein Y1-Fragment, das sich bei allen drei Spezies 

bildet und anzeigt, dass keine Kernfucosylierung vorliegt. Im MS/MS Spektrum der 

Spezies m/z 1143,3 (m/z 1121,9 [M+H]+) wurde als einzige die Signale m/z 133,0 sowie 

163,0 nachgewiesen, die durch Abspaltung terminaler Xylose (B1γ) sowie Hexose 

(B1α/B1α’) entstanden und damit ein Indiz erbrachten, dass diese Monosaccharide in 

terminaler Position vorliegen. Passend dazu wurde in den Spektren A, B und C das Y3-

Fragment (jeweils m/z 989,6 / 1192,4 und 1395,9) detektiert, das durch Abspaltung ei-

nes Xyloserestes entsteht. Das Y4α-Fragment (m/z 1121,3), das bei der Fragmentierung 

von 1324,4 entsteht, resultiert aus der Abspaltung eines terminalen HexNAc-Restes 
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(Abb. 31 B). Darüber hinaus deutete das Y3α-Fragment (m/z 959,1) im gleichen Spekt-

rum darauf hin, dass ein HexNAc-Hex-Disaccharid (Massendifferenz 365) abgespalten 

wurde; passend dazu wurde ebenfalls das korrespondierende B2α-Fragment (m/z 365,7) 

detektiert. Die Spezies mit der Pseudomolekülmasse m/z 1527,1 [M+H]+ erbrachte 

strukturbedingt einige neue Signale. Mit m/z 406,7 wurde ein Fragment gemessen, das 

zu einem HexNAc-HexNAc-Disaccharid passt, das in terminaler Stellung am nicht-

reduzierenden Ende gebunden ist und damit als LDN-Strukturelement in Frage kommt.  
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Abb. 31: MALDI-MS/MS (LID) Spektren der N-Glykane H3N2X-PA (A), H3N3X-PA 
(B) und H3N4X-PA (C), gemessen als H+-Addukte mit den pseudomolekularen Massen 
m/z 1121,9 / 1324,4 und 1527,1. Charakteristische Fragmentionen wurden annotiert. 
Das Auftreten der Fragmentionen identischer Massen deutet auf die strukturelle 
Ähnlichkeit der Glykane hin. Zur Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt 
Material und Methoden.  
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Wie bereits beschrieben, wurde im Pool der AAL-ungebundenen Oligosaccharide ein 

Glykan mit m/z 1695,6 detektiert (Fraktionen 15 und 16, Abb. 25Abb. 26), dessen 

Monosaccharidzusammensetzung (H3N4XF-PA) eine Fucose aufweist. Im MS/MS-

Spektrum dieser Spezies war ein dominantes Signal bei m/z 300,1 zu beobachten, das 

einen eindeutigen Hinweis auf ein N-PA Fragment (Y1) lieferte, welches somit keine 

Fucose enthält. Der Fucose-Rest müsste somit außerhalb der Kernstruktur gebunden 

sein. Besonderes Interesse erweckten dabei die Fragmente B2α (m/z 350,1) und B3α  

(m/z 553,1), die im Spektrum durch die Abspaltung eines terminalen monofucosylierten 

HexNAc-Restes (NF) und eines terminalen monofucosylierten HexNAc2-Restes (N2F) 

generiert werden. Diese Fragmente belegen, dass der Fucose-Rest in terminaler Position 

lokalisiert ist, was das Vorliegen eines potentiellen Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAcβ1-

Elements (F-LDN) indiziert, das dem M2D3H-Epitop entsprechen würde. Die Detek-

tion des Y3γ-Fragmentes (m/z 1542,0) belegte zudem die Abspaltung einer terminalen 

Xylose. Des Weiteren wurden mit den Signalen bei m/z 1528,0 (Y6) und m/z 1512,0 

(Y3β) die Abspaltung einer terminalen Fucose und Hexose bestätigt.  
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Abb. 32: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies H3N4XF-PA, gemessen als H+-
Addukt mit der pseudomolekularen Masse m/z 1673,8. Charakteristische Fragmentionen 
wurden annotiert und Masseninkrementabstände eingezeichnet. Zur Erklärung der Sym-
bole siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und Methoden.  
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3.7.2.2 Größere AAL-ungebundene N-Glykane 

In den Fraktionen 17 bis 22 wurden mit m/z von 1857,7 und 1871,6 zwei Glykane als 

Na+-Addukte gemessen, die sich in ihren Massen nur um 14 Einheiten unterschieden. 

Die Berechnungen zur Monosaccharidzusammensetzung ergaben H4N4XF-PA und 

MeHH3N4XF-PA. Im LIFT-Spektrum, in dem beiden Spezies als Na+-Addukt gemessen 

wurden, waren viele identische Signale zu beobachten, was auf eine ähnliche Struktur 

hindeutete. Die Fragmentierung der Na+-Addukte im LID-Modus führte zu einer 

veränderten Intensitätsverteilung der auftretenden Signal (Abb. 33 A und B). Während 

in den LID-Spektren von H+-Addukten vor allem im kleineren Massenbereich die 

stärkste Signalintensität auftrat, waren bei den Na+-Addukten dort nur sehr geringe 

Fragmentintensitäten nachweisbar. Als besonders dominantes Signal wurde ein Z-Frag-

ment registriert, das jeweils vom Vorläuferion durch Abspaltung eines terminalen He-

xose bzw. Methylhexose-Restes einschliesslich des Sauerstoffatoms der glykosidischen 

Bindung hervorgeht. Die korrespondierenden Y-Ionen wurden in beiden Spektren eben-

falls gefunden. Weitere, im LIFT-Spektrum von H+-Addukten dominante Fragmente 

wie Y1 und Y2 wurden ebenso, aber schwächer detektiert. Vom Vorläuferion waren in 

beiden Spektren mit den Y4β (Hex bzw. MeH) und Y5α’ (Fuc) Fragmentionen die 

Abspaltung dieser terminal lokalisierten Monosaccharidreste zu beobachten. Das Y3γ-

Fragmention (Xyl) war hingegen nur in Spektrum A vom Vorläuferion zu beobachten. 

Die Detektion von Spuren eines B1α-Fragmentes (m/z 225,9) könnte auf die 

Anwesenheit eines terminalen HexNAc-Restes hindeuten. Das Y3α/B5 Fragment, das 

ebenfalls in beiden Spektren detektiert wurde, lieferte die Information, dass es sich um 

das Fragment (±Me)H3NX handelte, das durch einen Doppelbruch generiert wird. 
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Abb. 33: MALDI-MS/MS (LID) Spektren der Spezies H4N4XF-PA (A) und 
MeHH3N4XF-PA (B) gemessen als Na+-Addukte mit den pseudomolekularen Massen 
m/z 1857,6 und 1871,6. Charakteristische Fragmentionen wurden annotiert und 
Masseninkrementabstände eingezeichnet.  = Fragmentionen gemessen als H+-
Addukte, + = Fragmente aus einer Nebenkomponente. Aus Platzgründen wurden die 
Glykanstrukturen zur Einzeichnung der Fragmentierungen in Textform abgebildet. Zur 
Kurzschreibweise der Monosaccharide siehe Bildunterschrift Abb. 17.  
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In Fraktion 19 wurde mit m/z 2074,6 [M+Na]+ ein N-Glykan mit der Zusammensetzung 

MeHH3N5XF-PA detektiert. Im LIFT-Spektrum nach Laser-induzierter Dissoziation des 

[M+H]+ Vorläuferions mit m/z 2052,8 waren besonders intensive Signale im 

Massenbereich von m/z 200 bis 1200 zu beobachten (Abb. 34). Die Detektion des 

Fragmentions bei m/z  1135,7 (Y4α/Y4β-Fragment) erinnerte an eine bereits besprochene 

Spezies, die eine Methylhexose trägt und ebenfalls mittels MS/MS untersucht wurde 

(Abb. 30). Interessanterweise wurde die Abspaltung einer Methylhexose erst auf der 

Stufe des Y4α/Y4β-Fragments beobachtet und als Signal bei m/z 959,6 (Y4α/Y3β-Frag-

ment) detektiert. Vom Y4α/Y4β-Fragment konnte zudem die Abspaltung eines Xylose-

Restes (Y4α/Y3β/Y3γ-Fragment) und eines Hex-Restes (Y3α/Y4β-Fragment) beobachtet 

werden. Im Massenbereich bis m/z 600 wurde eine Reihe weiterer diagnostischer Frag-

mente detektiert. Die Fragmente B1α, Y1 und B2β (m/z 204,2 / 300,2 / 366,2) belegen so 

die Freisetzung eines terminalen HexNAc-Restes, des HexNAc-PA Kernfragments und 

eines terminalen Hex-HexNAc-Disaccharids. Von Interesse waren auch die Fragmente 

Y5α/B2α und B2α (m/z 350,2 und 552,2), die Bruchstücke mit der Zusammensetzung 

HexNAcFuc bzw. HexNAc2Fuc widerspiegeln, welche offenbar in terminaler Position 

am Glykan gebunden vorliegen. Weiterhin war die Detektion der Fragmente bei  

m/z 715,5 (B3) und 836,4 (Y3α/B4) interessant, die Bruchstücken der Zusammensetzung 

HexHexNAc2Fuc und MeHHex2HexNAcXyl zuordnen ließen.    
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Abb. 34: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies MeHH3N5XF-PA gemessen als 
H+-Addukt mit der pseudomolekularen Masse m/z 2052,8. Charakteristische 
Fragmentionen wurden annotiert und Masseninkrementabstände eingezeichnet. Die 
Fragmentierung eines MeH-Restes wurde nur vom Y4α/Y4β-Fragment (m/z 1135,7) 
beobachtet. Aus Platzgründen wurde die Glykanstruktur zur Einzeichnung der 
Fragmentierungen in Textform abgebildet. Zur Kurzschreibweise der Monosaccharide 
siehe Bildunterschrift Abb. 17. + = Fragmente aus einer Nebenkomponente.  

 

3.7.2.3 MALDI-TOF-MS/MS Analyse von AAL-ungebundenen  
N-Glykanen mittels heCID 

Von den beiden N-Glykanen der Zusammensetzung H3N2X-PA (m/z 1143,3) und 

MeHH2N2X-PA (m/z 1157,3) wurden zusätzlich MALDI-TOF-MS/MS Messungen 

nach kollisioninduzierter Dissoziation unter Verwendung von Argon als Kollisionsgas 

in der Ionenquelle durchgeführt. Bei der Fragmentierung von Na+-Addukten als 

Vorläuferionen wurden neben glykosidischen Bindungsbrüchen in beiden Spektren 

(Abb. 35 und Abb. 36) auch zahlreiche Ringfragmentierungen (A- und X-Fragmente) 

beobachtet. Im niedrigeren Massenbereich (m/z 200 bis 500) wurden die Signale um 

Faktor 3 vergrößert dargestellt. Bei der Spezies 1143,3 stellte das B3-Fragment  

(m/z 844,5) das intensivste Signal dar, das durch Abspaltung des HexNAc-PA Restes 
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gebildet wird (Abb. 35). Das dazu passende C3-Ion (m/z 862,5) ließ sich ebenfalls 

detektieren, wenn auch deutlich schwächer. Im oberen Massenbereich waren zudem 

neben einer Wasserabspaltung weitere Y- und Z-Fragmente zu beobachten, die durch 

den Verlust terminaler Monosaccharidreste generiert wurden. Im mittleren 

Massenbereich wurden neben weiteren, durch glykosidische Bindungsbrüche gebildeten 

Fragmenten, ein A-Ringfragment (m/z 715,4) detektiert, das durch einen  
3,5A3-Ringbruch des vorletzten GlcNAc-Restes entsteht. Der untere Massenbereich  

(m/z 200 - 500) des im CID-Modus gemessenen Spektrums enthielt zahlreiche 

Fragmente, die Informationen über den mit Kohlenstoffatom 6 (C6) der zentralen 

Hexose verknüpften Arm des N-Glykans beinhalten und somit von besonderer 

Bedeutung sind. Die Detektion des Signals bei m/z 479,2, das durch den Doppelbruch 

Y3α/B2 generiert wird, stellt das so genannte D-Ion dar, welches die zentrale  

β-gebundene Mannose der Kernstruktur enthält, sowie, wenn vorhanden, die am C2 und 

C6 gebundenen Monosaccharidreste. In diesem Fall konnte das Ion dem Trisaccharid 

Hex2Xyl zugeordnet werden. Der innerste Mannose-Rest des D-Ions bildete im CID-

Modus zudem zwei charakteristische Ringfragmente, die mit 0,4A2 (m/z 245,1) und 3,5A2 

(m/z 259,1) ebenfalls registriert wurden und den Xylose-Rest nicht enthalten. Die am 

C2 der zentralen Mannose β-gebundene Xylose wurde auch direkt vom D-Ion 

abgespalten, was durch das um 132 Masseneinheiten kleinere Fragment bei m/z 347,1 

(Y3α/Y3γ/B2) nachgewiesen wurde (Abb. 35 Inset).    
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Abb. 35: MALDI-MS/MS (CID) Spektrum der Spezies H3N2X-PA gemessen als 
Pseudomolekülion [M+Na]+ der Masse m/z 1143,6. Charakteristische Fragmentionen 
wurden annotiert und der Bereich des D-Ions und der korrespondierenden  
A-Ringfragmente um Faktor drei in der Intensität verstärkt, dargestellt. Aus Platzgrün-
den wurde die Glykanstruktur zur Einzeichnung der Fragmentierungen in Textform 
abgebildet. Zur Kurzschreibweise der Monosaccharide siehe Bildunterschrift Abb. 17. 

 

Die zweite Spezies wurde ebenfalls als Pseudomolekülion [M+Na]+ mit der Masse  

m/z 1157,6 im CID-Modus untersucht. Das Spektrum in Abb. 32 zeigt ein 

vergleichbares Aussehen zum vorhergehenden CID-Spektrum. So wurden ebenfalls B3- 

und C3-Fragmente in entsprechender Intensität detektiert, die durch Abspaltung des 

HexNAc-PA Restes entstehen, wobei beide um 14 Masseneinheiten größer sind. Ebenso 

kommt es auch zur Abspaltung von Wasser sowie zur Generation weiterer Y- und  

Z-Fragmentierungen durch Abspaltungen terminaler Monosaccharidreste, wobei das 
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Fragment bei m/z 981,4 (Y3α) um das Masseninkrement einer Methylhexose kleiner ist 

als das Vorläuferion. Der mittlere Massenbereich wird ebenfalls durch glykosidische 

Fragmentbrüche dominiert, wobei mit dem 3,5A3-Ringfragment (m/z 729,2) des mittle-

ren HexNAc-Restes das um 14 Masseneinheiten größere Pendant zum ersten Spektrum 

ebenfalls detektiert wurde. Durch die Peaks im Massenbereich von m/z 200 bis 500 

konnte nachgewiesen werden, dass sich das entstehende D-Ion ebenfalls aus dem 

Trisaccharid Hex2Xyl zusammensetzt, da mit m/z 479,0 (Y3β/B2) ein massengleiches Ion 

detektiert wurde. Auch die daraus resultierenden Ringfragmente hatten die gleiche 

Masse (m/z 244,9 für 0,4A2 und 259,0 für 3,5A2). Das um das Masseninkrement 132 klei-

nere Fragment (D-Ion minus Xylose) wurde wiederum bei m/z 347,0 beobachtet. Die 

massengleichen Signale für das D-Ion und die charakteristischen A-Ringfragmente wei-

sen damit eindeutig das C3-Atom der zentralen Mannose als Bindungsstelle des 

Methylhexose-Restes aus.  
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Abb. 36: MALDI-MS/MS (CID) Spektrum der Spezies MeHH2N2X-PA, gemessen als 
Pseudomolekülion [M+Na]+ der Masse m/z 1157,6. Charakteristische Fragmentionen 
wurden annotiert und der Bereich des D-Ions und der korrespondierenden A-Ringfrag-
mente um Faktor drei in der Intensität verstärkt dargestellt. Aus Platzgründen   
wurde die Glykanstruktur zur Einzeichnung der Fragmentierungen in Textform abgebil-
det. Zur Kurzschreibweise der Monosaccharide siehe Bildunterschrift Abb. 17. 
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3.7.2.4 Behandlung mit Exoglykosidasen und HF-Lösung 

Zwei Fraktionen aus der HPLC-Trennung der AAL-ungebundenen Glykane wurden mit 

Exoglykosidasen behandelt und nachfolgend durch MALDI-TOF-MS analysiert. In 

Fraktion 13 (Abb. 37 A) wurden drei Hauptspezies nachgewiesen, die sich um jeweils 

einen HexNAc-Rest (Masseninkrement 203) unterschieden. Diese Fraktion wurde ein-

mal mit β-N-Acetylhexosaminidase und auch α-Mannosidase behandelt (Abb. 37).  

13
24

.0

15
27

.0

79
7.

0

95
9.

0

11
62

.0

11
21

.0
11

21
.2

11
43

.2

800 1000 1200 1400
m/z

1600

nach β-N-Acetylhexosaminidase

Fraktion 13, unbehandelt

nach α-Mannosidase

Hex Hex Hex

B

C

15
47

.6In
te

ns
itä

t

∆

∆

13
46

.6

15
49

.6

11
43

.5

A
∆ ∆

∆

#

#

#

∆

HexNAc

 

Abb. 37: MALDI-TOF-MS der Glykane von Fraktion 13 nach HPLC der AAL-
ungebundenen Glykane vor (A) und nach Behandlung mit Exoglykosidasen. Während 
die β-N-Acetylhexosaminidase die Glykane fast quantitativ zur Spezies mit m/z 1121,2 
[M+H]+ (H3N2X-PA) umsetzt (B), setzt die α-Mannosidase die Glykane nur teilweise 
um (C).  = H+-Addukte, ∆ = Na+-Addukte, # = K+-Addukte.  
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Abb. 37 A bis C zeigen die Massenspektren vor und nach Behandlung der Fraktion mit 

den Exoglykosidasen. Die Behandlung mit der β-N-Acetylhexosaminidase führt zur 

vollständigen Umsetzung der Spezies 1346,6 und 1549,6 zum kleineren N-Glykan mit 

m/z 1121,2 [M+H]+ (Abb. 37 B), so dass es zur Abspaltung von zwei HexNAc-Resten 

kommt. Die Behandlung mit α-Mannosidase (Abb. 37 C) führte teilweise zu einem na-

hezu kompletten Verdau der Spezies 1121,2 bis hin zum Xyl(β1-2)Man(β1-

4)GlcNAc(β1-4)GlcNAc-PA, das mit m/z 797,0 als H+-Addukt registriert wurde und 

sich um einen Hexose-Rest vom Signal bei m/z 959,0 unterscheidet. Während die große 

Spezies H3N4X-PA enzymatisch nicht angegriffen wird, wird von der Spezies H3N3X-

PA zum Teil ein Mannose-Rest abgespalten, was mit dem Signal bei  m/z 1162,0 korre-

liert. Die in Fraktion 20 vorliegenden Spezies wurden mit α-Fucosidase,  

β-Galaktosidase, 48 %iger HF-Lösung und β-N-Acetylhexosaminidase getrennt 

voneinander behandelt (Abb. 38 A-D). Dabei führte α-Fucosidase nur in geringem 

Maße zu einer Freisetzung von Fucose bei der Spezies H4N4XF-PA (Abb. 38 B). Die 

großen Glykane dieser Fraktionen wurden von beiden Enzymen nicht umgesetzt, da 

entsprechende Signale im MS nicht zu sehen waren. Beobachtet wurde hingegen eine 

erniedrigte Signalintenstität. Die Kombination aus dem β-N-Acetylhexosaminidase 

Verdau nach HF-Behandlung führte hingegen zur Abspaltung von HexNAc-Resten 

und/oder Fucose, so dass  Signale bei m/z 1689,9 [M+H]+ und m/z 1702,4 [M+H]+ 

gemessen wurden (Abb. 38 D).  
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Abb. 38: MALDI-TOF-MS der Glykane von Fraktion 20 nach HPLC der AAL-
ungebundenen Glykane vor (A) und nach sequentieller Behandlung mit Exoglykosida-
sen (B+C), sowie HF-Behandlung mit anschließender β-N-Acetylhexosaminidase-
Behandlung (D). α-Fucosidase (B) und β-Galaktosidase (C) hatten nur einen schwachen 
Einfluss auf die Glykane. Lediglich die HF-Behandlung und der anschließender Verdau 
mit β-N-Acetylhexosaminidase-Behandlung (D) zeigten einen Effekt. In (A) wurden an 
die detektierten Massen noch Monosaccharidzusammensetzungen notiert. 
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3.7.3  MALDI-TOF-MS Analyse AAL-gebundener N-Glykane 

Die MALDI-TOF-MS Analyse der Fraktionen nach Auftrennung der AAL-gebundenen 

N-Glykane bestätigte die große Heterogenität dieses Glykangemisches. Es zeigte sich, 

dass alle Glykane dieses Pooles innerhalb 25 Minuten (Fraktion 50) nach Laufbeginn 

eluiert waren. Nach Fraktion 50 waren keine N-Glykane mehr nachweisbar. Die 

Fraktionen 1 bis 15 (entsprechend 7,5 Minuten HPLC-Laufzeit) enthielten keine 

Kohlenhydrate. Die Größentrennung hatte bis Fraktion 30 (15 Minuten) vielfach zu ver-

gleichsweise homogenen Fraktionen geführt (Abb. 39 bis Abb. 44). Hingegen 

verdeutlichten die MS-Analysen der Fraktionen 31 bis 50 wieder die enorme 

Heterogenität des Ausgangsgemisches (Abb. 42 bis Abb. 44). Einige N-Glykanspezies 

wurden bei der MS-Analyse als [M+H]+ und/oder [M+Na]+ Addukte gemessen, woraus 

teilweise Doppelpeaks mit dem Massenabstand 22 resultierten. In Fraktion 15 bis 26 

eluierten hauptsächliche kleinere N-Glykane (Abb. 39 bis Abb. 41) und enthielten Spe-

zies, die auch schon im Massenspektrum des Immuneluat-Gesamtpools detektiert wor-

den waren. Die Fraktionierung erlaubte die Einteilung weiterer Glykane in die 

beschriebenen Gruppen. In Fraktion 15 wurde mit m/z 965,5 eine Spezies erstmalig und 

auch nur schwach detektiert, die eine Zusammensetzung von HN2XF-PA aufweist. Sie 

kann als Vorläufer für die verlängerten Glykane mit m/z 1127,4 (H2N2XF-PA) und 

1141,3 (MeHHN2XF-PA) betrachtet werden. Eine weitere Serie AAL-gebundener 

kreuzreagierender Glykane wird durch die Grundstruktur gegeben, welche sich 

biosynthetisch von der Spezies MeHH2N2XF-PA (m/z 1303,4 Fraktion 20) herleitet. 

Größere Spezies in Fraktion 29 lassen sich von diesem Typ ableiten und scheinen durch 

Verlängerung zu entstehen. Zwar wurde das um einen HexNAc Rest verlängerte Glykan 

der Masse m/z 1506,4 (MeHH2N3XF-PA) nur schwach in Fraktion 27 bis 29 detektiert, 

das um zwei HexNAc-Reste erweiterte Glykan MeHH2N4XF-PA (m/z 1688,1) in Frak-

tion 33 war hingegen deutlich als [M+H]+ Addukt nachweisbar. Die Spezies der Massen 

m/z 1855,5 [M+Na]+, m/z 2017,6 [M+Na]+, m/z  2179,4 [M+Na]+ und m/z  2220,6 

[M+Na]+ waren  als Hauptkomponenten im Gesamtmassenspektrum des Pools an AAL-

gebundenen Glykanen detektiert worden  (Abb. 23).  
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Abb. 39: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 15 bis 20 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-gebundenen N-Glykane. In ausgewählten Fällen wurden 
Masseninkrementabstände, die für Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil 
eingezeichnet. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-Addukte 
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Abb. 40: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 21 bis 26 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-gebundenen N-Glykane. In ausgewählten Fällen wurden 
Masseninkrementabstände, die für Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil 
eingezeichnet. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-Addukte 
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Abb. 41: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 27 bis 32 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-gebundenen N-Glykane. In ausgewählten Fällen wurden 
Masseninkrementabstände, die für Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil 
eingezeichnet. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-Addukte 

 



Ergebnisse 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

101

21
57

.6

18
33

.4
18

64
.4

21
79

.8

20
37

.5

16
88

.1

1600 1800 2000 2200 2400
m/z

20
58

.6

20
36

.4

21
79

.8

18
55

.5

20
03

.4

1600 1800 2000 2200 2400
20

36
.4

16
90

.2

18
21

.5

20
58

.6

21
57

.6

1600 1800 2000 2200 2400

22
04

.6

20
17

.6

18
41

.4

20
58

.6

18
21

.5

17
12

.3

1600 1800 2000 2200 2400

19
96

.4

18
21

.5

20
18

.3

18
80

.3

21
83

.5

1600 1800 2000 2200 2400

19
96

.5

20
52

.4

18
35

.5

1600 1800 2000 2200 2400

m/z

m/zm/z

m/z m/z

In
te

ns
itä

t

In
te

ns
itä

t

In
te

ns
itä

t

In
te

ns
itä

t

In
te

ns
itä

t

In
te

ns
itä

t

Fraktion 33 Fraktion 34

Fraktion 35 Fraktion 36

Fraktion 37 Fraktion 38

HexNAc

Fuc

Fuc

MeH

Hex

∆

∆

∆

∆∆

∆

∆
∆

∆

∆

∆

∆

 

Abb. 42: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 33 bis 38 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-gebundenen N-Glykane. In ausgewählten Fällen wurden 
Masseninkrementabstände, die für Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil 
eingezeichnet. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-Addukte 
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Abb. 43: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 39 bis 44 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-gebundenen N-Glykane. In ausgewählten Fällen wurden 
Masseninkrementabstände, die für Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil 
eingezeichnet. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-Addukte 
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Abb. 44: MALDI-TOF-Massenspektren der Fraktionen 45 bis 50 nach HPLC-
Größenfraktionierung der AAL-gebundenen N-Glykane. In ausgewählten Fällen wurden 
Masseninkrementabstände, die für Monosaccharide zutreffend sind, mittels Doppelpfeil 
eingezeichnet. ∆ = Na+-Addukte,  = H+-Addukte 
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Die Fraktionen ab 30 zeichneten sich durch starke Heterogenität aus und enthielten viele 

erstmalig detektierte Spezies, die auf Grund ihrer geringen Abundanz in vorangegange-

nen Fraktionen nicht nachgewiesen werden konnten. Dies spiegelte die die Vielfalt des 

Ausgangsgemisches wider und führte zur gleichzeitigen Detektion von bis zu mehr als 

10 verschiedenen Komponenten in einer Fraktion (Abb. 42, Fraktion 36 und Abb. 44, 

Fraktion 46). Da die meisten davon für eine detaillierte Analyse in viel zu geringer 

Menge vorlagen, konzentrierte sich die weitere strukturelle Charakterisierung auf schon 

beschriebene Hauptkomponenten.  

 

3.7.4 Strukturelle Charakterisierung AAL-gebundener 
kreuzreagierender N-Glykane  

3.7.4.1 MALDI-TOF-MS/MS Analyse kleiner AAL-gebundener  
N-Glykane  

Die strukturelle Charakterisierung der kleineren AAL-gebundenen kreuzreagierenden 

N-Glykane mittels MALDI-TOF-MS/MS wurde an Vertretern der weitgehend homoge-

nen Fraktionen 15 bis 26 durchgeführt. Die entsprechenden LIFT-Massenspektren soll-

ten Informationen über den sequentiellen Aufbau der kleinen Strukturen liefern, die 

auch als mögliche Grundbausteine für die Biosynthese größerer Glykanspezies in Frage 

kommen. In Fraktion 15 wurde mit m/z 965,5 ([M+Na]+) die kleinste Spezies der AAL-

gebundenen kreuzreagierenden N-Glykane detektiert. Das dazugehörige LIFT-Spekt-

rum lieferte ein dominantes Signal bei m/z 446,3 (Y1), das durch das Fuc(α1-

6)HexNAc-PA Fragment generiert wird (Abb. 45). Vom Vorläuferion 943,5 ([M+H]+) 

war zudem die Abspaltung der terminalen Monosaccharidreste Fucose (m/z 797,5 Y1α) 

und Xylose (m/z 811,4 Y3γ) zu beobachten.   
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Abb. 45: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies HN2XF-PA, gemessen als H+-
Addukt mit der pseudomolekularen Molekülmasse m/z 943,5. Charakteristische 
Fragmentionen wurden annotiert und Masseninkrementabstände eingezeichnet. Zur 
Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und Methoden. 

 

Durch Addition eines Hexose-Restes oder einer Methylhexose entstehen Glykane der 

Masse m/z 1105,7 und 1119,9 ([M+H]+), die ebenso in den Fraktionen detektiert wur-

den. Die LIFT-Spektren der beiden Spezies zeigten zahlreiche Peaks mit jeweils identi-

scher Masse, was die strukturelle Ähnlichkeit beider Spezies verdeutlicht (Abb. 46). 

Das Fuc(α1-6)HexNAc-PA Bruchstück ist als dominantestes Signal mit m/z 446 (Y1) in 

beiden Spektren vertreten. Durch Verlust einer Hexose (Abb. 46 A) bzw. einer 

Methylhexose (Abb. 46 B) werden massengleiche Y3α Fragmente generiert. 
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Abb. 46: MALDI-MS/MS (LID) Spektren der Spezies H2N2XF-PA (A) und 
MeHHN2XF-PA (B), gemessen als H+-Addukte mit den Massen m/z 1105,8 und 1119,9. 
Die charakteristischen Fragmentionen stellen das Y1-Fragment und das Y3α-Fragment 
dar, welche die Kernfucosylierung und terminale Hexose bzw. Methylhexose zeigen. 
Zur Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und Methoden. 
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Eine weitere Hexose führt bei beiden Spezies zu Strukturen mit den Massen m/z 1267,8 

und 1281,8. Bei beiden N-Glykanen ließ sich im MS/MS mit dem Y1-Fragment bei  

m/z 446 die vorliegende Kernfucosylierung nachweisen. Vom Pseudomolekülion  

m/z 1267,9 [M+H]+ wurde die Abspaltung der terminalen Zuckerreste beobachtet, 

welche die drei Fragmente Y1γ (m/z 1121,8), Y3α oder Y3α’ (m/z 1105,8) und Y3β (m/z 

1135,9) generierte (Abb. 47). Im MS/MS Spektrum der Spezies 1281,8 wurde deutlich, 

dass vier massenverschiedene, terminale Zuckerreste vom Vorläuferion abgespalten 

werden (Abb. 48). In beiden MS/MS Spektren wurde auch ein B3-Fragment detektiert, 

das durch Abspaltung des Fuc(α1-6)HexNAc-PA Fragmentes gebildet wird und sich um 

14 Masseneinheiten unterschied.  
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Abb. 47: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies H3N2XF-PA gemessen als  
H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1267,9. Das Y1-Fragment wurde als 
diagnostisches Fragment detektiert. Vom Vorläuferion ist in Richtung niedrigerer 
Masse eine 3er Fragmentionengruppe zu sehen, die von terminalen Monosaccha-
ridresten generiert wird. Zur Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt Mate-
rial und Methoden. 
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Abb. 48: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies MeHH2N2XF-PA, gemessen als 
H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1281,8. Das Y1-Fragment wurde als 
diagnostisches Fragment detektiert. Vom Vorläuferion sind in Richtung niedrigerer 
Masse vier verschiedene Fragmentionen zu sehen, die durch Abspaltung terminaler 
Monosaccharidreste generiert werden. Zur Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im 
Abschnitt Material und Methoden.  

 

Die beiden beschriebenen N-Glykane H3N2XF-PA und MeHH2N2XF-PA (m/z 1289,4 

und 1303,4 [M+Na]+) scheinen als Kernstrukturen in der biosynthetischen Reihe in 

Frage zu kommen, da Glykanspezies gefunden wurden, die mit zwei HexNAc-Resten 

verlängert werden und sich um das Masseninkrement von 406 Einheiten von diesen 

unterschieden. Dafür sprach auch, dass von beiden Spezies das jeweils um einen 

HexNAc-Rest verlängerte Glykan detektiert wurde. Die LIFT-Spektren der um einen 

HexNAc-Rest verlängerten Spezies zeigten einen komplexeren Aufbau. Von besonderer 

Bedeutung war die Fragmentierung ausgehend vom Vorläuferion, das Indizien für 

terminale Monosaccharidreste geben sollte. Bei der Spezies m/z 1470,0 mit der 

Zusammensetzung H3N3XF-PA, wurden erwartungsgemäß die Signale beobachtet, wel-

che aus der Abspaltung von einem terminalen HexNAc-Rest, einer Hexose, einer Xy-

lose und einer Fucose resultieren (Abb. 49). Mit dem B2α-Fragment bei m/z 366,7 wurde 

zudem das abgespaltene HexNAc-Hex-Disaccharid detektiert. Das Peakmuster im 
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LIFT-Spektrum dieser Spezies zeigte eine sequentielle Fragmentierung, die strukturelle 

Aussagen über das Glykan erlaubte.  
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Abb. 49: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies H3N3XF-PA, gemessen als  
H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1470,0. Das Y1-Fragment stellt das 
dominanteste Signal dar. Vom Vorläuferion ist in Richtung niedrigerer Masse eine 
ganze Reihe von Fragmentionen zu sehen, die durch Abspaltung terminaler 
Monosaccharidreste und durch sequentielle Fragmentierung generiert werden. Zur 
Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und Methoden.   

 

Im LIFT-Spektrum der zweiten, um einen HexNAc-Rest verlängerten Spezies mit der 

pseudomolekularen Masse von m/z 1484,5 [M+H]+ war vom Vorläuferion nur die 

Abspaltung des HexNAc-Restes und der kerngebundenen Fucose in hohen 

Signalintensitäten zu beobachten (Abb. 50). Das Inset des relevanten Massenbereiches 

zeigt, dass auch die Methylhexose und der Xyloserest freigesetzt werden, wenn auch in 

deutlich geringerer Intensität. Korrespondierende B-Fragmente waren nur für den 

Methylhexose-Rest (B1β) und den HexNAc-Rest (B1α) detektierbar. Das B2α-Fragment, 

detektiert bei m/z 366,1, deutete wiederum darauf hin, dass auch bei dieser Struktur die 

Verlängerung unter Ausbildung eines HexNAc-Hex-Disaccharid erfolgt war.  
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Abb. 50: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies MeHH2N3XF-PA, gemessen als 
H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1484,5. Das B1α-Fragment (m/z 204,1) 
zeigt eine höhere Intensität als das Y1-Fragment (m/z 446,2). Vom Vorläuferion ist in 
Richtung niedrigerer Masse vor allem die Abspaltung eines Fucose-Restes sowie eines 
HexNAc-Restes zu sehen. Zur Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt 
Material und Methoden.  

 

Die um zwei HexNAc-Reste verlängerten Spezies, die mit der Masse m/z 1674,0 

([M+H]+) in den Fraktionen 27 bis 32 (Abb. 41) nachgewiesen wurde, war in sofern von 

Interesse, da eine massengleiche Komponente bereits im Pool der AAL-ungebundenen 

Glykane detektiert wurde. Das LIFT-Spektrum dieser Spezies zeigte ein dominantes 

Signal bei 446,0 (Y1), das eindeutig eine Kernfucosylierung belegte (Abb. 51). Unter 

den diagnostisch relevanten Ionen wurde hier auch das B2α-Fragment (m/z 407,0) detek-

tiert, das die Präsenz eines terminalen HexNAc2-Disaccharids zeigt und bisher noch bei 

keiner anderen Spezies aus dieser Gruppe von Glykanen gefunden wurde. Das B3α-

Fragment bei m/z 568,9 belegte, dass das HexNAc2-Element an einen Hexose-Rest 

gebunden ist.  Die um ein HexNAc2-Element verlängerte Spezies mit der Masse  

m/z 1687,5 ([M+H]+) wurde ebenfalls im MS/MS untersucht (Abb. 52). Vom 

Vorläuferion wurde die Abspaltung eines HexNAc-Restes (Y5α), einer Methylhexose 
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(Y3β) und einer Fucose (Y1δ) beobachtet, was für deren terminales Vorliegen sprach. 

Unter den diagnostischen Ionen wurden das B1α-Fragment mit m/z 204,1 als Signal der 

höchsten Intensität beobachtet, parallel dazu wurden auch das B1β-Fragment bei m/z 

177,0 , das B2α-Fragment bei m/z 407,1 (HexNAc2-Rest) und das Y5α/B3α-Fragment 

(HexNAc-Hex) mit m/z 366,0 detektiert.   
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Abb. 51: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies H3N4XF-PA, gemessen als  
H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1674,0. Das B2α-Fragment (m/z 407,0) 
zeigt die Abspaltung eines HexNAc-Disaccharids an. Das Y1-Fragment (m/z 446,0) und 
das B1α-Fragment (m/z 204,1) weisen nahezu gleiche Intensität auf. Vom Vorläuferion 
ist in Richtung niedrigerer Masse die Abspaltung der vier terminalen 
Monosaccharidresten verschiedener Massen zu sehen. Zur Erklärung der Symbole siehe 
Abb. 12 im Abschnitt Material und Methoden.  
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Abb. 52: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies MeHH2N4XF-PA, gemessen als 
H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1687,5. Unter den diagnostischen 
Fragmenten sind das B2α-Fragment (m/z 407,1) und auch das Y1-Fragment (m/z 446,1) 
relevant. Das B1α-Fragment (m/z 204,1) zeigt zudem eine höhere Intensität als das Y1-
Fragment. Das Y3β-Fragment bei m/z 1511,6 zeigt die Abspaltung einer terminalen 
Methylhexose vom Vorläuferion an. Zur Erklärung der Symbole siehe Abb. 12 im Ab-
schnitt Material und Methoden. 

 

3.7.4.2 Charakterisierung komplexer AAL-gebundener N-Glykane 

Unter diesem Punkt sollen einige Beispiele von AAL-gebundenen N-Glykanen folgen, 

die in ihrer Struktur als komplexer zu betrachten waren. Im Zuge einer biosynthetischen 

Reihe der kreuzreagierenden N-Glykane wurden in den HPLC-Fraktionen 30 bis 50 

eine große Menge an N-Glykanen detektiert, die sich aus den bereits besprochenen Spe-

zies durch Addition weiterer Monosaccharidreste herleiten lassen und damit in einem 

Zusammenhang stehen. Aus der Spezies H3N4XF-PA (m/z 1695,6 [M+Na]+), entstehen 

durch Addition eines HexNAc-Restes, einer Hexose oder einer Fucose Spezies mit den 

Massen m/z 1898,6 , 1857,6 und 1841,5. Diese drei Strukturen wurden zwar 

massenspektrometrisch detektiert, lagen aber für eine detaillierte Analyse in zu geringen 

Mengen vor. In Fraktion 33 wurde hingegen mit der Masse m/z 1833,5 ([M+H]+) ein 
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Glykan detektiert, das rechnerisch durch Verlängerung mit einer Fucose aus 

MeHH2N4XF-PA (m/z 1687,5) hervorgehen kann. Das MS/MS-Spektrum in Abb. 53 

zeigt ein Mischspektrum, das auf die gleichzeitige Anwesenheit zweier isobarer N-Gly-

kane zurückzuführen war, die an Hand charakteristischer Signale identifiziert werden 

konnten. Im Massenbereich vom Signal bei m/z 1135,2 bis zum Vorläuferion bei  

m/z 1834,0 generiert die Abspaltung von HexNAc-Resten und fucosylierten HexNAc-

Resten charakteristische Y-Fragmente. Die dazu korrespondierenden B-Fragmente  

(m/z 349,9 / 552,8 / 698,8) wurden im unteren Massenbereich ebenfalls detektiert, 

wobei das Signal bei m/z 698,8 eindeutig das Vorhandensein einer Fuc2HexNAc2-

Einheit indiziert. Das dominante Signal bei m/z 1135,2 passt dabei zu zwei 

Zusammensetzungen von H3N2F-PA und MeHH2N2X-PA, wobei die unfucosylierte 

Spezies mit dem entsprechenden fucosylierten Signal (m/z 1281,3) korrespondiert bzw. 

durch den Verlust der Methylhexose oder Xylose Signale bei m/z 959,0 oder 1003,2 

generiert. Für die Anwesenheit einer Methylhexose spricht weiterhin das Auftreten 

eines B 1β-Fragmentes mit m/z 176,9. In beiden Fällen kann durch Verlust eines 

weiteren Hexose-Restes ein Fragment mit m/z 973,0 (Y*3α/Y1δ oder Y3α) entstehen.  Ein 

Signal bei m/z 1631 ([M+H-HexNAc]+) war nicht nachweisbar, was die Existenz eines 

terminalen, unsubstituierten HexNAc-Restes ausschließt. Mit diesem LIFT-Spektrum 

wurde eindeutig gezeigt, dass kreuzreagierende N-Glykane nicht notwendigerweise 

einen Xylose-Rest tragen müssen.  
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Abb. 53: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies H3N4F3-PA und MeHH2N4XF2-
PA, gemessen als Pseudomoleküle [M+H]+ mit m/z 1834,0. Das Spektrum zeigt ein 
Gemisch an Signalen, die zum Teil auf beide isobare Spezies zutreffen. Zur Unterschei-
dung der Fragmente wurden die für Komponente MeHH2N4XF-PA charakteristischen 
Signale mit einem Stern annotiert. Unter den diagnostisch relevanten Fragmenten sind 
besonders das B( )2α-Fragment (m/z 349,9), das B 3α bzw. B3α/Y6α-Fragment (m/z 
552,8) und das B3α-Fragment (m/z 698,8), welche allesamt monofucosylierte und 
difucosylierte HexNAc und HexNAc2-Elemente anzeigen, von Interesse. Zur Erklärung 
der Symbole siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und Methoden. 

 

Die Spezies mit den Massen m/z 1834,0 ([M+H]+) können möglicherweise als Kandida-

ten für die Synthese von weiteren N-Glykanen höherer Masse angesehen werden. Dies 

schien für das kreuzreagierende N-Glykan mit der pseudomolekularen Masse [M+H]+ 

m/z 1996,4 zutreffend, da sich diese Spezies durch die Addition einer Hexose aus der 

vorangegangenen Spezies rechnerisch ableiten lässt und daher als Glykan innerhalb 

einer biosynthetischen Reihe in Frage kommt. Das MS/MS-Spektrum dieses 

Oligosaccharids, fragmentiert als H+-Addukt bei m/z 1996,4, stellte wieder ein 

Mischspektrum dar. Dabei ergaben die beobachteten Signale strukturelle Informationen 

für zwei isobare Spezies der Zusammensetzungen H4N4F3-PA und MeHH3N4XF2-PA. 

Dementsprechend sah das LIFT-Spektrum vor allem im vorderen Massenbereich von 

m/z 200 bis 1200 recht komplex aus (Abb. 54). Zur besseren Zuordnung charakteristi-
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scher Fragmente wurden diagnostisch relevante Signale von H4N4F3-PA mit einem 

Stern gekennzeichnet. Ausgehend vom Vorläuferion wurde einmal die Abspaltung von 

mono- und difucosylierten HexNAc1-2-Elementen detektiert, wobei die korrespondieren-

den diagnostischen Fragmente bei m/z 350,6 (B2α bzw. B 2α), 553,4 (B3α und Y 6α/B 3α 

und Y 5α’/B 3α) und 698,3 (B 3α) ebenfalls beobachtet wurden. Ferner wurde die 

Abspaltung einer terminalen Hexose mit dem Y4β bzw. Y 4β-Fragment nachgewiesen. 

Das B 3α-Fragment (m/z 698,3) zeigt das Vorliegen eines N2F2-Elementes auf einem 

Glykan an. Bei der anderen Spezies spricht die beobachtete Fragmentierung dafür, dass 

die Fucose am N2-Element in terminaler Position am GalNAc-Rest gebunden ist. Dafür 

spricht, dass vom Vorläuferion keine Abspaltung eines HexNAc-Restes gefunden 

wurde. Die Abspaltung eines Xylose-Restes vom dem Fragment mit m/z 1135,0 wird 

durch das Signal bei m/z 1003,8 belegt, während der Verlust des Methylhexose-Restes 

das Signal bei m/z 959,3 vom gleichen Vorläuferion generiert. Das Spektrum belegt 

weiterhin, dass die vorhandene Methylhexose subterminal vorliegt.  
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Abb. 54: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies H4N4F3-PA und MeHH3N4XF2-
PA, gemessen als Pseudomoleküle [M+H]+ mit m/z 1996,4. Das Spektrum zeigt ein 
Gemisch an Signalen, die zum Teil auf beide isobare Spezies zutreffen. Zur Unterschei-
dung der Fragmente wurden die MeHH3N4XF2-PA betreffende Fragmente mit einem 
Stern annotiert. Zu den interessanten, diagnostischen Fragmenten gehören insbesondere 
das B2α-Fragment (m/z 350,6) und das B 3α-Fragment (m/z 698,3), welche monofucosy-
lierte und difucosylierte HexNAc und HexNAc2-Elemente anzeigen. Aus Platzgründen 
wurde die Glykanstruktur zur Einzeichnung der Fragmentierungen in Textform abgebil-
det. Zur Erklärung der Kurzschreibweise siehe Bildunterschrift zur Abb. 17. 

 

Unter den AAL-gebundenen kreuzreagierenden N-Glykanen zeigte sich schon im 

Massenspektrum des Gesamtpools Abb. 17 C, dass zwei Spezies mit den 

pseudomolekularen Massen [M+Na]+ m/z 2179,4 und 2220,6 als Hauptkomponenten 

vorliegen, die mittels MS/MS weiter analysiert wurden und als repräsentative Struktu-

ren höhermolekularer kreuzreagierender N-Glykane besprochen werden sollen. Die 

Berechnung der Monosaccharidzusammensetzung ergab MeHH4N4XF2-PA bzw. 

MeHH3N5XF2-PA, wobei die Massendifferenz auf einen Hex-HexNAc-Austausch 

zurückzuführen war.  
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Abb. 55: MALDI-MS/MS (LID-Modus) Spektrum der Spezies MeHH4N4XF2-PA 
gemessen als H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 2156,2. Das Spektrum zeigt 
besonders intensive Signale bei m/z 1281,3 (Y4α/Y4β), 445,7 (Y1) und 204,0 (B1α). Als 
diagnostische Fragmente sind das B2α-Fragment (m/z 349,8) und auch das B3α-Fragment 
(m/z 553,5) zu nennen. Die mit einem „+“ markierten Fragmente lassen sich aus der 
vorgeschlagenen Struktur nicht ableiten und sind möglicherweise auf eine 
Nebenkomponenten zurückzuführen. Aus Platzgründen wurde die Glykanstruktur zur 
Einzeichnung der Fragmentierungen in Textform abgebildet. Zur Erklärung der Kurz-
schreibweise siehe Bildunterschrift zur Abb. 17. 

 

Das MS/MS-Spektrum der Spezies MeHH4N4XF2-PA (H+-Addukt mit m/z 2157,2) 

zeigte ein komplexes Bild an Y- und B-Fragmentionen (Abb. 55). Vom Vorläuferion 

ergab die Abspaltung eines terminalen Hexose-Restes und einer Fucose zwei Signale 

bei m/z 1993,9 (Y5β) und 2009,9 (Y1δ oder Y6α). Das dominante Signal bei m/z 1281,3 

(Y4α/Y4β) kann durch einen Doppelbruch entstehen und entspricht der Zusammen-

setzung MeHH2N2XF-PA. Es repräsentiert so die Kernstruktur, die bereits bei den 

kleineren AAL-gebundenen Glykanen detektiert wurde. Ausgehend von diesem 

Fragment wurden auch Signale gefunden, die der Kernstruktur plus Hexose (m/z 1443,3 

Y4α/Y5) bzw. HexNAc-Rest (1484,3 Y5α/Y5β) entsprechen. Ausgehend von Fragment 

m/z 1281,3 war neben der Abspaltung einer Fucose (m/z 1135,1), einer Hexose (m/z 
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1119,1) weiterhin ein Verlust des Xylose-Restes bei m/z 1149,2 (Y4α/Y4β/Y3γ) und des 

Methylhexose-Restes (m/z 1105,0 Y4α/Y3β) zu beobachten, wobei die Abspaltung beider 

Monosaccharidreste vom Molekülion nicht feststellbar war. Das Fehlen eines Signals 

bei m/z 699 deutete darauf hin, dass es kein N2F2-Fragment in terminaler Position gibt, 

während die Signale bei m/z 349,8 (B2α) und 553,5 (B3α) NF- und N2F-Elemente in 

terminaler Position belegen. Die Detektion der charakteristischen, diagnostischen Ionen 

für fucosylierte HexNAc2-Element erlaubte aus dem MS/MS-Spektrum nicht die exakte 

Zuordnung des Fucose-Restes zum terminalen oder subterminalen HexNAc-Rest. Das 

Fehlen eines [M+H-HexNAc]+-Ion macht jedoch sehr wahrscheinlich, dass der Fucose-

Rest mit dem terminalen HexNAc-Rest verknüpft war.     

Das MS/MS-Spektrum der Spezies MeHH3N5XF2-PA, gemessen als Pseudomolekül 

[M+H]+ bei m/z 2198,8, zeigte in vielen Bereichen ein ähnliches Fragmentierungsmus-

ter wie das um 41 Masseneinheiten kleinere N-Glykan (Abb. 56). Unterschiede waren 

insbesondere hinsichtlich der Abspaltung terminaler Monosaccharidreste vom Vorläufe-

rion zu beobachten. Die Fragmentionen bei m/z 1995,8 (Y5α) werden durch einen Ver-

lust von HexNAc (m/z 2052,8 Y5α’ oder Y1δ) oder Fucose generiert. Abspaltung eines 

terminalen Hexose-Restes wurde nicht detektiert. Erst das Signal bei m/z 1833,0 (Y4β) 

kennzeichnet mit einer Massendifferenz von 162 den Verlust eines Hexose-Restes. Bis 

zum Signal bei m/z 1687,9 kennzeichnen die Masseninkremente zwischen den einzelnen 

Peaks die Abspaltung von HexNAc-, Hexose- und Fucose-Resten. Die Massendifferenz 

zwischen den Signalen bei m/z 1687,9 und m/z 1281,6 entspricht mit 406 einem Hex-

NAc2-Disaccharid, dessen Präsenz durch das dazwischenliegende Signal bei m/z 1484,7 

(Y4α/Y5β) belegt wird. Wie bei der zuvor beschriebenen Spezies wurde die Abspaltung 

der Methylhexose auf der Stufe von Fragment m/z 1281,6 beobachtet, was zu einem 

Signal bei m/z 1105,4 (Y4α/Y3β) führte. Ergänzend sei erwähnt, dass im vorderen 

Massenbereich wiederum die diagnostisch relevanten Fragmentionen bei m/z 350,2 

(Y5α/B2α), 553,3 (B2α) detektiert wurden, die ein fucosyliertes HexNAc2-Element anzei-

gen. Es ist jedoch anzumerken, dass das erhaltene MS/MS-Spektrum auch mit einer 

isomeren Struktur kompatibel wäre, bei der die äußere Fucose mit dem terminalen Hex-

NAc-Rest verknüpft ist und HexNAc in der oberen Antenne in terminaler Position vor-

liegt. Entsprechende Fragmentionen wurden mit einem  
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Abb. 56: MALDI-MS/MS (LID) Spektrum der Spezies MeHH3N5XF2-PA, gemessen 
als H+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 2198,8. Die Signale passen zum Teil 
auf beide Strukturvorschläge. Im Spektrum sind besonders intensive Signale bei  
m/z 1281,6 (Y4α/Y4β), 446,3 (Y1) und 204,1 (B1α oder B 1β) zu beobachten. Als 
diagnostische Fragmente sind die Fragmentionen m/z 350,2 (NF) und m/z 553,3 (N2F) 
von Interesse. Die Fragmente, welche auf die alternative (untere) Struktur zutreffen, 
wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Aus Platzgründen wurden die 
Glykanstrukturen zur Einzeichnung der Fragmentierungen in Textform abgebildet. Zur 
Erklärung der Kurzschreibweise siehe Bildunterschrift zur Abb. 17. 

 

3.7.4.3 Untersuchungen AAL-gebundener N-Glykane mittels MALDI-
TOF-MS/MS (heCID) und Elektrospray-Ionisation 
Massenspektrometrie  

 

Von den AAL-gebundenen kreuzreagierenden N-Glykanen wurden drei Vertreter, die 

alle eine Methylhexose aufweisen, mittels MALDI-TOF-MS/MS im CID-Modus unter-

sucht. Dabei sollte die Frage geklärt werden, welche Antenne das HexNAc-HexNAc-

Element trägt. Untersucht wurden mit MeHH2N2XF-PA ([M+Na]+ m/z 1303,4), 



Ergebnisse 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

120 

MeHH2N3XF-PA ([M+Na]+ m/z 1506,4) und MeHH3N5XF2-PA ([M+Na]+ m/z 2220,6), 

die sich im Sinne einer biosynthetischen Reihe auseinander herleiten lassen. 

Das CID-Spektrum der Spezies mit [M+Na]+ von m/z 1303,4 zeigte ein besonders 

intensives Signal bei m/z 858,3, das durch Abbruch eines Fuc-HexNAc-PA Fragments 

entstand (Abb. 57). Verlust des Fucose-Restes erzeugte als Y1δ-Fragment bei m/z 1157,5 

ebenfalls ein dominantes Signal. Neben diesen beiden Y-Bruchstücken wurden weitere 

Y- und B-Fragmente beobachtet. Im unteren Massenbereich wurde bei m/z 478,9 das 

B2/Y3α-Fragment detektiert, das als D-Ion in Frage kommt. Die korrespondierenden A-

Ringfragmente wurden bei 245,0 (0,4A2) und 258,9 (3,5A2) detektiert und belegten, dass 

am C6-Atom der zentralen β-gebundenen Mannose ein Hexose-Rest lokalisiert ist. 

Gleichzeitig wurde damit auch bewiesen, dass die Methylhexose mit dem C3-Atom der 

zentralen Mannose verknüpft ist. 
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Abb. 57: MALDI-MS/MS (CID) Spektrum der Spezies MeHH2N2XF-PA, gemessen als 
Na+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1303,4. Im Spektrum ist ein besonders 
intensives Signal bei m/z 858,3 (B3) zu beobachten. Als diagnostische Fragmente sind 
das „D-Ion“ (B2/Y3α) bei m/z 478,9 und die dazugehörigen A-Ringfragmente 0,4A2 bei 
m/z 245,0 und 3,5A2 bei m/z 258,9 von Relevanz.   = aus angegebener Struktur ließ sich 
dieser Peak nicht zuordnen. Aus Platzgründen wurde die Glykanstruktur zur Einzeich-
nung der Fragmentierungen in Textform abgebildet. Zur Erklärung der Kurzschreib-
weise siehe Bildunterschrift zur Abb. 17. 
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Da von dieser Glykanspezies eine ausreichende Menge zur Verfügung stand, konnte zur 

Ergänzung noch eine Untersuchung mittels ESI-IT-MS durchgeführt werden, welche 

die mittels MALDI-TOF-MS generierten Ionen bestätigte. Im ESI-Spektrum (Abb. 58 

C), welches das MS3 des B3-Ions (m/z 858,2) zeigt (Abb. 58 A), wurden neben dem  

D-Ion bei m/z 479,3 auch die passenden A-Ringfragmente bei m/z 245,0 (0,4A2) und 

259,2 (3,5A2) detektiert, wobei die Ringbruchstellen in Abb. 58 B strukturell beschrieben 

sind und in Abb. 58 C in ihrer Intensität 2-fach verstärkt abgebildet wurden. Weiterhin 

waren im ESI-IT-MS3-Spektrum des B3-Ions A- und auch X-Fragmentierungen zu 

beobachten, die im CID-Spektrum ebenfalls detektiert wurden.    
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Abb. 58: ESI-IT-MS3 Spektrum vom B3-Fragmention der Spezies MeHH2N2XF-PA (A) 
gemessen als Na+-Addukt mit m/z 858,2 (C). Im Spektrum sind neben dem D-Ion bei 
m/z 479,3 (B2/Y3α) auch die korrespondierenden A-Ringfragmente bei m/z 245,0 (0,4A2) 
und m/z 259,2 (3,5A2) zu sehen. Die Bruchstellen, die zur Entstehung der relevanten A-
Ringfragmente beitragen, sind in (B) dargestellt. 
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Wie bereits gezeigt wurde (Abb. 48), kommt neben der Spezies MeHH2N2XF-PA  

(m/z 1303,4 [M+Na]+) auch ein um einen HexNAc-Rest verlängertes N-Glykan vor. 

Mittels MALDI-TOF-MS/MS im CID-Modus sollte geklärt werden, an welcher 

Antenne die Verlängerung erfolgt. Vorliegende MS/MS-Daten hatten bereits gezeigt, 

dass die Methylhexose hier nicht substituiert ist, da die Spezies MeHH2N3XF-PA mit 

der Masse ([M+H]+) von m/z 1484,5 im LIFT-Spektrum (Abb. 48) ein Signal bei m/z 

177,1 (B1β) erzeugte sowie vom Molekülion direkt ein Methylhexose-Rest abgespalten 

wurde. Diese Spezies wurde nun als Pseudomolekülion [M+Na]+ mit m/z 1506,9 im 

CID-Modus gemessen. Das MS/MS-Spektrum zeigte ein besonders intensives Signal 

durch das B4-Fragmention bei m/z 1061,2 (Abb. 59). Während das Spektrum zahlreiche 

Signale enthielt, die durch Doppelbrüche generiert wurden, galt das Augenmerk 

besonders dem möglichen D-Ion und den dazugehörigen Ringfragmenten. Bei dem im 

Vergleich zu Spezies 1303,4 einen HexNAc-Rest längerem N-Glykan wurde ein D-Ion 

(Y3α/B3-Fragment) der Masse bei m/z 493,0 detektiert, was dafür spricht, dass der 

Methylhexose-Rest mit C6 der zentralen Mannose verknüpft ist (Abb. 59 Inset). Zwar 

wurde das D-Ion nur schwach detektiert, dennoch aber auch die korrespondierenden A-

Ringfragmente bei m/z 258,9 (0,4A3) und 273,0 (3,5A3) sowie das um einen Xylose-Rest 

kleinere Fragment (B3/Y3β/Y3γ) bei m/z 361,4 nachweisbar. Darüber hinaus wurden mit 

dem B4/Y4α/Y3β-Fragment bei m/z 681,9 und dem B4/Y3α-Fragment bei m/z 696,0 

weitere strukturell relevante Signale detektiert. Insgesamt zeigen die Ergebnisse sehr 

deutlich, dass der HexNAc-Rest mit der unteren, an C3 der zentralen Mannose 

gebundenen Hexose verknüpft ist. 
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Abb. 59: MALDI-MS/MS (CID-Modus) Spektrum der Spezies MeHH3N3XF-PA 
gemessen als Na+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 1506,9. Im  Spektrum ist 
das B4-Fragmention bei m/z 1061,2 zu sehen. Als diagnostische Fragmente sind das „D-
Ion“ (B2α/Y3α) bei m/z 493,0 und die dazugehörigen A-Ringfragmentierungen 0,4A3 bei 
m/z 258,9 und 3,5A3 bei m/z 273,0 von Relevanz (siehe Inset). 

 

Im Fall des N-Glykans MeHH3N5XF2-PA lieferte bereits das MS/MS-Spektrum nach 

Laser-induzierter Dissoziation Hinweise darauf, dass der Methylhexose-Rest nicht 

terminal vorliegt, sondern erst von bereits generierten Ionen freigesetzt wird. Die 

vorhandene Menge an diesem Glykan erlaubte es, eine MS-Analyse im CID-Modus 

durchzuführen (Abb. 60). Beim MS/MS-Spektrum dieser Spezies als Na+-Addukt 

gemessen, handelt es sich um ein Mischspektrum, in dem auch H+-Addukte detektiert 

wurden. Der relevante Bereich wird, weil die Signale dort im Vergleich zum Vorläufe-

rion in bedeutend geringerer Intensität detektiert wurden, im Spektrum und Inset 3-fach 

verstärkt gezeigt (Abb. 60 Inset). Nachfolgend sollen nur die relevanten Ionen bespro-

chen werden, die für die Position des HexNAc-HexNAc-Epitops relevant sind. Unter 
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den dominanten Fragmenten führte die Abspaltung eines Hex-HexNAc-Fragments (Y4β) 

zu einem Signal bei m/z 1855,5, wobei das korrespondierende B2β-Fragment bei m/z 

387,7 ebenfalls detektiert wurde. Ferner wurde mit dem B1α-Fragment bei m/z 225,7 ein 

terminaler HexNAc-Rest nachgewiesen. Weitere Fragmente wurden durch  

Y-Fragmentierung sowie A- und X-Ringfragmentierungen generiert. Die beobachteten 

Signale erlaubten die Zuordnung der „HexNAc-HexNAc-tragenden“ Antenne. Mit einer 

Masse von m/z 857,8 wurde das „D-Ion“ detektiert, dessen relevante  

A-Ringfragmentierungen bei m/z 624,0 (0,4A4) und 637,9 (3,5A4) erfasst wurden (Abb. 

60 Inset). Zudem wurde die Abspaltung eines Xylose-Restes vom D-Ion bei m/z 725,9 

(B4/Y3α/Y3γ) detektiert. Weitere relevante Fragmentionen wurden mit dem B2β-Frag-

ment bei m/z 387,7 und auch bei m/z 1303,3 (Y4α/Y4β), als Pseudomolekül [M+Na]+, 

gemessen. Die erhaltenen Resultate wären aber auch mit einem Strukturisomer kompati-

bel, bei dem der HexNAc-Rest der oberen Antenne in terminaler Position vorliegt und 

der äußere Fucose-Rest mit dem terminalen HexNAc-Rest der unteren Antenne ver-

knüpft ist. 
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Abb. 60: MALDI-MS/MS (CID-Modus) Spektrum der Spezies MeHH3N5XF2-PA 
gemessen als Na+-Addukt der pseudomolekularen Masse m/z 2220,6. Das Inset zeigt 
das zur strukturellen Charakterisierung relevante „D-Ion“ (B4/Y3α) bei m/z 857,8, beste-
hend aus MeHH2NX und die dazugehörigen A-Ringfragmentierungen 0,4A4 bei m/z 
624,0 und 3,5A3 bei m/z 637,9.  
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3.7.4.4 Behandlung komplexer AAL-gebundener N-Glykane mit  
Exoglykosidasen und HF 

Die Ergebnisse der Behandlung einiger ausgewählter N-Glykane mit Exoglykosidasen 

und wässriger HF-Lösung sind in Abb. 61 und Abb. 63 dargestellt. Ausgangspunkt war 

ein Glykangemisch, das mit bekannten Vertretern aus den HPLC-Fraktionen 

zusammengestellt worden war, was eine gleichzeitige Analyse mehrerer Glykane mög-

lich machen sollte. Die Behandlung des Glykangemisches mit β-N-Acetylhexosamini-

dase führte zu einer charakteristischen Massenverschiebung von 203 Masseneinheiten, 

was die Abspaltung von HexNAc-Resten anzeigt, die in terminaler Position gebunden 

sind. Die beiden Spezies MeHH4N4XF2-PA ([M+H]+ m/z 2156,5) und MeHH3N5XF2-

PA ([M+H]+ m/z 2198,7) wurden hingegen nicht umgesetzt, was entweder daran lag, 

dass sie kein Substrat darstellen oder aber eine sterische Hinderung vorlag. Die Behand-

lung mit α-Fucosidase, die besonders gut (α1-6)-gebundene Fucose-Reste abspaltet, 

zeigte hingegen einen deutlichen Effekt und die Abspaltung von zahlreichen Fucose-

Resten, was in Spektrum C durch die Massenverschiebungen von 146 Einheiten zu 

beobachten ist. Zur Überprüfung, ob die Massendifferenz zwischen m/z 2198 und 2052 

auf der Abspaltung der Kernfucose basierte, wurde das Produkt im MALDI-MS/MS 

(LID) untersucht. Im MS/MS-Spektrum, in welchem nur die relevanten Signale anno-

tiert sind, kennzeichnete das Signal bei m/z 300,1, dass keine Kernfucosylierung mehr 

vorlag, hingegen kennzeichneten die diagnostisch relevanten Peaks bei m/z 349,8 und 

553,0 ein noch immer vorhandenes monofucosyliertes HexNAc1-2-Element (Abb. 62). 

Deswegen war davon auszugehen, dass die α-Fucosidase Behandlung zur einer Abspal-

tung von Kernfucose führt. Die Behandlung der Fraktion mit HF-Lösung führte bei den 

Spezies MeHH4N4XF2-PA (m/z 2156,5 [M+H]+) und MeHH3N5XF2-PA (m/z 2198,7 

[M+H]+) zur Massenverschiebungen um 308 und 350 Einheiten zum dominanten Signal 

bei m/z 1871,6 (Abb. 63 B), was rechnerisch nur durch die gleichzeitige Freisetzung 

von Fucose plus einem Hexose-Rest (308) bzw. Fucose plus einem HexNAc-Rest (350) 

ermöglicht werden kann. Im Spektrum war nach HF-Verdau auch bei anderen Spezies 

eine Fucose-Abspaltung zu beobachten, während ein Teil der Glykane unverändert 

blieb. Die Behandlung des Glykangemisches mit α- und β-Galaktosidase sowie  

α-Mannosidase blieb ohne Wirkung.  
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Abb. 61: MALDI-TOF-MS Analyse repräsentativer AAL-gebundener N-Glykane (A) 
nach separater Behandlung mit β-N-Acetylhexosaminidase (B) und α-Fucosidase (C).  
β-N-Acetylhexosaminidase hatte nur einen Einfluss auf drei Spezies (B), wobei die Gly-
kane MeHH4N4XF2-PA und MeHH3N5XF2-PA nicht umgesetzt wurden.  
α-Fucosidase konnte hingegen bei allen Glykanen einen Fucose-Rest abspalten (C).  
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Abb. 62: Nachweis der Abspaltung eines Fucose-Restes mit α-Fucosidase vom inners-
ten GlcNAc-Rest der Spezies MeHH3N5XF2-PA (m/z 2198,8, [M+H]+). Das MS/MS-
Spektrum wurde mit der entstanden Spezies MeHH3N5XF-PA nach dem Verdau erstellt. 
Statt eines Signals bei m/z 446 (FucHexNAc-PA) war nun ein Fragment mit m/z 300,1 
(HexNAc-PA) nachweisbar. Die Fragmente bei m/z 349,9 (NF) und m/z  553,0 (N2F) (in 
Ovalen) bestätigen die Präsenz eines verbliebenen Fucose-Restes am Glykan.  
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Abb. 63: MALDI-TOF-MS Analyse repräsentativer AAL-gebundener  
N-Glykane (A, vergleiche Abb. 61 A) nach Behandlung mit 48 %iger HF-Lösung (B). 
Das Signal bei m/z 1871,6 wurde besonders dominant nach der Behandlung detektiert 
und unterschied sich um 350 Masseneinheiten vom Signal bei m/z 2220,9 und um 308 
Masseneinheiten vom Signal bei m/z 2178,9. Die beiden Pseudomolekülionen der Spe-
zies, die einer Fucose-Abspaltung entsprechen, wurden hingegen nur schwach detek-
tiert. Glykane mit m/z 2017,5 und 1856,4 wurden ebenfalls abgebaut, während kleinere 
Spezies nicht umgesetzt wurden. Zur Kurzschreibweise der Monosaccharide siehe 
Bildunterschrift Abb. 17.   
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3.8 Immunhistochemische Untersuchungen an 
Schneckengewebe 

 

In einem weiteren Teil der Arbeit wurden immunhistochemische Untersuchungen an 

Geweben von nicht-infizierten und infizierten B. glabrata durchgeführt, um Hinweise 

auf das Vorliegen und die Verteilung antigener Kohlenhydrat-Determinanten zu erhal-

ten. Dazu waren von den Gewebsproben nach PFA-Fixierung Paraffin-Serienschnitte 

angefertigt und diese mit Antiseren und kohlenhydratspezifischen mAks markiert wor-

den.  

3.8.1 Analyse nicht-infizierter B. glabrata  

Immunhistochemische Anfärbungen nicht-infizierter B. glabrata wurden am Fußge-

webe (Abb. 64) dem Vorderpol (Abb. 66) und an Mitteldarmdrüsengewebe (Abb. 65), 

durchgeführt. Ein Teil der Schnitte wurde nach der Markierung noch mit Hämalaun-

Färbelösung gegengefärbt, um Zellkerne besser sichtbar zu machen. Um den Erfolg 

einer Anfärbung besser beurteilen zu können, werden in den Abbildungen auch die 

Negativkontrollen gezeigt. Zur Dokumentation der Schnittebene wurde in den 

nachfolgenden Abbildungen ein Modell eingefügt, das den entsprechenden Bereich dar-

stellt (Abb. 64-72). Beim Fußgewebe nicht-infizierter B. glabrata zeigten die 

Kontrollinkubationen mit NMS, NRS und PBS nur eine schwache Anfärbung, die als 

Hintergrundfärbung betrachtet wurde (Abb. 64 B-D). Im Schnitt in Abb. 64 F waren 

nach Markierung mit anti-SEA Antiserum einige Gewebsbereiche angefärbt, die das 

Vorliegen von Antigenen demonstrieren, welche von den anti-SEA Antikörpern erkannt 

wurden. Übereinstimmend wurden im Schnitt nach mAk M2D3H-Inkubation die glei-

chen Bereiche angefärbt, die schon vom anti-SEA Serum erkannt worden waren, wobei 

beim M2D3H die Färbung deutlich geringer ausfiel (Abb. 64 E).   

Die Markierungen mit anti-SEA Serum und mit dem mAk M2D3H am Gewebe des 

Vorderpols von B. glabrata bestätigten die Befunde, die zuvor am Fußgewebe erhoben 

worden waren (Abb. 65 E+F). Die Kontrollinkubationen mit NMS und NRS ergaben 

keine Anfärbung in diesem Gewebsbereich, wobei die Kernfärbung hauptsächlich peri-

phere Bereiche anfärbte (Abb. 65 B+C). Abb. 65 D zeigt eine Goldner-Trichromfär-

bung, die Gewebsdifferenzierungen in diesem Bereich erkennbar macht. Die weißen 

Pfeile kennzeichnen Bereiche, in denen viel Muskelgewebe zu sehen ist, was besonders 

als Ring um den Kauapparat bzw. den Schlundbereich zu finden ist. Der weiße Pfeil-

kopf kennzeichnet Teile der Reibzunge (Radula). Die Inkubation mit anti-SEA Serum 

und dem mAk M2D3H (Abb. 65 E+F) zeigten eine gewebsabhängige Expression 
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kreuzreagierender Antigene. Besonders im peripheren Bereich des Schneckenkörpers 

findet man eine starke Anfärbung, wohingegen der mittlere Ring aus Muskulatur deut-

lich weniger stark gefärbt ist. Die Inkubation mit dem mAk M2D3H führte zur Anfär-

bung gleicher Bereiche, jedoch mit geringerer Intensität (Abb. 65 F).  

 

  

Abb. 64: Immunhistochemische Markierung von Fußgewebe von B. glabrata.  
(A) zeigt die Schnittebene, (B) die Kontrollinkubation mit NMS, (C) die 
Kontrollinkubation mit NRS und (D) mit PBS. Die Kontrollinkubation mit NMS (B) 
und NRS (C) wurden jeweils noch mit Hämalaun gefärbt, um Zellkerne sichtbar zu 
machen. Die Bindung vom mAk M2D3H zeigt (E) und vom anti-SEA Serum (F). 
Bereiche der Antikörperbindung wurden mit Pfeilen markiert. Die Balken entsprechen 
500 µm. 
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Abb. 65: Immunhistochemische Markierung an Vorderpolgewebe von B. glabrata.  
(A) zeigt die Schnittebene. Die Kontrollinkubationen mit NMS (B) und NRS (C) 
wurden noch Hämalaun gefärbt, um Zellkerne sichtbar zu machen. (D) zeigt einen 
Schnitt nach Trichromfärbung. Die weißen Pfeile in (D) zeigen Bereiche mit 
Muskelgewebe, der Pfeilkopf einen Teil des Kauapparates. Die Bindeeigenschaften 
vom anti-SEA Serum zeigt (E) und dem mAk M2D3H (F). Die Antikörperbindung 
besonders in peripheren Gewebsbereichen und um den Schlundbereich wurde mit 
schwarzen Pfeilen markiert (E+F). Der gestrichelte Pfeil in (F) zeigt einen Querschnitt 
durch den Fühler, der schwarze Pfeilkopf einen Teil des Kauapparates. Balken = 
200µm. 
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Die Inkubation mit den mAks gegen das LDN-Epitop und das LDN-DF-Epitop zeigten 

an den Schnitten des Vorderpols nur ein schwaches Bindevermögen (Abb. 66 C+D), 

verglichen mit den Bereichen, in denen die anti-SEA Antikörper und der mAk M2D3H 

gut banden. Der mAk gegen F-LDN zeigte ein sehr ähnliches Bindemuster wie der mAk 

M2D3H (Abb. 66 E). 

 

 

Abb. 66: Immunhistochemische Markierung an Vorderpolgewebe von B. glabrata. 
 (A) zeigt die Schnittebene und (B) die Kontrollinkubation mit NMS. (C) zeigt die 
Inkubation mit den monoklonalen Antikörpern gegen die Kohlenhydratepitope LDN, 
(D) gegen LDN-DF und (E) gegen F-LDN gegen die Kohlenhydratepitope LDN (C), 
LDN-DF (D) und F-LDN (E). Die Pfeile zeigen auf einen peripheren Gewebsbereich, in 
dem nur mit dem mAk gegen F-LDN (E) eine Braunfärbung zu sehen ist.  Balken = 
200µm. 
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Die Markierung von Mitteldarmdrüsen-Querschnitten zeigte bei Inkubation mit anti-

SEA Serum ein starkes Bindevermögen der Antikörper über den gesamten Bereich des 

Schnittes (Abb. 67 E). Die Präsenz von fucosylierten Kohlenhydratepitopen wurde zum 

einen mit dem mAk M2D3H überprüft (Abb. 67  C) und des weiteren mit dem LeX-

spezifischen mAk G8G12 (Abb. 67 F). Dabei zeigte sich, dass das Bindevermögen des 

M2D3H Antikörpers deutlich besser war, als das des G8G12. Das Bindemuster des 

M2D3H deckte sich mit den markierten Stellen nach Inkubation mit dem anti-SEA Se-

rum und gab einen Hinweis auf das Vorliegen terminal fucosylierter Epitope im 

Mitteldarmdrüsengewebe.  

An Längsschnitten der Mitteldarmdrüse wurde das Bindevermögen von anti-SEA Se-

rum, mAk M2D3H und monoklonalen Antikörpern definierter Kohlenhydratepitope 

LDN, LDN-F und LDN-DF getestet. Das anti-SEA Serum und der mAk M2D3H zeig-

ten beide ein positives Bindevermögen am Längsschnitt der Mitteldarmdrüse (Abb. 68 

D+E). Dabei zeigten Ausschnittsvergrößerungen, dass die Markierung teilweise Zellen 

direkt zugeordnet werden kann (Abb. 68 F+G).  Verglichen mit der Kontrollinkubation 

in Abb. 69 B zeigten lediglich die mAks gegen LDN-F und LDN-DF ein schwaches 

Bindevermögen (Abb. 69 C+D). Beim mAk gegen das LDN-Epitop  konnte keine Bin-

dung nachgewiesen werden (Abb. 69 E).  
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Abb. 67: Immunhistochemische Markierung an Mitteldarmdrüsengewebe (Querschnitt) 
von B. glabrata. (A) zeigt die Querschnittebene. In (B) und (D) sind die Kontrollen mit 
NMS und NRS abgebildet, in denen keine braunen Präzipitate zu sehen sind. Das anti-
SEA Serum zeigte eine Bindung an allen Gewebsbereichen (E). Der Bereich der Bin-
dung des mAk M2D3H (C) deckte sich mit denen in (E). Die Pfeile in C, E und F zei-
gen Orte starker Antikörperbindung an. Die Inkubation mit dem LeX-spezifischen mAk 
G8G12 zeigte die schwächste Bindung. Balken = 200µm. 
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Abb. 68: Immunhistochemische Markierung an Mitteldarmdrüsengewebe (Längs-
schnitt) von B. glabrata. In (A) ist die Schnittebene zu sehen.  
(B) und (C) zeigen die Kontrollinkubationen. Sowohl das anti-SEA Serum (E) als auch 
der mAk M2D3H (D) zeigen eine starke Bindung in allen Gewebsbereichen des Schnit-
tes. Die Ausschnittsvergrößerungen von M2D3H (F) und anti-SEA Serum (G) zeigen 
eine teilweise zellassoziierte Antikörperbindung. Balken = 200 µm (B-E), 50 µm (F) 
und 100 µm (G). 
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Abb. 69: Immunhistochemische Markierung an Mitteldarmdrüsengewebe (Längs-
schnitt) von B. glabrata mit mAks gegen LDN-F (C), LDN-DF (D) und LDN (E). 
Lediglich die mAks gegen LDN-F und LDN-DF zeigten eine schwache Bindung, wel-
che durch die leichte Braunfärbung im Vergleich zur Kontrolle in (B) erkennbar ist. (A) 
zeigt die Schnittebene. Der mAk gegen LDN zeigte keine Bindung im Gewebe (E), wo-
bei die dunklere Färbung im Vergleich zur Kontrolle auf die Hämalaun-Färbung zurück 
zu führen ist. Balken = 200 µm (B), 500 µm (C-E). 
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3.8.2 Immunhistochemische Analyse infizierter  
B. glabrata 

Die immunhistochemische Anfärbung infizierter Exemplare von B. glabrata zeigte im 

Bereich des Mitteldarmdrüsengewebes deutliche Veränderungen im Vergleich zur 

uninfizierten Schnecke. Die Mitteldarmdrüse war, als Ort der asexuellen Reproduktion, 

zudem besonders interessant.  

Das Mitteldarmdrüsengewebe zeigte bereits in den Hämalaun gefärbten Kontrollen, 

dass mit der Tochtersporozystenbildung erhebliche histologische Veränderungen 

einhergegangen waren (Abb. 70 B). Die Bindung des mAk M2D3H ergab, dass vor al-

lem die Tochtersporozysten sehr intensiv markiert wurden, während das restliche 

unbeschadete Gewebe ein ähnlich gutes Bindevermögen aufwies, wie bei Inkubation 

nicht-infizierter Schnitte dieses Gewebetyps (Abb. 70 C). Die Inkubation mit cercaria-

lem Transformationsfluid (CTF) (Abb. 70 D) ergab ein sporozystenspezifisches 

Bindungsmuster, wobei das restliche Gewebe praktisch nicht markiert wurde. Von den 

LeX-spezifischen mAks zeigten beide Antikörper besonders an den Sporozysten eine 

Bindung, wobei die Inkubation mit mAk G8G12 (Abb. 70 E) deutlich stärker ausfiel als 

mit dem anderen LeX-Antikörper (Abb. 70 G).  

Das anti-SEA Serum zeigte, ähnlich wie der mAk M2D3H, eine starke Bindung bei den 

Schnitten der infizierten Mitteldarmdrüse (Abb. 71 C). Parallel wurde wieder das 

Bindevermögen der mAks gegen mono- oder difucosyliertes LDN geprüft. Dabei 

konnte beobachtet werden, dass eine starke Bindung an die Tochtersporozysten erfolgte. 

Besonders auffällig war dies bei Inkubation mit dem mAk F-LDN (Abb. 71 D). Die 

Antikörper gegen LDN, LDN-F und LDN-DF zeigten eine besonders starke Bindung an 

den Sporozysten (Abb. 71 E-G). Dabei wurde deutlich, dass die mAks gegen LDN-F 

und LDN-DF um die Sporozysten herum eine ringförmige Struktur anfärbten, der mAk 

LDN hingegen eher die Sporozysten selbst markierte.  

Eine starke Bindung der vorgenannten Antikörper konnte an Mitteldarmdrüsen-

Querschnitten bestätigt werden. Abb. 72 zeigt eine Kollage von Antikörpermarkierun-

gen von Mitteldarmdrüsen verschiedener Schnecken. Dabei handelte es sich bei Abb. 72 

A, E und H um Kontrollen. Mit Serum gegen CTF konnten insbesondere die Sporo-

zysten sichtbar gemacht werden (B). Die starke Bindung von anti-SEA Serum (Abb. 72 

C und I) und dem mAk M2D3H (Abb. 72 D und J) an Sporozysten wurde so bestätigt, 

wobei die Antikörper in sporozystenfreien Gewebsbereichen ebenfalls zu einer positi-

ven Reaktion führten. Die Inkubation mit den mAks gegen LDN-F und LDN-DF, als 
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Doppelinkubation, sowie G8G12 (anti-LeX) führte ebenfalls zu einer starken Anfärbung 

der Sporozysten (Abb. 72 F und G). 

 

 

 

Abb. 70: Immunhistochemische Anfärbung des Mitteldarmdrüsengewebes (Längs-
schnitt) von infizierten B. glabrata. (A) Schnittebene, (B) Kontrolle NRS, (C) mAk 
M2D3H, (D) CTF, (E) G8G12, (F) LeX .  Balken = 2000 µm.  
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Abb. 71: Immunhistochemische Anfärbung des Mitteldarmdrüsengewebes (Längs-
schnitt) von infizierten B. glabrata. (A) Schnittebene, (B) Kontrolle NMS. Das anti-
SEA Serum (C) und der mAk F-LDN (D) zeigten eine verstärkte Bindung an den 
Sporozysten. Die mAks gegen LDN-F (E) und LDN-DF (F) färbten eine ringförmige  
Struktur um die Sporozysten herum an. Der mAk gegen das LDN-Epitop (G) färbte 
band hingegen vornehmlich an den Sporozysten. Die Pfeile kennzeichnen die 
Antikörperbindungen im Bereich der Sporozysten im Mitteldarmdrüsengewebe.  
Balken = 100 µm (B), 500 µm (C-G). 
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Abb. 72: Immunhistochemische Anfärbung des Mitteldarmdrüsengewebes (Querschnitt) 
von verschiedenen infizierten B. glabrata. (A, E und H) Kontrollen NMS, (C und I) 
anti-SEA Serum, (B und J) mAk M2D3H, (D) = CTF, (F) = mAk G8G12 und (G) = 
LDN-F/DF und (K) = Schnittebene. Balken = 500 µm. 
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3.9 Immunhistochemische Markierung von Miracidien  
 

Die Miracidien wurden nach Fixierung als Ganzpräparate immunhistochemisch ange-

färbt. Dabei sollte überprüft werden, in welchen Bereichen besonders in besonderem 

Maße kreuzreagierenden Antigene auftreten. Dazu wurde die Antikörperbindung mittels 

indirekter Fluoreszenz detektiert. Da die Kontrollen nur eine unspezifische Fluoreszenz 

aufwiesen, wurden von diesen Fusionsbilder aus Fluoreszenz und Phasenkontrast 

angefertigt.  

Die Inkubation von Miracidien mit anti-SEA Serum zeigte, dass viele der kreuzreagie-

rende Epitope oberflächenexprimiert sind. Dabei zeigte der Bereich des Terebratoriums 

(Bohrorgan) eine deutliche Antikörperbindung (weiße Pfeile Abb. 73 B und D), die 

lediglich in Abb. 73 C etwas schwächer ausfiel. Die Methode erlaubte nur bedingt 

Aussagen zur Antikörperbindung an innere Strukturen des Miracidiums, während 

offenbar an der Oberfläche zum Teil plattenartige Strukturen markiert wurden. (Abb. 73 

C).  Der mAk M2D3H zeigte ebenfalls über das gesamte Miracidium verteilt eine 

Bindung, die jedoch nicht so intensiv ausfiel wie bei Inkubation mit anti-SEA Serum 

und im posterioren Teil des Miracidiums stärker ausgeprägt war (Abb. 74 B-D). Die 

Abb. 74 C zeigt ein Fusionsbild aus Fluoreszenz und Phasenkontrast, in dem die kleinen 

Pfeilspitzen zeigen, dass die Fluoreszenz auf der Miracidienoberfläche lokalisiert ist 

und der Wimpernkranz davon nicht betroffen ist. Der Pfeil kennzeichnet das 

Terebratorium, das ebenfalls markiert wurde.  

Die Inkubation mit dem mAk F-LDN führte zu einem vergleichbaren Muster (Abb. 75 

A und B). Besonders in (A) wird durch die Antikörperbindung der plattenartige Aufbau 

des Miracidiums sichtbar (Pfeilköpfe), wobei es anscheinend Bereiche gibt, an denen 

der mAk besser bindet. Abb. 75 B demonstriert, dass der hintere Bereich des Miracidi-

ums stärker markiert wird und möglicherweise auch innere Strukturen vom Antikörper 

erkannt werden. Die mAks gegen LDN-F und LDN-DF (Abb. 76 A-D) zeigten ein 

vergleichbares Bindungsmuster, das über den ganzen Körper des Miracidiums verteilt 

war. Verglichen mit den anderen Ansätzen war hier eine besonders intensive Fluores-

zenz zu beobachten war. Dabei zeigte sich, dass der LDN-DF Antikörper gleichmäßiger 

über die gesamte Oberfläche des Larvenstadiums bindet (Abb. 76 A+B). Wieder war 

eine Bindung des mAk auch an inneren Strukturen sowie am Terebratorium erkennbar. 

Der mAk gegen LDN-F führte gleichermaßen zur Anfärbung aller Bereiche der 

miracidialen Oberfläche, ließ jedoch eine Präferenz für den vorderen Bereich des 

Miracidiums erkennen, was mit weißen Pfeilköpfen in (D) gekennzeichnet ist. Das 
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Terebratorium wurde vom LDN-F Antikörper offenbar schlechter markiert (Abb. 76 C). 

Die mAk gegen LeX und gegen LDN zeigten nur eine sehr schwache Bindung an die 

Miracidien. Deshalb wurden in Abb. 76 sowohl die Fluoreszenzen, als auch die 

Fusionsbilder mit Phasenkontrast abgebildet (Abb. 76 A-D). 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass das Miracidium als invasives Agens auf seiner 

Oberfläche, zumindest zum Teil, Kohlenhydratepitope exprimiert, die auch in der nicht-

infizierten Schnecke nachweisbar sind. Andere Kohlenhydrat-Determinanten, wie zum 

Beispiel das LeX- oder das LDN-Epitop, werden in größerem Umfang erst im Sporo-

zystenstadium synthetisiert.  
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Abb. 73: Immunhistochemische Anfärbung von Miracidien nach PFA-Fixierung mit 
anti-SEA Serum. (A) zeigt die Kontrollinkubation mit NRS als Fusionsbild aus 
Fluoreszenz und Phasenkontrast. (B) bis (D) zeigen das Ergebnis nach Inkubation mit 
dem Antiserum, wobei Miracidien aus unterschiedlichen Blickwinkeln betrachtet 
wurden. In (B) und (D) erkennt man die Antikörperbindung am Terebratorium (weiße 
Pfeile), sowie an der Oberfläche (große Pfeilköpfe in (B) und (C)) sowie an 
möglicherweise inneren Strukturen (kleine Pfeilköpfe in (D)).  
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Abb. 74: Immunhistochemische Anfärbung von Miracidien nach PFA-Fixierung mit 
dem mAk M2D3H. (A) zeigt die Kontrollinkubation mit NMS als Fusionsbild mit 
Fluoreszenz und Phasenkontrast. In (B) ist die Markierung der Oberfläche demonstriert, 
die im hinteren Bereich des Miracidiums intensiver ist (Pfeilkopf). (C) zeigt ein 
Fusionsbild aus Fluoreszenz und Phasenkontrast, das neben der Oberflächenmarkierung 
(große Pfeilköpfe) auch die gesteigerte Intensität im hinteren Teil (kleine Pfeilköpfe) 
und dem Vorderpol (Pfeil) zeigt. In (D) sind nochmals die Oberflächenfärbung 
(Pfeilköpfe) sowie die Fluoreszenz am Terebratorium (Pfeil) demonstriert. 
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Abb. 75: Immunhistochemische Anfärbung von Miracidien nach PFA-Fixierung mit 
dem mAk gegen F-LDN. In (A) ist zu sehen, dass die Bindung des mAk zu einem 
plattenartigen Muster führt (Pfeilköpfe). (B) zeigt eine Längsübersicht, an welcher der 
intensiver angefärbte Hinterbereich zu sehen ist (große Pfeilköpfe) sowie neben dem 
Terebratorium (Pfeil) auch längliche Strukturen (kleine Pfeilköpfe) markiert wurden. 
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Abb. 76: Immunhistochemische Anfärbung von Miracidien nach PFA-Fixierung mit  
mAks gegen LDN-DF (A und B) und LDN-F (C und D). (A) zeigt die Markierung der 
miracidialen Oberfläche und des Terebratoriums (Pfeil). In (B) ist die Bindung des 
mAks demonstriert, wobei länglichen Strukturen erkannt werden können. (C) zeigt die 
Bindung des mAk LDN-F, der am Saugnapf (Pfeile) eine etwas schwächere Bindung 
zeigt. Zudem ist die Bindung des mAk gegen LDN-F scheinbar am Vorderpol des 
Larvenstadiums stärker ausgeprägt (D).  
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Abb. 77: Immunhistochemische Anfärbung von Miracidien nach PFA-Fixierung mit 
den mAks gegen LeX (A und B) und LDN (C und D). Beide Antikörper zeigten allen-
falls nur eine sehr schwache Bindung an die Miracidien. (A) und (C) zeigen jeweils die 
Fluoreszenzen, (B) und (D) die Fusionsbilder aus Fluoreszenz und Phasenkontrast. 
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3.10 Vergleich zweier B. glabrata Stämme mit unterschied- 
licher Empfänglichkeit gegenüber einer S. mansoni Infek-
tion 

 

Ausgehend von Hämolymphproben des empfänglichen B. glabrata Stammes Puerto 

Rico (Bg PR) und des eher resistenten Stammes Salvador (Bg SAL) sollte in dieser Stu-

die weiterhin untersucht werden, inwieweit sich die Stämme im Hinblick auf 

kreuzreagierende N-Glykane unterscheiden. Dazu wurde die bereits beschriebene 

Methodik angewendet, wobei die N-Glykane hier mittels Hydrazinolyse freigesetzt wur-

den. Nach Markierung mit 2-Aminopyridin wurden kreuzreagierende N-Glykane wieder 

durch Immunaffinitätschromatographie angereichert und mittels 2D-HPLC-Mapping 

sowie MALDI-TOF-MS untersucht. 

 

3.10.1 Biochemische Untersuchungen 

3.10.1.1     1D-SDS-PAGE und Western Blot Analysen  

Mittels 1D-SDS-PAGE wurden pro Spur jeweils 10 µg Hämolymphprotein aufgetrennt. 

Die Gele wurden entweder silbergefärbt oder auf PVDF-Membran geblottet. Die 

Blotstreifen wurden für die Western Blot Experimente zum einen mit anti-SEA Serum 

und zum anderen mit dem  mAk M2D3H inkubiert. Die Antikörpermarkierung zeigte in 

beiden Ansätzen für Bg PR Hämolymphprotein eine stärkere Anfärbung (Abb. 78 A und 

B).  
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Abb. 78: 1D-SDS-PAGE und Western Blots von jeweils 10 µg Hämolymphprotein der 
beiden Stämme Bg PR (A) und Bg SAL (B). (M) Marker, Spur (1) Gesamtprotein nach 
Silberfärbung, Spur (2), nach Inkubation mit anti-SEA, Spur (3), nach Markierung mit 
mAk M2D3H. 

 

 

3.10.1.2 Bindungsstudien mittels ELISA 

Tryptische (Glyko-)Peptide (jeweils 2 µg) wurden in Bindungsstudien eingesetzt, um 

einen ersten Anhaltspunkt über die Präsenz von kreuzreagierenden Antigenen und 

definierten Kohlenhydratepitopen zu bekommen. Dabei wurden die in 2.2.2 aufgeführ-

ten Antikörper verwendet. 

Es zeigte sich an (Glyko-)Peptide des Bg PR-Stammes von anti-SEA Serum und den 

mAks durchweg in höherem Ausmaß erkannt wurden als die des Bg SAL-Stammes 

(Abb. 78 A und B). Die HF-Behandlung führte mit Ausnahme des mAks gegen LDN 

bei allen Ansätzen zu einer deutlichen Reduktion des Bindungsvermögens und wirkte 

sich im Fall von anti-SEA Serum beim Bg PR Ansatz stärker aus als beim Bg SAL An-

satz. 
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Abb. 79: Analyse tryptischer (Glyko-)Peptide der beiden Stämme Bg PR (A) und Bg 
SAL (B) mittels ELISA vor und nach HF-Behandlung. Als Antikörper wurden anti-
SEA Serum und die mAks M2D3H, anti-F-LDN, anti-LDN, anti-LDN-F sowie anti-
LDN-DF und als Antigen jeweils 2 µg (Glyko-)Peptid getestet. Die eingefärbten Balken 
kennzeichnen die Bindung vor, die weißen Balken nach HF-Behandlung der  
(Glyko-)Peptide. 
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3.10.2 Monosaccharidbestimmung mittels GC/MS 

Vom gesamten Hämolymphprotein, den freigesetzten nativen N-Glykanen und dem 

Immuneluat nach Immunaffinitätsanreicherung wurden Monosaccharidanalysen 

durchgeführt, um den Gehalt an Monosacchariden in den Proben beider Stämme zu 

vergleichen. Tabelle 10 gibt einen Überblick über die detektierten Alditolacetate. Die 

Bestimmung zeigte,  dass der Bg PR-Stamm einen durchweg höheren Gehalt an Fucose 

und Xylose aufwies. Unterschiede gab es auch bei GlcNAc und GalNAc, sowie dem 

Gehalt an Galaktose, der im SAL-Stamm deutlich erhöht war.  

 

Tabelle 10: Übersicht über die Monosaccharidbestimmung von Hämolymphprotein, den 
mittels Hydrazinolyse freigesetzten nativen N-Glykanen und den Pools an 
angereicherten kreuzreagierenden Spezies 

 
 Bg PR Bg SAL 

 HL- 
Protein  

[µg] 

Freigesetzte 
N-Glykane 

[µg] 

IM EL
[µg] 

HL- 
Protein  

[µg] 

Freigesetzte
N-Glykane 

[µg] 

IM EL 
[µg] 

Fucose 178,4 68,9 
 

0,52 151,6 26,3 0,38 

Xylose 96,4 11,4 0,2 88 10,4 0,19 
3-O-CH3-
Mannose 

100 130 0,18 101,2 130,86 0,09 

Mannose 262 195 0,55 256 196,3 0,57 
3-O-CH3-
Galaktose 

63,2 513,15 0,04 56 51,65 0,06 

Galaktose 780 351 0,32 1188 312 0,35 
GlcNAc 461,2 351 0,5 496,8 162,24 0,13 
GalNAc 452 247 0,71 470,4 79,04 0,13 

Σ 2393,2 1404,62 3 2808 1062,4 1,9 

HL-Protein = Hämolymphprotein, 20 mg Ausgangsmaterial pro Stamm 
IM EL = Pool an N-Glykanen nach der Immunaffinitätsanreicherung  
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3.10.3 Methylierungsanalysen 

Von den bei der Immunaffinitätschromatographie ungebundenen sowie gebundenen N-

Glykanen beider Stämme wurden Methylierungsanalysen durchgeführt. Die Ergebnisse 

sind in Tabelle 11 zusammengefasst und ähneln den  Methylierungsdaten in Tabelle 9.  

 
 

Tabelle 11: Übersicht über die detektierten Monosaccharide und deren 
Verknüpfungspositionen im Glykanverbund.1 

 
 Bg PR Bg SAL 

Verknüpfung Ungebundene 
N-Glykane 

Gebundene  
N-Glykane  

Ungebundene  
N-Glykane 

Gebundene  
N-Glykane 

Xyl(1- (+) (+) (+) (+) 
Fuc(1- + (+) + (+) 

-2)Fuc(1- (+) (+) (+) (+) 
Man(1- ++ ++ ++ ++ 

3-O-MeMan(1-2 + + + (+) 
-2)Man(1- ++ ++ ++ ++ 

-2)3-O-MeMan(1-2 + (+) + (+) 
-6)3-O-MeMan(1-2 (+) (+) (+) (+) 

-2,4)Man(1- n. d. (+) (+) (+) 
-2,6)Man(1- (+) (+) n. d. (+) 
-3,6)Man(1- ++ + ++ + 

-2,3,6)Man(1-3 + ++ + ++ 
Gal(1- + ++ + ++ 

3-O-MeGal(1-2 (+) n. d. (+) n. d. 
-3,6)Gal(1- n. d. (+) n. d.  (+) 
GalNAc(1- n. d. (+) n. d. (+) 

-3)GalNAc(1- (+) + (+) + 
GlcNAc(1- n. d. (+) n. d. (+) 

-3)GlcNAc(1- (+) n. d.  (+) n. d. 
-4)GlcNAc(1- ++ ++ ++ ++ 

-3,4)GlcNAc(1- + + + + 
1 Aliquots der Gesamtfraktion an PA-markierten N-Glykanen sowie der Fraktionen 
nach Immunaffinitätsanreicherung mit immobilisierten anti-SEA Antikörpern wurden 
permethyliert und hydrolysiert. Partiell methylierte Alditolacetate wurden nach Reduk-
tion und Peracetylierung erhalten und mittels Kapillar-GC/MS analysiert. Relative Men-
gen wurden wie folgt angegeben: ++ Hauptkomponente, + Nebenkomponente, (+) Spur, 
n. d. nicht detektiert 
2 Der Nachweis von 3-O-methylierten Hexosen wurde durch Cochromatographie 
entsprechender permethylierter Alditolacetate unter Verwendung von 
Natriumbordeuterid bei der Reduktion durchgeführt. Die Verknüpfungspositionen 
wurden unter Verwendung von Trideuteromethyliodid ermittelt. 
3 Das Substitutionsmuster wurde nach Permethylierung und Natriumbordeuterid-Reduk-
tion verifiziert. 
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3.10.4 MALDI-TOF-MS Analyse der Ausgangsfraktionen und der 
Immunaffinitätseluate 

Die freigesetzten und PA-markierten Oligosaccharide beider Schnecken-Stämme waren 

zunächst mittels MALDI-TOF-MS untersucht worden. Zur Isolierung kreuzreagierender 

Spezies wurden die Glykane jeweils zweimal über die Immunaffinitätssäule gegeben 

und der Erfolg der Anreicherung mittels MALDI-TOF-MS überprüft. 

Im N-Glykan-Gesamtpool des PR-Stammes stellten Komponenten mit mindestens ei-

nem Methylhexose-Rest die Hauptkomponenten dar (Abb. 80 A). Spezies mit dieser 

Zusammensetzung waren auch schon in der vergleichbaren Fraktion im ersten Teil der 

Studie detektiert (3.4.3). Daneben wurden im Massenspektrum im Massenbereich von 

über m/z 2000 auch Spezies in geringer Abundanz detektiert, welche für eine 

Kreuzreaktivität in Frage kommen könnten, da sie Xylose und mehr als eine Fucose 

beinhalten. Die Immunaffinitätsanreicherung zeigte eine deutliche Signalverstärkung in 

diesem Massenbereich (Abb. 80 B). Im niedrigeren Massenbereich wurden etliche Spe-

zies detektiert, die im Gesamtpool nicht in Erscheinung getreten waren. Die detektierten 

Spezies stimmten in ihrer Masse mit denen überein, die auch schon im ersten Teil der 

Studie detailliert beschrieben wurden. Es kann deshalb davon ausgegangen werden 

konnte, dass keine neuen Spezies hinzukamen. Das Massenspektrum des N-Glykan-

Gesamtpools vom SAL-Stamm (Abb. 81 A) war mit dem des PR-Stammes weitgehend 

vergleichbar. Lediglich im niedrigeren Massenbereich schien die Signaldichte höher zu 

sein, wobei es bei den Hauptpeaks keine Unterschiede gab. Im Massenbereich oberhalb 

von m/z 2000 wurden keine Signale mehr registriert. Das Spektrum nach 

Immunaffinitätsanreicherung zeigte wieder eine erhöhte Signalintensität im Massenbe-

reich oberhalb von m/z 2000 (Abb. 81 B). Die Signalintensität fiel jedoch deutlich 

geringer aus. Ebenso wurden auch im niedrigeren Massenbereich weniger Glykanspe-

zies detektiert.  
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Abb. 80: MALDI-TOF-MS des Gesamtpools an PA-markierten N-Glykanen aus 20 mg 
Hämolymphprotein des Bg PR-Stammes (A) und der daraus mittels 
Immunaffinitätschromatographie angereicherten N-Glykane (B). Deutliche Signalunter-
schiede sind nach Anreicherung im Massenbereich oberhalb von m/z 1800 festzustellen.  
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Abb. 81: MALDI-TOF-MS des Gesamtpools an PA-markierten N-Glykanen aus 20 mg 
Hämolymphprotein des Bg SAL-Stammes (A) und der daraus mittels 
Immunaffinitätschromatographie angereicherten N-Glykane (B). Die Immunaffinitäts-
anreicherung zeigt eine deutliche Zunahme an Spezies im Massenbereich oberhalb von 
m/z 1800, jedoch mit geringerer Intensität als beim Bg PR-Stamm. 
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3.10.5 Größenfraktionierung der Immuneluatfraktionen  

Die Glykane der Immuneluatfraktionen wurden einem 2D-HPLC Mapping unterzogen 

(2.6.5.2). Die Größenfraktionierung ergab die höchsten Fluoreszenzintensitäten für 

beide Immuneluate im Zeitfenster von 24 bis 34 Minuten, was dem Elutionsprofil von 

Isomaltosyloligosaccharide mit fünf bis elf Glc-Einheiten entsprach (Abb. 82). Die so 

gewonnenen Fraktionen wurden nachfolgend massenspektrometrisch untersucht.  
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Abb. 82: Größenfraktionierung der anti-SEA gebundenen N-Glykane des Bg PR-
Stammes (durchgezogene Linie) und des SAL-Stammes (gepunktete Linie) mittels einer 
NH2P-Säule. Das Säuleneluat wurde wie angegeben (gestrichelte Linien) fraktioniert. 
Das Elutionsprofil der Isomaltosyloligosaccharide (IMO) mit 3-12 Glc-Einheiten ist 
durch die Pfeile gekennzeichnet.  

 

3.10.6 MALDI-TOF-MS Analyse nach Größenfraktionierung der 
Immuneluate 

 

Die MS-Analyse gleicher Aliquots ergab einen ersten Überblick über die nach 

Größenfraktionierung der Immuneluate erhaltenen Glykanfraktionen. In den Fraktionen, 

die entsprechend IMO 1 bis 2 und IMO 10 bis 12 gesammelt wurden, wurden mas-

senspektrometrisch keine Glykane nachgewiesen. In den Fraktionen IMO 3 - 9 waren 

PA-Oligosaccharide nachweisbar, wobei insbesondere die Fraktionen IMO 6 - 8 

Kohlenhydrate enthielten. Zwischen beiden Stämmen war kein wesentlicher Unter-
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schied hinsichtlich der detektierten Glykanmassen festzustellen. Lediglich im Falle von 

Fraktion IMO 9 des Bg PR-Stammes schienen die jeweiligen Glykane in höherer Abun-

danz vorzuliegen (Abb. 83 und Abb. 84). 
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Abb. 83: MALDI-TOF-Massenspektren der IMO-Fraktionen 3 bis 9 des Bg PR-Stam-
mes nach HPLC-Größentrennung des Immuneluates. Die Glykane wurden jeweils als 
Na+-Addukte detektiert. Zur Monosaccharidzusammensetzung der einzelnen Spezies 
siehe ausklappbare Tabelle 12 im Anhang.  
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Abb. 83 (Fortsetzung) 
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Abb. 84: MALDI-TOF-Massenspektren der IMO-Fraktionen 3 bis 9 des Bg SAL-Stam-
mes nach HPLC-Größenfraktionierung. Die Glykane wurden jeweils als Na+-Addukte 
detektiert. Zur Monosaccharidzusammensetzung der jeweiligen Spezies siehe die 
ausklappbare Tabelle 12 im Anhang. 
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Abb. 84 (Fortsetzung)  

 

3.10.7 Reversed-phase HPLC-Trennung der Fraktionen 
nach Größentrennung 

Die Fraktionen IMO 3 - 9 wurden nachfolgend der RP-HPLC unterzogen. Dabei wur-

den die Fraktionen nach Trocknung zunächst in einer jeweils gleichen Menge an Wasser 

gelöst und jeweils eine identische Menge (Volumen) eingesetzt und als Standard PA-

markiertes M5A verwendet (Man5GlcNAc2-PA). In den dargestellten Chromatogram-

men der einzelnen Fraktionen stellt die durchgezogene Linie jeweils die Elution der PA-

Glykane des PR-Stammes, die gepunktete Linie die der PA-Oligosaccharide des SAL-

Stammes dar. Die RP-HPLC-Trennungen der einzelnen Fraktionen zeigten, dass sich 

alle Chromatogramme sehr ähnlich waren, was die Anzahl an Peaks und den 

Kurvenverlauf anging. Insbesondere bei den Fraktionen IMO 6 und 7 waren jedoch 

deutliche Intensitätsunterschiede zu beobachten (Abb. 85 D und E). Einzelne 

Peakfraktionen oder auch zusammenhängende Peakgruppen wurden gesammelt und 

massenspektrometrisch analysiert. Innerhalb einer jeden Fraktion wurden die Peakflä-

chen getrennt integriert und mit dem PA-markierten M5A-Standard (25 pmol) in Bezie-

hung gesetzt.  



Ergebnisse 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

163

 

50 60 70 80 90
Elutionszeit [min]

Fl
uo

re
sz

en
z

1

1

2 3

1

1
2

3

4

5 6

7

8

1 2
4

6

Fraktionspool IMO 3

Fraktionspool IMO 4

Fraktionspool IMO 5

Fraktionspool IMO 6

Fraktionspool IMO 7

3

∆

A

B

C

D

E

2

5

∆
∆

 

Abb. 85: Chromatogramme nach Auftrennung der einzelnen IMO-Fraktionen mittels 
RP-HPLC (A)-(G), Fraktionen IMO 3-9 (vgl. Abb. 82); (H), Oligosaccharid-Standard 
(M5A), + = Nebenkomponente Man6GlcNAc2-PA (M6A). Durchgezogene Linie = Bg 
PR-Stamm, gestrichelte Linie: Bg SAL-Stamm. Die Elutionsposition des Standards ist 
in (A)-(G) durch eine Pfeil markiert. Die mit arabischen Zahlen gekennzeichneten 
Subfraktionen wurden weiter untersucht.    = Kontamination (kein Kohlenhydrat). Zur 
Erklärung der Monosaccharidsymbole siehe Abb. 12 im Abschnitt Material und Metho-
den. 
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Abb. 85 (Fortsetzung) 
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3.10.8 Massenspektrometrische Analyse ausgewählter Peaks 
nach RP-HPLC 

Im besonderen Fokus der vergleichenden Untersuchung sollten die Glykane stehen, bei 

denen nach der RP-HPLC offensichtliche Intensitätsunterschieden aufgetreten waren. 

Entsprechende Peaks wurden in den Abbildungen mit arabischen Zahlen versehen. Mit-

tels MALDI-TOF-MS wurden diese Fraktionen auf ihren Gehalt an N-Glykanen unter-

sucht. Bei der Trennung der Fraktionspools IMO 3 wurden zwei Peaks isoliert, deren 

MS-Analyse das Vorliegen von zwei kleineren N-Glykanen der Zusammensetzung 

MeHH2N2X-PA (m/z 1157,3) und MeHHN2X-PA (m/z 995,3) indizierte, wobei ersteres 

im SAL-Stamm intensiver detektiert wurde (Abb. 86 A und B). Die ersten Peaks der 

SAL-IMO 4 Fraktion nach RP-HPLC enthielten keine Glykane. Die drei darauf folgen-

den Peaks (Abb. 85 B) enthielten alle das N-Glykan H2N2X-PA (m/z 981,3), wobei es 

im zweiten Peak als Hauptkomponente vertreten war (Abb. 86 C-E). Daneben wurde 

mit dem Glykan H2N2XF-PA (m/z 1127,3) in Peak 1 und Peak 2 die korrespondierende, 

fucosylierte Spezies nachgewiesen. Peak 3 hingegen enthielt mit MeHH2N2X-PA (m/z 

1157,3) einen schon bekannten Vertreter als Hauptkomponente, deren Retentionszeit 

mit dem korrespondierenden Peak der Fraktion IMO 3 deckungsgleich war. Die RP-

HPLC-Trennung von Fraktionspool IMO 5 erwies sich als Fraktion mit dem höchsten 

Deckungsgrad der beiden Chromatogramme (Abb. 85 C). Lediglich der erste Peak 

zeigte beim PR-Stamm eine höhere Intensität. Die MS-Analyse dieses Peaks ergab ein 

klares Signal für das Pseudomolekül [M+Na]+ m/z 1143,3 mit einer 

Monosaccharidzusammensetzung von H3N2X-PA (Abb. 86 F). Die Fraktionen IMO 6 

fielen schon während der Größenfraktionierung durch einen Anstieg der 

Fluoreszenzintensität auf (Abb. 82), was für einen hohen Gehalt an N-Glykanen sprach. 

Die Chromatogramme nach RP-HPLC zeigten dementsprechend eine große Anzahl an 

Peaks, wobei insgesamt acht Bereiche auf Grund der Unterschiede in ihrer 

Fluoreszenzintensität interessant waren. In Peak 1 wurde mit dem Signal bei m/z 1324,9 

([M+H]+) ein N-Glykan der Zusammensetzung H3N3X-PA als Hauptkomponente detek-

tiert, das als erstes verlängertes N-Glykan gefunden wurde und auch noch in Peak 2 

nachgewiesen wurde (Abb. 86 G und H). 
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Abb. 86: MALDI-TOF-MS Analyse der ausgewählten Peaks aus den RP-HPLC-Läufen 
von IMO 3 - 9.  = H+-Addukte, ∆ = Na+-Addukte. Charakteristische Oligosaccharid-
Hauptkomponenten wurden annotiert. Zur Monosaccharidzusammensetzung der 
jeweiligen Glykane siehe in der ausklappbaren Tabelle 12 im Anhang die fettgedruckten 
Massen.   
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Abb. 86 (Fortsetzung)  
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Abb. 86 (Fortsetzung) 
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Abb. 86 (Fortsetzung) 
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In Peak 2 wurden bei m/z 1283,8 (H4N2X-PA) und m/z 1527,9 (H3N4X-PA) zwei wei-

tere N-Glykane detektiert (Abb. 86 H), wobei das erstere davon erstmalig nachgewiesen 

wurde und als verlängerte Spezies von H3N2X-PA (m/z 1121,3) betrachtet werden kann. 

Peak 3 erschien im Chromatogramm recht isoliert, enthielt aber mit H3N2XF-PA  

(m/z 1289,4) und H3N3XF-PA (m/z 1492,4) zwei Komponenten, die sich um einen 

HexNAc-Rest unterschieden (Abb. 86 I). Die nächste interessante Fraktion (4) enthielt 

einen Doppelpeak, was die MS-Analyse bestätigte, da zwei Hauptkomponenten mit m/z 

2033,4 (MeHH4N4NF-PA) und m/z 2074,6 (MeHH3N5XF-PA) nachgewiesen wurden 

(Abb. 86 J). Ab Peak 5 wurden komplexere N-Glykan-Gemische eluiert, wie m/z 1877,7 

(MeH2H2N4F2-PA), m/z 1918,9 (MeH2H1N5F2-PA) und m/z 2052,0 (MeHH3N5XF-PA) 

belegen (Abb. 86 K), hingegen war bei m/z 1470,7 noch der Rest eines bereits zuvor 

detektierten Glykans nachweisbar. In den Peaks 6 - 8, die zur Vollständigkeit ebenfalls 

analysiert wurden, konnten weitere komplexe N-Glykane detektiert werden, die alle im 

Massenbereich von über m/z 2000 lagen und eine allgemeine Monosaccharid-

zusammensetzung von MeH0-2H2-4N4-5X0-1F1-4-PA aufwiesen (Abb. 86 L-N). Die 

Chromatogramme nach Auftrennung der IMO 7 Fraktionen wurden durch zwei 

dominante Peaks zwischen 70 und 80 Minuten geprägt, wobei im Bereich von 55 bis 70 

Minuten ebenfalls Intensitätsunterschiede registriert wurden. Die MS-Analyse der 6 

interessanten Peaks und Peakgruppen ergab durchweg Komponenten komplexeren Typs 

mit einer Masse von über m/z 2000, die Monosaccharidzusammensetzungen von  

MeH1-2H2-4N4-5XF1-3 aufwiesen (Abb. 86 O-T). Trotz der dominanten Peaks, die iso-

lierte, einzelne Glykane vermuten ließen, konnten in beiden Peaks (Abb. 86 S+T) zwar 

einige Spezies als Hauptkomponenten detektiert werden, dennoch waren weitere 

Nebenkomponenten enthalten. Die RP-HPLC-Trennung der Poole IMO 8 lieferte neben 

dem dominanten Peak bei 50 Minuten weitere Peakgruppen, von denen vier auf Grund 

ihrer Intensitätsunterschiede analysiert wurden (Abb. 86 U-X). Während in den ersten 

beiden Peaks N-Glykane im Massenbereich von circa m/z 2000 detektiert wurden, 

wurde in Peak 4 erstmal eine Spezies mit einer Masse von über m/z 2500 (m/z 2529,3) 

registriert, die eine Monosaccharidzusammensetzung von MeHH4N5XF3-PA indiziert 

(Abb. 86 X). Die Peaks zeichneten sich durch eine aufsteigende Heterogenität aus, bei 

parallel sinkender Abundanz der einzelnen Spezies (Abb. 86 U-X). Die Fraktionen IMO 

9 wurden ebenfalls mittels RP-HPLC aufgetrennt, da durch Massenspektrometrie in 

diesem Bereich noch N-Glykane detektiert werden konnten. Aus den Chromatogram-

men wurden drei Bereiche ausgewählt, in denen besonders starke 

Fluoreszenzintensitätsunterschiede auftraten. In Peak 1 wurde nochmals eine sehr 
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homogene Fraktion mit einem Signal bei m/z 2196,7 beobachtet, welches die 

Zusammensetzung MeHH5N4XF-PA oder H6N4F2-PA aufweisen konnte (Abb. 86 Y-Z). 

Die Peakgruppen 2 enthielt bereits wieder zahlreiche Glykane im Massenbereich bis 

über m/z 3000, zum Teil in sehr niedriger Abundanz (Abb. 86 Z). Peak 3 deckte den 

letzten Bereich des Chromatogramms ab, in dem weitere N-Glykane des komplexen 

Typs detektiert wurden, zu denen unter anderem das Signal bei m/z 3120,2 mit einer 

möglichen Monosaccharidzusammensetzung von MeH2HN8F5-PA gehört (Abb. 86 Z’).  

 

3.10.9 Vergleich der Mengen an kreuzreagierenden Glykanen 
beider Stämme 

Von allen Peaks, die in den Chromatogrammen nach RP-HPLC der IMO-Fraktionen 3 

bis 9 detektiert worden waren, wurden die Flächen durch Integration bestimmt. Für je-

des Chromatogramm wurden danach die einzelnen Flächeninhalte addiert und für jeden 

Stamm die Gesamtfläche errechnet. Um einen Überblick über die absolute Menge an 

kreuzreagierenden N-Glykanen der gesammelten IMO-Fraktionen zu bekommen, 

wurden deren Gesamtflächen nach RP-HPLC gegen die aufgetrennten IMO-Fraktionen 

aufgetragen. Um eine Aussage über die prozentuale Verteilung innerhalb eines Stam-

mes machen zu können, wurde für die einzelnen Flächeninhalte die Höhe des 

Prozentsatzes mit Hilfe der detektieren Gesamtfläche errechnet und graphisch darge-

stellt.  

Der Vergleich der Flächen der einzelnen Fraktionen nach RP-HPLC-Trennung ergab 

ein deutliches Mengenprofil zugunsten der Fraktion IMO 7 (Abb. 87 A). Während die 

Fraktionen IMO 3 und 4 bei beiden Stämmen weitgehend identische Mengen an  

N-Glykanen enthielten, zeigte sich für die Fraktionen von IMO 5 bis 9, dass im Fall des 

PR-Stammes von B. glabrata zum Teil deutlich mehr N-Glykane in diesen Fraktionen 

detektiert wurden. Bei einem Blick auf die prozentuale Verteilung innerhalb der 

Stämme fiel auf, dass Fraktion IMO 7 ungefähr 30 % der kreuzreagierenden Glykane in 

beiden Stämmen stellte. Danach kam es zu einem deutlichen Abfall der Glykanmengen, 

wobei die Fraktionen IMO 6, 8 und 9 einen vergleichbaren Prozentsatz zur Gesamt-

menge beitrugen. Die Fraktionen IMO 3 bis 5 trugen jeweils den geringsten Teil zur 

Gesamtmenge bei, wobei die Glykane dieser Fraktionen beim SAL-Stamm prozentual 

höhere Werte erreichten als beim PR-Stamm.  

Bezogen auf die eingesetzte Menge (25 pmol) an M5A-Standardglykan wurden im Fall 

des PR-Stammes insgesamt 467 pmol an kreuzreagierenden N-Glykanen aufgetrennt, 
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gegenüber 338 pmol beim SAL-Stamm. Demzufolge werden beim empfänglicheren 

PR-Stamm offenbar die 1,4 fache Menge an kreuzreagierenden N-Glykanen exprimiert 

im Vergleich zum SAL -Stamm.  
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Abb. 87: Gegenüberstellung der nach Immunaffinitätschromatographie und HPLC-
Größenfraktionierung erhaltenen kreuzreagierenden N-Glykane der B. glabrata Stämme 
Puerto Rico (PR) und Salvador (SAL). (A), Vergleich der Absolutmengen, ermittelt 
anhand der jeweiligen Peakflächen; (B) prozentuale Anteile der jeweiligen 
Glykanfraktionen am Gesamtgemisch der jeweiligen kreuzreagierender Glykane beider 
Stämme.  
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3.10.10 Immunhistochemische Untersuchungen 

An PFA-fixiertem Mitteldarmdrüsengewebe wurden immunhistochemische Markierun-

gen durchgeführt. Die Ergebnisse daraus werden für die beiden Stämme in Abb. 88 und 

Abb. 89 dokumentiert. Die Kontrollen mit PBS (ohne 1. Antikörper), NMS und NRS 

zeigten keine Gewebsfärbung. Generell fiel auf, dass das Gewebe des PR-Stammes 

dichter zu sein schien, als das des SAL-Stammes, das einen aufgelockerten Eindruck 

machte, und dementsprechend größere Lakunen zeigte. Die Markierung mit anti-SEA 

Serum führte am Gewebe des PR-Stammes zu einer deutlichen Markierung aller Berei-

chen des Mitteldarmdrüsengewebes, wobei die Färbung besonders stark im Bereich zu 

den Lakunen hin ausfiel und Zwischenräume nicht markiert wurden (Abb. 88 D). An 

Gewebe des SAL-Stammes wurde ebenfalls eine Bindung der anti-SEA Antikörper über 

den gesamten Schnittbereich beobachtet, die aber weniger homogen war und es 

besonders in den Gewebsbereichen nahe den Lakunen unterschiedliche 

Präzipitatsdichten zu beobachten waren (Abb. 89 D). Die Markierung mit dem mAk 

M2D3H ergab bei beiden Stämmen eine zur anti-SEA Markierung vergleichbare 

Anfärbung (Abb. 88 F und Abb. 89 F). In beiden Fällen war zu erkennen, dass die 

Intensität der Anfärbungen geringer war, als bei der anti-SEA Inkubation. Um die Prä-

senz von unfucosylierten sowie fucosylierten Kohlenhydratepitopen weiter zu 

dokumentieren, wurden Schnitte beider Stämme mit den mAks gegen LDN und F-LDN 

inkubiert. Die Schnitte nach Markierung mit dem mAk gegen LDN zeigten keine 

Präzipitatsbildung (Abb. 88 G und Abb. 89 G), während die Markierung mit dem mAk 

gegen F-LDN die Präsenz terminal fucosylierter Epitope belegte, da die Anfärbung bei 

beiden Schnitten deutlich ausfiel und sich auch mit dem Markierungsprofil des mAks 

M2D3H deckte (Abb. 88 H und Abb. 89 H). Die Markierungen mit Antikörpern gegen 

subterminal fucosylierte Epitope LDN-F und LDN-DF lieferte nur eine schwache 

Anfärbung  (ohne Abbildung).  
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Abb. 88: Immunhistochemische Anfärbung von Mitteldarmdrüsengewebe des Bg PR-
Stammes. (A) Schnittebene, (B) Kontrolle PBS, (C) Kontrolle NRS, (D) anti-SEA Se-
rum, (E) Kontrolle NMS, (F) mAk M2D3H, (G) mAk LDN und (H) mAk F-LDN.  
Die Pfeile kennzeichnen Bereiche der Antikörperbindung. Balken = 200 µm. 
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Abb. 89: Immunhistochemische Anfärbung von Mitteldarmdrüsengewebe des  Bg SAL-
Stammes. (A) Schnittebene, (B) Kontrolle PBS, (C) Kontrolle NRS, (D) Inkubation mit 
anti-SEA Serum, (E) Kontrolle NMS, (F) mAk M2D3H, (G) mAk LDN und (H) mAk 
F-LDN. Die Pfeile kennzeichnen Bereiche der Antikörperbindung.  
Balken = 200 µm.  
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4 Diskussion 

4.1 Allgemeine Aspekte  
 

In ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden von einem Pool an Hämolymph-

Gesamtprotein der Süßwasserschnecke B. glabrata diejenigen N-Glykane strukturell 

charakterisiert, die eine Kreuzreaktivität zu Glykokonjugaten des Humanparasiten  

S. mansoni aufwiesen. Auf der Basis des früheren Befundes, dass S. mansoni mit sei-

nem Zwischenwirt B. glabrata mindestens ein Epitop gemeinsam hat [70], sollte geklärt 

werden, ob molekulare Mimikry auf der Basis von kreuzreagierenden 

Kohlenhydratstrukturen als Invasionsstrategie von S. mansoni neben dem Endwirt auch 

für den Zwischenwirt postuliert werden kann.  

 

4.2 Methodische Aspekte 

4.2.1 Aufreinigung des Hämolymphproteins und Freisetzung der  
N-Glykane 

Die Dialyse der Hämolymphe erlaubte, das Hämolymphprotein neben einer effektiven 

Aufreinigung auch von einer hohen Menge an freier Glukose zu befreien, was eine 

vergleichende Monosaccharidbestimmung des Rohmaterials und der aufgereinigten 

Hämolymphe belegte (Daten nicht gezeigt). Dabei hatte sich weiterhin gezeigt, dass das 

Hämolymphprotein einen Glykosylierungsgrad von 10 % bezogen auf die 

Gesamtproteinmenge aufweist. Berechnungen nach Monosaccharidbestimmung vom  

N-Glykan-Gesamtpool, des Immunaffinitätsdurchlaufes und -eluates zeigten, dass nur 

ca. 10 % der Glykane von der PNGase F freigesetzt wurden. Da der Gehalt an 

Galaktose im Gesamthämolymphprotein am höchsten war, während in den freigesetzten 

N-Glykanen der Gehalt an Mannose überwog, liegt es nahe anzunehmen, dass ein hoher 

Grad an O-Glykosylierung vorlag. Dennoch erwies sich die eingesetzte Menge an 

Hämolymphprotein für die Charakterisierung der kreuzreagierenden N-Glykane als 

ausreichend, um eine genügend große Menge an Kohlenhydrat-Ketten als 

Ausgangsmaterial mit PNGase F freizusetzen. Die chemische Freisetzung mit Hydrazin 

im zweiten Teil der Studie resultierte bei beiden Stämmen in einem prozentual höheren 

Anteil an freien N-Glykanen von gemittelten 48 %, was auf eine effektivere chemische 

Abspaltung hindeutet. 
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4.2.2 Befunde biochemischer Untersuchungen 

Für die biochemische Charakterisierung des Hämolymphproteins wurden Western Blot 

Analysen und ELISA-Bindungstudien durchgeführt, die einen ersten Überblick über 

vorliegende kreuzreagierende Epitope geben sollten. Die mittels reduktiver SDS-PAGE 

aufgetrennten Hämolymphproteine stellten sich als Gemisch heraus, in dem von kleine-

ren Proteinen mit Massen zwischen 10 und 20 kDa bis hin zu dem großen Hämoglobin, 

detektiert als 180 kDa Untereinheit, viele Proteinbanden zu erkennen waren. Die anti-

SEA Antikörper interagierten mit vielen Proteinbanden. Die Markierung mit dem mAk 

M2D3H, der spezifisch das Fuc(α1-3)GalNAc-Motiv erkennt, zeigte ein vergleichbares 

Bindevermögen, wenn auch in geringerer Intensität. Die ELISA-Bindungsstudien 

bestätigten im Fall von anti-SEA Serum die Befunde aus den Western Blot Experimen-

ten und zeigten, dass die Bindung defucosylierter (Glyko-)Peptide zwar weniger stark 

ausfällt, aber doch noch vorhanden ist. Dies deutete bereits darauf hin, dass für die Bin-

dung der anti-SEA Antikörper nicht nur Fucose-Reste in Betracht zu ziehen sind. Die 

mAks gegen fucosylierte Kohlenhydratepitope zeigten bei defucosylierten (Glyko-

)Peptiden stets einen starken Abfall der Antikörper-Bindung. An Hand des gesteigerten 

Bindevermögens des mAk gegen das LDN-Motiv konnte gezeigt werden, dass viele 

Fucose-Reste an LDN-Elementen gebunden vorliegen, die nach Defucosylierung für die 

Antikörperbindung als freie LDN-Epitope zur Verfügung stehen.  

 

4.2.3 Isolierung und erste Charakterisierung der kreuzreagierenden 
Spezies 

Ohne Anreicherung der kreuzreagierenden N-Glykane mittels  Immunaffinitätschroma-

tographie unter Verwendung von immobilisierten Kaninchen-IgGs gegen lösliche 

Eiantigene von S. mansoni wäre es nur erschwert möglich gewesen, die für die 

Fragestellung interessanten Glykanspezies detailliert untersuchen zu können, da sie auf 

Grund ihrer geringen Abundanz im Gesamtspektrum aller N-Glykane fast nicht sichtbar 

waren. Während seines gesamten Lebenszyklus synthetisiert S. mansoni eine breite Pa-

lette an fucosylierten Kohlenhydratepitopen, von denen Gal(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc 

(LeX), Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc (F-LDN), GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc 

(LDN-F), Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc (F-LDN-F) und GalNAc(β1-

4)[Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)]GlcNAc (LDN-DF) besonders von Bedeutung sind 

[145,220,293]. Durch den Einsatz von mAks gegen definierte Epitope konnte gezeigt 

werden, dass diese Epitope besonders auf Glykoproteinen im Eistadium [252] und auch 
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auf löslichen Eiantigen (SEA) im Serum von infizierten Wirten vorliegen [219]. 

Demzufolge schien es sinnvoll, IgGs aus Kaninchen-Hyperimmmunseren gegen SEA 

von S. mansoni zu verwenden, da erwartet werden konnte, dass die Antikörper auch 

gegen solche Kohlenhydratepitope gerichtet sind. Die mittels der 

Immunaffinitätschromatographie isolierte Menge an kreuzreagierenden N-Glykanen 

betrug circa 5% der insgesamt freigesetzten Gesamtmenge an N-Glykanen. Die 

Monosaccharidbestimmung ergab, dass neben Fucose und Xylose auch Galaktose in 

dieser Fraktion angereichert wurde. Darüber hinaus wurden auch  

3-O-Methylmannose und 3-O-Methylgalaktose in Spuren nachgewiesen. Die 

Methylierungsanalyse unter Verwendung von deuteriertem Methyliodid ergab, dass ein 

geringer Teil der 3-O-Methylmannose an C2 oder C6 verlängert wird. Dies war insofern 

von Interesse, als dieser Baustein auch auf N-Glykanen des Hämocyanins von Lymnaea 

stagnalis gefunden wurde, dort aber (α1-3)-gebunden war und, nicht verlängert, als  

Stoppsignal betrachtet wurde [294,295]. Interessant war auch der Befund, dass in der 

Gesamtfraktion kreuzreagierender N-Glykane von B. glabrata 2-substituierte (internen) 

Fucose nachweisbar war, was für die Präsenz des LDN-DF-Motivs sprach.  

Die Fraktion der von anti-SEA Antikörpern gebundenen N-Glykane erwies sich in der 

MS-Analyse als ausgesprochen heterogenes Glykangemisch. Trotzdem war daraus be-

reits eine Einteilung der Glykane in verschiedene Gruppen möglich, wobei diese 

Glykanfraktion in  kleine xylosylierte Glykane (± Kernfucose), verlängerte xylosylierte 

Spezies (± Kernfucose), verlängerte xylosylierte Glykane mit mehreren Fucosen und 

verlängerte unxylosylierte Spezies, die mehrere Fucose-Reste tragen, aufgeteilt werden 

konnte. Daher wurden zur weiteren Charakterisierung und Auftrennung die anti-SEA 

gebundenen N-Glykane einer Lektinaffinitätschromatographie unterzogen, bei der das 

immobilisierte, fucosespezifische Lektin des Pilzes Aleuria aurantia eingesetzt wurde, 

dessen Spezifität für die Bindung der Fucose bekannt ist [323]. Die Trennung erschien 

auf den ersten Blick sehr effektiv, da zwei Fraktionen an gebundenen und ungebunde-

nen N-Glykanen erhalten wurden, deren MS-Analyse die Anwesenheit von Spezies 

unterschiedlicher Massen belegte. Besonders der Pool an AAL-gebundenen Glykanen 

unterschied sich in vielen Massen nicht vom Gesamtpool der anti-SEA gebundenen  

N-Glykane, was dafür sprach, dass ein Grossteil der Glykane, auch die 

Hauptkomponenten, eine starke Affinität zum Lektin zeigten. Hingegen schien die 

Trennung nicht quantitativ zu sein, da zum Teil auch fucosylierte Spezies in der AAL-

ungebundenen Fraktion gefunden wurden. Zur weiteren HPLC-Trennung wurden beide 

Fraktionen mit einer TSK-Amidgel Säule nach Größe subfraktioniert. Die MS-Analyse 
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der einzelnen HPLC-Fraktionen ergab, dass auf Grund der großen Heterogenität der 

Ausgangsfraktionen durch HPLC nur eine Antrennung der Spezies möglich war, was 

sich in einer noch immer vorhandenen Heterogenität der HPLC-Fraktionen 

widerspiegelte. Aus diesem Grunde wurde die strukturelle Charakterisierung nur an 

Hauptkomponenten durchgeführt, um prototypische Strukturen zu identifizieren. 

 

4.2.4 MALDI-TOF-MS basierende Untersuchungen 

Die MALDI-TOF-MS hat sich in den letzten Jahren als massenspektrometrische Me-

thode zur Analyse neutraler Oligosaccharide neben weiteren Methoden sehr bewährt, 

zumal sie sich auch durch eine hohe Sensitivität auszeichnet [91,135,207,332]. Als 

Matrixsubstanz wird für neutrale Oligosaccharide häufig ATT und auch DHB eingesetzt 

[94,137,138,234,310,317,318]. Im Rahmen dieser Studie wurde ATT als Matrix bei den 

MS-Analysen im LID-Modus verwandt. Die Detektion der N-Glykane in den 

massenspektrometrischen Untersuchungen erfolgte oftmals parallel als 

Pseudomolekülionen [M+H]+ und [M+Na]+, was sich durch Doppelpeaks mit dem 

Abstand von 22 Da bemerkbar machte. Zur vermehrten Generation von H+-Addukten 

oder Na+-Addukten wurde die Matrixsubstanz zum Teil auch in 25 mM NH4HCO3 oder 

25 mM NaCl Lösungen aufgenommen, was jedoch nicht immer von Erfolg gekrönt war. 

Die DHB Matrix wurde nur bei MS-Messungen im CID-Modus nach publiziertem 

Rezept eingesetzt [94]. Dabei zeigte sich, dass die Matrix besonders im Massenbereich 

von m/z 1000 bis 1500 zu störenden Signalcluster führte, die Oligosaccharidmassen 

unterdrückten und sich auch durch Aufreinigung nicht nennenswert umgehen ließen. 

Die Clusterbildung durch DHB ist massenspektrometrisch auch in einem anderen 

Zusammenhang beobachtet worden [31]. Dies zu umgehen, machte einen deutlich höhe-

ren Substanzverbrauch für die CID-Messungen erforderlich. 

 

4.2.5 Behandlung mit Exoglykosidasen und Defucosylierung 

Der sequenzielle Abbau von N-Glykanen vom nicht-reduzierenden Ende her mit 

Exoglykosidasen und HF-Lösung sollte Informationen über den Aufbau und die ano-

mere Konfigurationen einzelner Monosaccharidbausteine des Glykans liefern [91]. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurden α-Fucosidase,  

α-Mannosidase, α-Galaktosidase, β-Galaktosidase, β-N-Acetylhexosaminidase und  

β-Xylosidase für eine enzymatische Behandlung eingesetzt. Die α-Fucosidase Behand-
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lung führte besonders bei den AAL-gebundenen N-Glykanen zur Abspaltung eines Fu-

cose-Restes, der in einem Beispiel mittels LIFT-Massenspektrum nach dem Verdau als 

Kernfucose identifiziert werden konnte. Der Verdau mit β-N-Acetylhexosaminidase und 

führte besonders bei den xylosylierten verlängerten Spezies zum Erfolg und bestätigte 

die Verlängerung diesen Glykantyps mit HexNAc-Resten. Der Einsatz von α-Mannosi-

dase bestätigte, dass die Antennen der Kernstrukturen ohne Methylzucker offenbar nur 

α-gebundene Mannosen aufwiesen. Die Behandlung von N-Glykanen mit α- und  

β-Galaktosidase und β-Xylosidase zeigte keinen Effekt. Möglicherweise wurden die En-

zyme durch umgebende Monosaccharidbausteine sterisch gehindert, was für die 

Behandlung mit Exoglykosidasen beschrieben wurde [338]. Bei größeren xylosylierten 

Glykanen mit zwei bis drei Fucose-Resten hatte die HF-Behandlung bei einem Teil der 

Spezies zur Freisetzung von mindestens einer, teilweise sogar zwei Fucose-Resten ge-

führt. Interessanterweise zeigten die zwei komplexeren N-Glykane mit Pseudomolekül-

masse [M+Na]+ m/z 2179,4 und 2220,6 nach HF-Behandlung auch eine 

Massenverschiebung von 350 bzw. 309 Da, was für die gleichzeitige Abspaltung von 

einem Fucose-Rest in Kombination mit einem weiteren HexNAc-Rest oder einem He-

xose-Rest spricht. Da es keine vergleichbaren Befunde in der Literatur gibt, kann 

spekuliert werden, dass die HF-Behandlung bei diesen Spezies schon zu einer partiellen 

Hydrolyse führt, da wiederum andere N-Glykane durch die HF-Behandlung unverändert 

blieben. 

 

4.3 Strukturelle Aspekte 

4.3.1 Kleinere kreuzreagierende N-Glykane 

In den Glykanpoolen, die nach Lektinaffinitätschromatographie aus dem Gesamtpool 

kreuzreagierender Spezies gewonnen wurden, waren stets kleinere Spezies bis zu einer 

pseudomolekularen Massen [M+Na]+ von m/z 1506,4 detektiert worden, die alle eine 

Xylose aufwiesen, was auch anhand der Fragmentierungsmuster in den LIFT-Spektren 

bewiesen wurde. Demnach war der (β1-2)-gebundene Xylose-Rest an der zentralen  

β-gebundenen Mannose als Epitop kleinerer N-Glykane zu betrachten, das die 

Kreuzreaktivität dieser Glykanspezies vermittelt, zumal dieses Epitop auch auf  

N-Glykanen schistosomaler Ei-Glykoproteine gefunden wurde [159,161,162]. Dabei 

schien für die Bindung dieser Spezies an die anti-SEA Antikörper allein der (β1-2)-

gebundene Xylose-Rest auszureichen. So konnte mit der Spezies der pseudomolekula-

ren Masse [M+Na]+ 965,5 das kleinste kreuzreagierende N-Glykane in dieser Studie 
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detektiert werden, dessen LIFT-Spektrum deutlich die Fragmentierung einer Kernfucose 

und einer Xylose vom Vorläuferion zeigte. Die Bindung dieses Glykantyps wird auch 

durch die Präsenz weiterer Monosaccharidreste nicht beeinträchtigt, da die Spezies der 

pseudomolekularen Masse [M+Na]+
 981,3 (H2N2X-PA) und 1127,4 (H2N2XF-PA), 

1141,3 (MeHHN2XF-PA) und 1289,4 (H3N2XF-PA) ebenfalls durch die anti-SEA 

Antikörper gebunden wurden. Ein zusätzliches Experiment mit dem N-Glykan MUXF3 

(Man(α1-6)[(β1-2)Xyl]Man(β1-4)GlcNAc(β1-4)[(α1-3)Fuc]GlcNAc) vor und nach 

Entfernung der Kernfucose zeigte, dass auch N-Glykane pflanzlichen Ursprung von den 

anti-SEA Antikörpern gebunden werden (Abb.  92 im Anhang). Eine mit der Kernstruk-

tur (β1-2)-verknüpfte Xylose wurde auch bei anderen Glykoproteinen von Mollusken, 

wie den Hämocyaninen von Helix pomatia [189,296] und L. stagnalis [294,295] 

nachgewiesen, wo entsprechende Glykane als Hauptkomponenten vorliegen, die 3-O-

Methylhexosen sowie auch in Teilen LDN-Motive aufweisen. In den N-Glykanen des 

Hämocyanins der Schlüssellochschnecke Megathura crenulata (KLH), die mit 

schistosomalen Glykokonjugaten kreuzreagieren, wurde dieses Epitop dagegen nur 

vereinzelt nachgewiesen [94]. Die Addition der Hexose zum H2N2XF-PA Glykan und 

der Methylhexose zum MeHHN2XF-PA Glykan schien präferenziell an dem C3-Atom 

der zentralen Mannose zu erfolgen. Zum einen wurden in den MS-Messungen im CID-

Modus keine passenden D-Ionen detektiert, zum anderen blieb der Verdau mit  

β-Xylosidase ohne Effekt, während das Enzym im Fall des  N-Glykans MUXF3 aktiv 

war, was den Literaturbefund bestätigte [233]. Die Hexose-Reste der Kernstrukturen 

konnten als Mannosen angesehen werden, auch wenn die Bausteinanalyse insgesamt 

einen gesteigerten Gehalt an Galaktose ergab. Grund zur Annahme war, dass die 

Behandlung mit α-Mannosidase an AAL-ungebundenen N-Glykanen zu einer 

Abspaltung von Mannosen führte. Dies muss nicht zwangsläufig bei N-Glykanen der 

Fall sein, da auf KLH auch N-Glykane des Typs Gal(β1-6)[Man(α1-3)]Man(β1-

4)GlcNAc2 nachgewiesen wurden, die jedoch nicht kreuzreagierend sind [94,167]. Die 

monomethylierten Hexose-Reste der Kernstruktur wurden als 3-O-Methylmannosen 

betrachtet, da die Monosaccharidbestimmung einen wesentlich höheren Anteil an 3-O-

Methylmannose gegenüber 3-O-Methylgalaktose ergeben hatte. Sie schienen einen 

Einfluss auf das Bindevermögen dieser Glykanspezies zu haben, da Spezies der 

Zusammensetzung MeManMan2GlcNAc2XylFuc0-1-PA sowohl in der gebundenen als 

auch ungebundenen Fraktion nach Immunaffinitätschromatographie gefunden wurden. 

Die Antikörperbindung xylosylierter Spezies schien durch die Präsenz von zwei 3-O-

MeMan-Resten total blockiert zu sein, was die beiden Strukturen mit den Massen 
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[M+Na]+ m/z 1171,4 (MeMan2ManGlcNAc2Xyl-PA) und m/z 1317,4 

(MeMan2ManGlcNAc2XylFuc-PA) belegten, die als Hauptkomponenten im 

Gesamtpool und nachfolgend nur in der anti-SEA ungebundenen Fraktion gefunden 

wurden. Dieser Befund zeigte weiterhin, dass terminal lokalisierte monomethylierte 

Mannose-Reste von den Antikörpern nicht erkannt werden. Erstere Spezies scheint 

zudem bei Mollusken generell als Hauptkomponente vorzuliegen, da eine gleiche 

Struktur auch auf dem Hämocyanin von L. stagnalis gefunden wurde [295]. Die 

unxylosylierte Variante davon war bisher als einzig bekanntes N-Glykan des 

Dermatopontins  von B. glabrata beschrieben worden [195]. Der Sitz der 

monomethylierten Mannose am Kern konnte bei den kleinen Strukturen auf das C3-

Atom der zentralen β-gebundenen Mannose mittels MALDI-TOF-MS im CID-Modus 

und ESI-IT-MS3 eingegrenzt werden, was bedeutete, dass die Antikörperbindung dieser 

N-Glykane auch erfolgen konnte, wenn die sich die Methylmannose in nahe liegender 

Position (C3-Atom) zur Kern-Xylose befand.  

 

4.3.2 Verlängerte kreuzreagierende N-Glykane 

Ausgehend von den kleineren N-Glykanen wurden weiterhin Oligosaccharidspezies 

untersucht, deren Strukturen sich durch Addition eines oder zweier Monosaccharidreste 

zur Grundstruktur biosynthetisch ableiten ließen. Wie schon in Punkt 4.3.1 besprochen, 

kamen dafür die Spezies mit den pseudomolekularen Massen [M+Na]+  

m/z 1143,3 (Man3GlcNAc2Xyl-PA), m/z 1157,3 (MeManMan2GlcNAc2Xyl-PA),  

m/z 1289,4 (Man3GlcNAc2XylFuc-PA) und auch m/z 1303,4 

(MeManMan2GlcNAc2XylFuc-PA) in Frage. Von allen vier Spezies wurden nicht nur 

um einen HexNAc-Rest verlängerte Glykane, sondern auch die um zwei HexNAc-Reste 

verlängerten Spezies detektiert. Eine Verlängerung mit anderen Monosaccharidresten 

konnte zumindest bei den Hauptkomponenten nicht nachgewiesen werden. Ob es sich 

bei Verlängerung um ein HexNAc2-Disaccharid um ein LDN-Element oder um eine 

Chitobiose-Einheit (GlcNAc(β1-4)GlcNAc) handelte, konnte aus den LIFT-Spektren 

nicht erschlossen werden. Die Methylierungsanalyse der anti-SEA gebundenen 

Glykanfraktion ergab, dass sowohl GlcNAc, als auch GalNAc terminal vorlagen. Durch 

ELISA-Bindungsstudien mit den mAks gegen LDN, F-LDN und dem mAk M2D3H 

konnte hingegen klar gezeigt werden, dass das LDN-Motiv und auch am C3-Atom des 

terminalen GalNAc fucosyliertes LDN vorliegt, da sonst die beiden anderen mAks nicht 

gebunden hätten. In den LIFT-Spektren der durch ein oder zwei HexNAc-Reste 
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verlängerten Strukturen konnten entsprechend intensive Signale mit m/z 204 registriert 

werden, die in einigen Spektren sogar die Intensität der Signale bei m/z 446 vom 

Fuc(α1-6)GlcNAc-PA Element sowie m/z 300 vom GlcNAc-PA Element übertrafen. 

Als weiteres Indiz für einen terminalen HexNAc-Rest konnte das Auftreten von 

Fragmenten der Zusammensetzung [M+H-HexNAc]+ interpretiert werden. Die Präsenz 

des LDN-Motivs wurde auch durch die Detektion des Signals m/z 407 demonstriert, 

wobei das Fragment nur in LIFT-Spektren von Glykanen zu finden war, die sich um 

406 Masseneinheiten von ihren jeweiligen Grundstrukturen unterschieden. Damit 

widersprachen die Ergebnisse den Befunden von Nyame et al. (2002), die neben dem 

LDN-Epitop auch das LDN-F-Motiv nur in der Hämolymphe von infizierten B. 

glabrata nachweisen konnten und die Präsenz dieser Epitope als sekretierte 

Kohlenhydratmotive parasitären Ursprungs interpretierten, was auch Schmitt et al. 

(2002) postuliert hatten, die zwei Kohlenhydratepitope durch Bindung der mAks KCS 

und E2 nur in infizierten Zwischenwirtsschnecken nachwiesen [265]. Aus den LIFT-

Spektren der Spezies, die sich von der Grundstruktur MeManMan2GlcNAc2XylFuc-PA 

ableiteten, war ersichtlich, dass die Verlängerung nicht an der methylierten Mannose 

erfolgte.  Zum einen war in dem LIFT-Spektrum der um einen HexNAc-Rest 

verlängerten Spezies mit dem Fragmention m/z 177,1 (B1β) ein terminaler 

Methylhexosen-Rest nachweisbar; zum anderen wurde im gleichen Spektrum auch das 

B2α-Fragment (m/z 366,1) detektiert, das einem HexNAc-Hex-Element entspricht. Bei 

der um das LDN-Motiv verlängerten Spezies wurde das Signal bei m/z 177,0 nur 

schwach detektiert, hingegen das korrespondierende Y-Fragment mit m/z 1511,6 deutli-

cher. Ferner zeigten die Fragmente bei m/z 1119,3 (Y3α) und 1362,1 (Y3β/Y1δ), dass das 

LDN-Element an den Mannose-Rest gebunden war. In den LIFT-Spektren der Struktu-

ren, bei denen zwei (α1-6)- und (α1-3)-gebundene Mannosen vorlagen, wurden die 

entsprechende Fragmentsignale, die auf eine terminale Mannose zurückzuführen waren, 

ebenfalls detektiert. So konnte im Fall von der Spezies mit [M+Na]+ m/z 1346,5 

(Man3GlcNAc3Xyl-PA) im LIFT-Spektrum durch die Detektion des Y3β-Fragmentes bei 

m/z 1162,3 gezeigt, werden, dass ein Mannose-Rest abgespalten wurde. Dieses Signal 

wurde auch nach Behandlung des N-Glykans mit α-Mannosidase beobachtet. Bei der 

um das LDN-Epitop verlängerten Spezies (m/z 1527,1) war dieses Y3β-Fragment eben-

falls zu beobachten. Die Behandlung dieser Spezies mit α-Mannosidase blieb jedoch, 

auf Grund möglicher sterischer Hinderung, ohne Erfolg. Die für diesen Strukturtyp 

korrespondierenden Fragmente wurden auch in den LIFT-Spektren derjenigen Spezies 
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detektiert, die sich nur durch eine Kernfucosylierung von den vorgenannten Spezies 

unterschieden und deswegen hier nicht extra erläutert werden sollen.  

Zur Lokalisierung der um einen bzw. zwei HexNAc-Resten verlängerten Antennen 

wurde von der Spezies mit [M+Na]+ m/z 1506,9 ein MALDI-TOF-MS/MS Spektrum im 

CID-Modus aufgenommen. Im CID-Spektrum wurde mit dem Signal bei m/z 493,0 ein 

Fragmention (B3/Y3α) beobachtet, welches zum  Trisaccharid MeMan-Man-Xyl passt 

und als D-Ion identifiziert werden konnte. Dieser Befund zeigte, dass die Methylman-

nose sich bei diesen Spezies am C6 der zentralen Mannose des Kernes befindet und 

nicht verlängert wird.    

 

4.3.3 Komplexere kreuzreagierende N-Glykane 

Das Massenspektrum der anti-SEA gebundenen N-Glykane hatte gezeigt, dass eine 

besondere Dichte an komplexeren Spezies mit einer Masse von m/z 1600 bis 2300 vor-

lag. In der AAL-ungebundenen Glykanfraktion waren bereits fucosylierte Spezies 

identifiziert worden, was darauf schließen ließ, dass Fucose-Reste je nach Lokalisation 

und/oder Bindungsposition vom Lektin unterschiedlich stark gebunden wurden. Als 

Beispiel kann hierfür die Spezies mit der pseudomolekularen Masse [M+Na]+  

m/z 1695,6 gelten, welche sowohl in der AAL-ungebundenen als auch in der AAL-

gebundenen Fraktion gefunden wurde. Ohne über die Verknüpfungsposition des 

Fucose-Restes genauer informiert zu sein, war annehmbar, dass diese Spezies für die 

Präsenz des Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc-Epitops (M2D3H-Epitop) potentiell in 

Frage kam, die aus der um einen Fucose-Rest kleineren Spezies m/z 1549,5 (H3N4X-PA, 

[M+Na]+) hervorgeht. Die LIFT-Spektren der massengleichen Spezies bestätigten ein 

Isomerenpaar der Monosaccharidzusammensetzung H3N4XF-PA, wobei die AAL-

ungebundene Spezies im LIFT-Spektrum ein starkes Signal bei m/z 300,1 (Y1) zeigte, 

was die Abwesenheit einer Kernfucosylierung belegte. Passend dazu wurden mit den 

Pseudomolekülen [M+H]+ bei m/z 350,1 und m/z 553,1 zwei Fragmente nachgewiesen, 

die für ein monofucosyliertes LDN sprachen. Die vergleichsweise niedrige Intensität 

des B1/Y6α-Fragmentes bei m/z 204,1 im Vergleich zum Y1-Fragment bei m/z 300,1 

indizierte, dass der Fucose-Rest am terminalen GalNAc vorlag und dieses Glykan somit 

der einfachste Repräsentant von Spezies mit einem Fuc(α1-3)GalNAc-Epitop ist. Dieses 

Motiv wurde auch auf Eiglykolipiden von S. mansoni als dominantes Epitop 

nachgewiesen und zeigt Kreuzreaktivität zu KLH [157,312,316]. Durch die sehr leichte 

Abspaltung von Fucose-Resten im LID-Modus, was sich auch einem intensiven Signal 
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(Y3α) äußerte und auch in anderen massenspektrometrischen Messungen beobachtet 

wurde [88,94,319], ist es nicht leicht, den Fucose-Rest einem HexNAc-Rest exakt 

zuzuordnen. Die Abwesenheit eines [M+H-HexNAc]+-Fragmentes deutete jedoch 

darauf hin, dass der Fucose-Rest in der Tat mit dem terminalen HexNAc-Rest verknüpft 

war. Die isomere Spezies aus dem Pool AAL-gebundener Glykane zeigte andere 

Fragmentierungscharakteristika im LIFT-Spektrum. Hier zeigte sich, dass die Fucose 

am inneren GlcNAc gebunden vorlag. Weiterhin wies das detektierte B1α-Fragment bei 

m/z 204,1 nahezu gleiche Intensität  wie das Y1α-Fragment auf, was durch das LDN-

Element und die fehlende Fucosylierung dieses Motivs erklärt werden kann. Dieses 

Glykanpaar kann als ein Beispiel dafür betrachtet werden, dass es mit der Lektinsäule 

möglich war, fucosylierte Strukturisomere voneinander zu trennen. 

Wie bereits angesprochen, konnte die HPLC-Trennung der AAL-gebundenen  

N-Glykane allenfalls als Antrennung betrachtet werden, bei der zumindest einige 

Glykanspezies gar nicht separiert wurden. Dies war bei vier Spezies (H3N4F3-PA und 

MeHH2N4XF2-PA sowie H4N4F3-PA und MeHH3N4XF2-PA) der Fall, die in den 

Fraktionen jeweils mit den Massen m/z 1855,5 und 2017,6 ([M+Na]+) detektiert 

wurden. Das anschließende LIFT-Spektrum machte hingegen deutlich, dass es sich um 

Mischspektren isobarer Strukturen handelte und erlaubte weiterhin eine Zuordnung der 

detektierten Signale zu jeweils zwei verschiedenen Strukturvorschlägen. Dabei zeigte 

sich, dass die unxylosylierten, kreuzreagierenden N-Glykane keine Methylhexose tragen 

und ein F-LDN-F-Motiv aufweisen, welches für das Signal bei m/z 699 verantwortlich 

ist und in den anderen LIFT-Spektren nicht nachgewiesen wurde. Solche 

Strukturmotive wurden auch für N-Glykane von KLH nachgewiesen, die ebenfalls mit 

schistosomalen Glykokonjugaten kreuzreagieren [94]. In beiden Spektren war im 

mittleren Massenbereich ein dominantes Signal mit m/z 1135 zu beobachten, welches 

von seiner Masse her als Kernstruktur Man3GlcNAc2Fuc-PA oder 

MeManMan2GlcNAc2Xyl-PA in Frage kommt und auf zwei unterschiedliche 

biosynthetische Wege der Glykane hinweist.  

Die strukturelle Charakterisierung von N-Glykanen aus dem höheren Massenbereich 

wurde repräsentativ an drei Glykanen vorgenommen. Dabei handelte es sich um Spezies 

der pseudomolekularen Masse [M+Na]+ m/z 2074,6 (MeHH3N5XF-PA) aus dem Pool 

der AAL-ungebundenen Spezies sowie um die beiden Glykane der pseudomolekularen 

Massen [M+Na]+ m/z 2179,4 (MeHH4N4XF2-PA) und 2220,6 (MeHH3N5XF2-PA). 

Diese schienen aus unterschiedlichen Biosynthesewegen hervorgegangen zu sein, da 

beim ersten N-Glykan das Signal mit m/z 1135,7 (Y4α/Y4β) und bei den beiden anderen 
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Spezies Signale mit m/z 1281 (Y4α/Y4β) sehr dominant detektiert wurden, was auf das 

Vorliegen der Kernstrukturen MeHH2N2X-PA und MeHH2N2XF-PA schließen ließ.  

Eine weitere strukturelle Ähnlichkeit zu den schon angesprochenen kreuzreagierenden 

N-Glykanen des KLHs war auch in der Position der LDN-Antenne zu sehen, die am 

unteren C3-Arm der zentralen β-gebundenen  Mannose lokalisiert werden konnte. Auf 

Grund der ingesamt gewonnenen Daten konnte somit gezeigt werden, dass die 

prototypischen hämolymphproteingebundenen N-Glykane von B. glabrata mit (β1-2)-

gebundener Kernxylose und Fuc(α1-3)GalNAc-Motiven (M2D3H) mindestens zwei 

Kohlenhydratepitope mit S. mansoni gemeinsam haben. Dabei scheint es, dass 

kreuzreagierende N-Glykane, die eine Methylhexose am C3-Atom der zentralen,  

β-gebundenen Mannose tragen, nicht verlängert werden, da bei verlängerten N-

Glykanen mit Methylhexose diese stets am C6-Atom der inneren Kern-Mannose 

gefunden wurde. Eine zusammenfassende Übersicht über prototypische N-Glykane von 

B. glabrata, die mit S. mansoni Glykokonjugaten kreuzreagieren, gibt Abb. 90. 

3Me

3Me

 

Abb. 90: Prototypen von B. glabrata N-Glykanen, die mit Glykokonjugaten von  
S. mansoni kreuzreagieren. Die Symbole für die einzelnen Monosaccharidbausteine sind 
in Abb. 12 aufgelistet.  
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4.3.4 Weitere strukturelle Eigenschaften 

Ein Teil der AAL-gebundenen N-Glykane konnte auf Grund der geringen Abundanz 

nicht näher untersucht werden. Es handelte sich dabei um die Spezies mit 

pseudomolekularen Massen [M+Na]+ m/z > 2300. Die detektierten Massen erlaubten 

aber Rückschlüsse auf Monosaccharidzusammensetzungen von MeH0-2H3-6N4-8XF0-3-

PA. Demnach stellen die N-Glykane im höheren Massenbereich möglicherweise Deri-

vate der Hauptkomponenten dar, die durch Addition weiterer Monosaccharidreste 

synthetisiert wurden. Dafür spricht, dass zum Beispiel mit der pseudomolekularen 

Masse [M+Na]+ m/z 2570,2 ein Glykan detektiert wurde, das sich um das Masseninkre-

ment 350 Da vom der Spezies mit der pseudomolekularen Masse [M+Na]+ m/z 2220,6 

(MeHH3N5XF2-PA) unterscheidet, die strukturell näher charakterisiert wurde und um 

einen HexNAc-Rest sowie eine weitere Fucose verlängert vorliegt. Dabei wäre denkbar, 

dass einer der beiden bereits vorhandenen terminalen Fucose-Reste durch eine zweite 

Fucose substituiert wird und es somit zur Bildung des LDN-DF-Motivs kommen 

könnte. Für diese Annahme spricht, dass in den Methylierungsanalysen eine  

2-substituierte Fucose detektiert wurde und das LDN-DF-Epitop auch in nicht-infizier-

ten Schnecken immunhistochemisch und mittels ELISA nachweisbar war. Der Befund, 

dass die kreuzreagierenden N-Glykane höherer Masse bis zu acht HexNAc-Reste tragen 

können, gibt Grund zur Annahme, dass hier möglicherweise auch Chitobiose-Oligomere 

in den Antennen vorliegen. Dies hat man bereits auf dem Glykoprotein Batroxobin (aus 

Schlangengift von Bothrops moojeni) [182], den N-Glykanen von Filarien [142] und in 

fucosylierter Form in Glykosphingolipiden von S. mansoni Eiern nachgewiesen 

[160,161,316]. Alternativ könnten solche HexNAc-Reste auch LDN-Motive in repetiti-

ver Form darstellen, die ebenfalls auf Glykoprotein-Glykanen adulter S. mansoni gefun-

den wurden [317]. Die geringe Menge dieser Glykantypen erlaubte keine genauere 

strukturelle Charakterisierung. Dennoch liegen mit der nachgewiesenen  

2-substituierten Fucose sowie der möglichen repetitiven LDN-Motive zwei weitere 

Kohlenhydratstrukturen bei B. glabrata vor, die auch für S. mansoni bereits strukturell 

bewiesen sind.  
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4.4 Immunhistochemische Befunde an Geweben von  
B. glabrata  

 

Bislang wurden in der Literatur hauptsächlich histologische Arbeiten an infizierten  

B. glabrata beschrieben, welche die histologischen Veränderungen im Zwischenwirt 

nach Infektion untersucht haben. Dabei wurde insbesondere über das Bindevermögen 

von mAks gegen LDN und LDN-F für Mutter- und Tochtersporozysten von S. mansoni 

berichtet [221]. Im Rahmen dieser Studie wurden sowohl uninfizierte Schnecken als 

auch infizierte Exemplare immunhistochemisch markiert. Es ging dabei vor allem um 

die Frage, in welchen Bereichen kreuzreagierende Strukturen zu finden sind. Bei 

uninfizierten Exemplaren zeigten besonders das anti-SEA Serum und die mAks gegen 

terminal fucosyliertes LDN eine ausgeprägte Bindung im Gewebebereich des Fußes, in 

peripheren Regionen des Vorderpols und der Mitteldarmdrüse. Die Befunde bestätigten, 

dass in den Bereichen, die für den parasitären Infektionsweg von Bedeutung sind, auch 

kreuzreagierende Kohlenhydratepitope exprimiert werden, die möglicherweise eine 

Invasion des eindringenden Miracidiums erleichtern. Das wird durch den Befund, dass 

insbesondere das Mitteldarmdrüsengewebe im Längs- und Querschnitt einen Ort starker 

Bindung der anti-SEA Antikörper und der mAks M2D3H und F-LDN darstellt, 

unterstützt. Das identische Markierungsmuster der mAks M2D3H und F-LDN ergab die 

gleiche Epitoperkennung und sicherte ab, dass dort in der Tat terminal fucosylierte 

LDN-Elemente vorlagen. Die Detektion von LeX-Epitopen an dieser Stelle gelang mit 

dem mAk G8G12 nur schwach und gab Grund zur Annahme, dass dort das für den 

Parasiten stadienspezifisch bedeutendere F-LDN-Epitop vermehrt anstelle des für die 

Invasion in den Endwirt wichtigere LeX-Epitop vorzuliegen scheint. Die LDN-F/DF-

Motive konnten im Mitteldarmdrüsengewebe der uninfizierten Schnecke nur schwach 

detektiert werden. Trotzdem fiel diese Markierung stärker aus als die mit dem mAk 

gegen LDN. Möglicherweise spielt für die mAks gegen LDN-F/DF die Präsentation der 

Epitope eine wichtige Rolle, was auch in anderen Studien gezeigt wurde [253], zumal 

die gleichen mAks im ELISA gut funktioniert hatten. Das könnte auch für das LDN-

Epitop zutreffend sein, das im Mitteldarmdrüsengewebe nicht detektierbar schien. 

Möglicherweise gibt es bei B. glabrata auch eine spezifische Expression dieses Epitops, 

da es auf den kreuzreagierenden N-Glykanen nicht-infizierter B. glabrata durch ELISA 

und MS nachgewiesen wurde, in einer vorangegangen Studie mit einem anderen mAk 

gegen LDN jedoch nicht detektiert werden konnte [221]. Die Mitteldarmdrüse ist nach 

den Befunden dieser Studie als ideales Gewebe anzusehen, das genügend 
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kreuzreagierende Kohlenhydratstrukturen aufweist, die zum molekularen Mimikry 

beitragen und daher dem Parasiten einen gewissen Schutz bieten könnten. 

Möglicherweise handelt es sich dabei um proteingebundene Glykostrukturen, da 

Glykolipide durch die protokollbedingte Ethanolpassage weitgehend extrahiert wurden. 

Entsprechende Untersuchungen zum speziellen Glykom dieses Gewebes wären daher 

interessant.  

Bereits die hämalaungefärbten Kontrollinkubation von infizierten Schnecken belegten 

besonders im Bereich der Mitteldarmdrüse erhebliche histologische Veränderungen 

durch die Sporozysten. Der mAk M2D3H zeigte dabei sowohl im Längsschnitt als auch 

im Querschnitt an den Sporozysten eine besonders intensive Bindung, was darauf 

hindeutet, dass an diesen Stellen eine gehäufte Menge an Fuc(α1-3)GalNAc-Epitopen 

vorliegt. Dabei kann spekuliert werden, ob der Parasit diese möglicherweise selbst 

synthetisiert und präsentiert, oder ob er diese aus dem umliegenden Gewebe requiriert. 

Die Inkubation mit CTF zeigte dabei, dass es auch sporozystenspezifische Motive gibt, 

die von diesem Serum erkannt werden und im restlichen Gewebe nicht vorzuliegen 

schienen. Das legt nahe, dass vom CTF ganz andere Epitope erkannt werden, die im 

restlichen Gewebe nicht vorzukommen schienen und möglicherweise beim 

Invasionsprozess keine besondere Rolle spielen. Interessant war auch, dass die beiden 

mAk gegen LeX ein unterschiedlich starkes Bindevermögen zeigten. So war die Markie-

rung mit dem mAk G8G12 deutlich stärker und auch in sporozystenfreien Arealen 

besonders am Querschnitt zu beobachten. Dies kann zum Teil auf einem Unterschied in 

der Epitop-Präsentation und Erkennung durch die mAks beruhen, zum Teil aber auch 

daran, dass LeX-tragende Glykoproteine vom Parasiten ins Schneckengewebe abgege-

ben werden. Der mAk gegen das LDN-Motiv zeigte an den Sporozysten eine leichte 

Bindung, wobei die nicht befallenen Bereiche nicht markiert wurden. Dieser Befund 

deckt sich mit Literaturdaten [221], nach denen LDN als ein Epitop gesehen werden 

kann, dass in diesem Zwischenwirtsstadium des Parasiten exprimiert wird, aber im 

Infektionsgeschehen keinen weitergehenden Einfluss hat. Das LDN-Epitop konnte zu-

dem innerhalb der Sporozysten als besonders angereichert nachgewiesen werden, was 

verdeutlicht, dass es parasitär gehäuft vorliegt, aber möglicherweise nicht außerhalb der 

Sporozysten durch Exkretion oder Sekretion funktionell in Erscheinung tritt. 

Demgegenüber zeigten Markierungen mit den mAks gegen LDN-F und LDN-DF an 

Längsschnitten auffällig gefärbte Umrandungen, die darauf schließen ließen, dass dort 

Glykoproteine mit diesen Epitopen vermehrt zu finden waren. Diese Markierung konnte 

auch in einer Doppelinkubation mit beiden mAks an einem Querschnitt bestätigt 
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werden. Es ist denkbar, dass diese vom Parasiten vermehrt exkretiert oder sekretiert 

werden, zumal die Markierung mit diesen mAks in den gleichen Bereichen uninfizierter 

Exemplare viel schwächer ausfiel. Möglich ist auch, dass diese Glykoproteine in die 

Hämolymphe ausgeschwemmt werden und damit das Hämolymphprotein in seiner 

Zusammensetzung verändern. In diesem Zusammenhang wäre interessant, das  

N-Glykanprofil der Hämolymphproteine infizierter Schnecken vergleichend zu 

betrachten.    

 

4.5 Immunhistochemische Markierung von Miracidien 
 

Fixierte Miracidien wurden mit verschiedenen Antikörpern als Ganzpräparate 

oberflächenmarkiert. Die Inkubation mit anti-SEA Serum konnte dabei nahezu als 

Positivkontrolle gewertet werden, da davon auszugehen war, dass lösliche Eiantigene 

vielfach miracidiale Antigene darstellen. Die anti-SEA Antikörper wurden an der 

gesamten Oberfläche des Miracidiums gebunden. Dabei schien es, dass gehäuft 

Antigene im Bereich des Terebratoriums lokalisiert waren. Dies würde sich mit immun-

histochemischen Beobachtungen hinsichtlich der LDN-DF und  LeX-Epitope bei 

Cercarien decken, da diese dort einmal auf der gesamten Oberfläche (LDN-DF) bzw. 

oberflächlich nur am Saugnapf (LeX) nachgewiesen wurden [298]. Das Bindevermögen 

von anti-SEA schien neben der gesamten Oberfläche aber auch innere Strukturen zu 

betreffen. Dabei ließ die maximal mögliche Vergrößerung keine genaueren Aussagen 

über die Art des Gewebes zu. Dennoch ist anzunehmen, dass Aktinfilamente markiert 

worden sind, denn ähnliche Strukturen wurden bereits beim Miracidium von S. mansoni 

im Rahmen einer Studie über Motorproteine genauer untersucht [20]. Es kann als wahr-

scheinlich angesehen werden, dass die anti-SEA Antikörper hauptsächlich an 

Kohlenhydratstrukturen binden, da in einer anderen Studie die anti-SEA Bindung nach 

Periodatbehandlung, die bekanntermaßen zur Zerstörung von Kohlenhydratstrukturen 

führt, unterblieb [131,289].  

Die Bindung des mAk M2D3H an der Oberfläche von Miracidien war mit der des anti-

SEA Serums vergleichbar, fiel jedoch wesentlich weniger intensiv aus, was für eine 

geringere Epitop-Dichte auf der Oberfläche spricht. Die Phasenkontrastaufnahme in 

Kombination mit der Fluoreszenz zeigte, dass die Bindung des mAks M2D3H an der 

Oberfläche des Miracidiums erfolgt. Möglicherweise spielt dieses Epitop in der Tat für 

den Invasionsprozess eine besondere Rolle. Weiterhin wurde eine unterschiedliche 

Verteilung des Epitops deutlich, da im posterioren Bereich des Miracidiums eine leicht 
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verstärkte Intensität beobachtet wurde. Diese konnte auch mit dem mAk gegen F-LDN 

bestätigt und damit als spezifisch angesehen werden. In einer immunhistochemischen 

Untersuchung an Eiern von S. mansoni wurde die Bindung des mAks gegen F-LDN-F 

an eisekretierten Proteinen und an der Eischale nachgewiesen [252]. Dies spricht, wie 

auch die Detektion des F-LDN-Motivs, für die Oberflächenexpression terminal 

fucosylierter Epitope auf Miracidien. Ergänzend dazu war die Expression von den 

LDN-F und LDN-DF-Motiven auf der Oberfläche von Miracidien nachweisbar, wobei 

allenfalls kleine Unterschiede detektiert wurden. So schien das LDN-DF-Epitop auf der 

Oberfläche der Miracidien gleichmäßiger verteilt zu sein und auch am Terebratorium 

stärker exprimiert zu werden, während das LDN-F-Epitop im anterioren Bereich stärker 

als im posterioren Teil des Miracidiums oberflächenexprimiert zu sein schien. Die Be-

funde weisen wiederum darauf hin, dass fucosylierte terminale LDN-Motive eine Rolle 

im Invasionsprozess spielen könnten. Der mAk gegen LeX zeigte hingegen nur eine 

schwache Bindung an der Oberfläche, was die stadienspezifische Expression fucosylier-

ter Kohlenhydratepitope bei S. mansoni bestätigt. Ebenso wurde kein LDN-Epitop auf 

der Oberfläche nachgewiesen, was mit den Befunden aus den Markierungen nicht-

infizierten Schneckengewebes konform ist. 

 

4.6 Vergleich der kreuzreagierenden N-Glykanprofile zweier  
B. glabrata Stämme 

 

Im letzten Teil dieser Studie wurden zwei Hämolymphglykoprotein-Isolate des 

empfänglichen B. glabrata Stammes Puerto Rico (PR) und des resistenteren Salvador 

(SAL) Stammes mittels biochemischer Methoden, HPLC und MALDI-TOF-MS 

vergleichend untersucht. B. glabrata Exemplare des Salvador Stammes wurden in 

zahlreichen Experimenten als resistenter Stamm eingesetzt [282,283,300,301]. Bereits 

im Western Blot wurde deutlich, dass sowohl das anti-SEA Serum als auch der mAk 

M2D3H an Glykoproteine des PR-Stammes stärker binden. Die Bindungsstudien mit-

tels ELISA bestätigten dies und zeigten zudem, dass durch  HF-Behandlung der trypti-

schen Glykopeptide die Intensität der anti-SEA Bindung im Fall von (Glyko-)Peptiden 

des SAL-Stammes weniger stark abnahm als beim PR-Stamm. Dies könnte mit einer 

geringeren Menge an fucosylierten kreuzreagierenden Epitopen erklärt werden. Der 

Einsatz von mAks gegen fucosylierte Epitope wie F-LDN und LDN-F/DF bestätigte 

dies, da beim PR-Stamm durchweg höhere Bindungsintensitäten gemessen wurden. Die 

ELISA Experimente zeigten aber auch, dass alle Epitope bei beiden Stämmen vorliegen. 
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Die Monosaccharidanalyse mittels GC/MS machte deutlich, dass der Gehalt an 

kreuzreagierenden Kohlenhydraten beim PR-Stamm höher war als beim SAL-Stamm 

und dass vor allem Fucose vermehrt nachweisbar war. Die MS-Analyse der durch die 

Immunaffinitätschromatographie angereicherten Spezies ergab beim PR-Stamm in der 

Regel höhere Signalintensitäten, wobei im Vergleich zum Gesamtgemisch an 

kreuzreagierenden Glykanen aus dem ersten Teil der Studie keine Unterschiede 

festzustellen waren. Auch bei der Größenfraktionierung der kreuzreagierenden  

N-Glykane waren Intensitätsunterschiede in der Fluoreszenz zu beobachten, wobei bis 

auf wenige Ausnahmen der PR-Stamm jeweils höhere Signale lieferte. Mittels RP-

HPLC konnte gezeigt werden, dass fast jeder Peak nach Größenfraktionierung noch 

zahlreiche Glykane enthielt, die sich in der zweiten Dimension weiter auftrennen ließen. 

Zur weiteren Bewertung waren die Peaks massenspektrometrisch untersucht worden, 

bei denen ein Unterschied in der Fluoreszenz beobachtet worden war. Dabei wurde 

deutlich, dass typischerweise kreuzreagierende N-Glykane, die als kreuzreagierendes 

Epitop (β1-2)-kerngebundene Xylose, F-LDN-Motive oder beide Epitope aufweisen, im 

empfänglicheren B. glabrata Stamm vermehrt vorlagen. Die immunhistochemischen 

Untersuchungen an beiden Stämmen zeigten zudem, dass beim empfänglicheren Stamm 

eine erhöhte Expression von kreuzreagierenden Kohlenhydrat-Determinanten im Ge-

webe nachweisbar ist. Zusammen genommen zeigten die Ergebnisse, dass die Quantität 

und Lokalisation kreuzreagierender, proteingebundener Kohlenhydratstrukturen 

möglicherweise einen Beitrag zur Empfänglichkeit von B. glabrata gegenüber  

S. mansoni leisten.  
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5 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurden N-Glykane der Zwischenwirtsschnecke Biomphala-

ria glabrata, die mit Glykokonjugaten des Humanparasiten Schistosoma mansoni 

serologisch kreuzreagieren, strukturell charakterisiert. Dazu waren die N-Glykane aus 

Hämolymphproteinen nicht-infizierter Schnecken nach proteolytischem Verdau 

enzymatisch freigesetzt, durch Immunaffinitätschromatographie unter Verwendung von 

immobilisierten Antikörpern gegen lösliche Eiantigene von S. mansoni (anti-SEA) 

angereichert, entsprechend ihrem Bindevermögen an das fucosespezifische Aleuria 

aurantia Lektin subfraktioniert und mit HPLC aufgetrennt worden. Insgesamt wurden 

über 100 verschiedene N-Glykane detektiert. Die strukturelle Charakterisierung durch 

MALDI-TOF-MS(/MS) und ESI-IT-MS(/MS) ergab, dass mit (β1-2)-kerngebundener 

Xylose und Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc (F-LDN)-Resten mindestens zwei 

serologisch kreuzreagierende Kohlenhydratepitope auf den N-Glykanen vorliegen. Die 

jeweiligen Glykane wiesen eine allgemeine Monosaccharidzusammensetzung von 

MeH0-2H2-6N2-8X0-1F0-3-PA auf. Der Nachweis von 2-substituierten Fucose-Resten im 

Gesamtgemisch ist als Indiz für das Vorkommen von GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-2)Fuc(α1-

3)]GlcNAc (LDN-DF) als weiterem kreuzreagierendem Epitop zu werten. Darüber 

hinaus wurden zum Teil 3-O-Methylmannose-Reste nachgewiesen, die jedoch nicht zur 

Kreuzreaktivität beitragen. Immunhistochemische Untersuchungen bestätigten die 

Präsenz von kreuzreagierenden Kohlenhydrat-Determinanten im Fuß- und 

Mitteldarmdrüsengewebe  uninfizierter B. glabrata. Während die Epitope GalNAc(β1-

4)GlcNAc (LDN), GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)GlcNAc (LDN-F) und LDN-DF im 

Mitteldarmdrüsengewebe von uninfizierten B. glabrata serologisch kaum nachweisbar 

waren, wurden sie in infizierten Schnecken besonders im Bereich der Sporozysten 

detektiert, wo auch polyklonale Antikörper gegen Eiantigene von S. mansoni (anti-

SEA) und monoklonale Antikörper gegen das F-LDN Epitop eine starke Bindung 

zeigten. Parallel durchgeführte Untersuchungen von Hämolymphproben des 

empfänglichen B. glabrata Puerto Rico (PR) Stammes und des resistenteren Salvador 

(SAL) Stammes zeigten, dass zwar bei beiden Stämmen die gleichen kreuzreagierenden 

N-Glykane vorkommen, dass deren Expression im PR-Stamm jedoch mengenmäßig 

deutlich stärker ausgeprägt ist. Zusammengefasst trug diese Studie dazu bei, neue  

N-Glykanstrukturen von B. glabrata strukturell zu charakterisieren. Die erhobenen 

Befunde stehen in Einklang mit der Hypothese, dass molekulare Mimikry auf der Basis 

von Kohlenhydratstrukturen dazu beitragen könnte, Parasiten die Invasion und das 

Überleben im Wirt zu ermöglichen. 
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6 Summary 
In the present study N-glycans of the freshwater snail Biomphalaria glabrata, which 

share a serological cross-reactivity with glycoconjugates derived from human parasitic 

trematode Schistosoma mansoni, were structurally characterised. To this end, N-glycans 

were enzymatically released by PNGase F treatment from tryptic haemolymph (glyco-) 

peptides of non-infected B. glabrata and fluorescently labelled with 2-aminopyridine. 

This fraction had been enriched by immunoaffinity chromatography using immobilised 

antibodies raised against soluble egg antigens (anti-SEA) derived from S. mansoni, 

further subfractionated due to their binding affinity to the fucose-specific lectin from 

Aleuria aurantia and subsequently separated by size-fractionation HPLC. Taken 

together, more than 100 different compositional types of N-glycan were detected. 

Structural characterisation by MALDI-TOF-MS(/MS) and ESI-IT-MS(/MS) resolved in 

(β1-2)-core-bound xylose and Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)GlcNAc (F-LDN) as at least two 

serologically cross-reacting carbohydrate moieties present on the N-glycans. The 

glycans obtained exhibited a general monosaccharide composition of MeH0-2H2-6N2-8 

X0-1F0-3-PA. The detection of 2-substituted fucose in the total glycan pool underlined 

the presence of GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-2)Fuc(α1-3)]GlcNAc- (LDN-DF) as a further 

cross-reacting carbohydrate epitope. Furthermore, 3-O-methylated mannose residues 

have been identified, but have been found not to contribute to the serological cross-

reactivity. Immunohistochemical staining confirmed the presence of cross-reacting 

carbohydrate motifs in the foot and mid-gut gland tissues of uninfected B. glabrata. The 

epitopes GalNAc(β1-4)GlcNAc- (LDN), GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc- (LDN-F) 

and LDN-DF were only weakly detectable in the mid-gut gland tissue of uninfected B. 

glabrata. In the same tissue of infected B. glabrata, however, these epitopes were 

strongly expressed, especially in the area of the sporocysts, whilst polyclonal antibodies 

raised against the soluble egg antigens of S. mansoni and monoclonal antibodies 

specific for the F-LDN motif also showed strong binding to infected tissue. In parallel, 

investigation of the cross-reacting N-glycans from the susceptible B. glabrata Puerto 

Rico (PR) strain in comparison with the more resistant Salvador (SAL) strain showed 

that the same cross-reacting glycans occur in both strains, but that their amount is 

increased in the PR strain. In summary, this study has contributed to a structural 

characterisation of novel N-glycans from B. glabrata. The results are in accordance with 

the hypothesis of “molecular mimicry”, in that, host-type carbohydrate structures 

expressed by the parasite may facilitate its invasion and survival within the host. 
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8 Anhang 

= Mannose     = N-Acetylglukosamin

= N-Acetylgalaktosamin           = Fucose

= Xylose                                   = 3-O-Methylmannose

= Galaktose

3Me

= Mannose     = N-Acetylglukosamin

= N-Acetylgalaktosamin           = Fucose

= Xylose                                   = 3-O-Methylmannose

= Galaktose

3Me

 

Abb.  91: Symbole der Monosaccharide in den massenspektrometrischen Abbildungen.  

 

Tabelle mit Monosaccharidzusammensetzungen aller 
detektierter PA-markierter N-Glykane 
Tabelle 12: Monosaccharidzusammensetzungen aller detektierten PA-markierten  
N-Glykane von B. glabrata Hämolymphglykoproteinen. Die in Fettdruck gesetzten 
Glykanmassen gehören zu Spezies, die in der Vergleichsstudie detektiert wurden.  
Erläuterungen zu den drei letzten Spalten finden sich am Tabellenende.  
MeH = Methylhexose, H = Hexose, N = Aminozucker, X = Xylose und F = Fucose 

Vorgeschlagene 
Monosaccharid-

zusammensetzung 

Gemessen
[M+Na]+ 

Theo-
retisch 

[M+Na]+ 

MeH H N X F 

Vor-
kommena 

Erken-
nung 
durch  

anti-SEA 

Diagnostische 
Fragmentionend 

965.5 965.4  1 2 1 1 -b + 6 

981.3 981.4  2 2 1  -b + n. d. 
995.3 995.4 1 1 2 1  -b + 1, 3 

1011.5 1011.4  3 2   -b - 2, 9 
1025.5 1025.4 1 2 2   -b - 2, 3 
1039.7 1039.7 2 1 2   ++++ - 3 
1127.4 1127.4  2 2 1 1 -b + 1, 2, 6 
1141.3 1141.4 1 1 2 1 1 -b + 1, 3, 6 (317, 97) 
1143.3 1143.4  3 2 1  -b + 1, 2, 9 
1157.3 1157.4 1 2 2 1  ++++ +/-c 1, 2, 3, 10, 16 (479, 

245, 259) 
1171.4 1171.5 

 
2 
1 

1 
2 

2 
2 

1  
1 

+++++ - 1, 2, 3, 6, 13 

1173.8 1173.4  4 2   -b - n. d. 
1185.3 1185.5 2 1 2  1 ++++ - 3, 6 
1187.4 1187.5 1 3 2   -b - n. d. 
1201.4 1201.5 2 2 2   +++ - 3, 10 
1289.4 1289.5  3 2 1 1 -b + 1, 2, 6 
1303.4 1303.5 1 2 2 1 1 ++++ +/-c 1, 2, 3, 6, 16 (479, 

245, 259) 
1305.5 1305.5  4 2 1  -b + n. d. 
1317.4 1317.5 2 1 2 1 1 +++++ - 1, 3, 6 
1335.4 1335.5  5 2   -b - 2, 9 
1346.5 1346.5  3 3 1  -b + 2, 9, 11 
1349.5 1349.5 1 4 2   +++ - 2, 3, 9, 10 
1360.3 1360.5 1 2 3 1  -b   +/-c n. d. 
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 3 3 1 
1363.5 1363.5 2 3 2   ++++ - 2, 3, 10 
1377.5 1377.5 3 2 2   +++++ - 3, 10 
1403.9 1404.6 2 2 3   ++ - n. d. 
1432.0 1431.6 1 2 4   + - n. d. 
1492.4 1492.6  3 3 1 1 -b + 2, 6, 14 
1498.3 1497.5  6 2   ++ - n. d. 
1506.4 1506.6 1 2 3 1 1 -b + 3, 6, 15  
1508.3 1508.6  4 3 1  -b + n. d. 
1511.5 1511.6 1 5 2   ++ - n. d. 
1526.0 1525.6 2 4 2   ++++ - 2, 3, 10 
1540.0 1539.6 3 3 2   ++++ - 2, 3, 10 
1549.5 1549.6  3 4 1  -b + 2, 5,11 
1563.3 1563.6 1 2 4 1  + + 2, 3, 5,10,  
1659.5 1659.6  7 2   + - 2, 9 
1673.5 1673.6 1 6 2   + - 2, 3, 9 
1688.1 1687.6 2 5 2   ++ - 2, 3, 9, 10 
1695.6 1695.6  3 4 1 1 -b + 4, 5, 6, 7, 11 
1701.5 1701.6 3 4 2   ++ - n. d. 
1709.5 1709.7 1 2 4 1 1 -b + n. d. 
1711.6 1711.6  4 4 1  -b + 5, 11 
1723.5 1723.7 1 2 4  2 -b + n. d. 
1725.5 1725.7 1 3 4 1  + + n. d. 
1739.5 1739.7 1 3 4  1 ++ + n. d. 
1752.5 1752.6  3 5 1  -b + n. d. 
1781.3 1780.7 1 2 5  1 -b - n. d. 
1821.5 1821.6  8 2   + - 9 
1835.5 1835.6 1 7 2   (+) - n. d. 
1841.5 1841.7  3 4 1 2 -b + n. d. 
1849.4 1849.6 2 6 2   (+) - n. d. 
1855.5 1855.7  

1 
3 
2 

4 
4 

 
1 

3 
2 

-b + 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 
15 

1857.6 1857.7  4 4 1 1 -b + 6, 7, 11, 14 
1869.3 1869.7 1 2 4  3 -b + n. d. 
1871.6 1871.7 1 

 
3 
4 

4 
4 

1 
 

1 
2 

-b + n. d. 

1885.6 
 

1885.7 1 
2 

3 
2 

4 
4 

 
1 

2 
1 

+ + n. d. 

1887.3 1887.7 1 4 4 1  -b + n. d. 
1899.6 1899.7 2 2 4  2 -b + n. d. 
1901.5 1901.7 1 4 4  1 ++ - n. d. 
1912.5 1912.7 

 
1 
 

2 
3 

5 
5 

1 1 
2 

-b + n. d. 

1915.8 1915.7 2 3 4  1 -b + n. d. 
1926.5 1926.6 1 2 5  2 -b + n. d. 
1940.6 1940.7 2 1 5  2 -b + n. d. 
1955.5 1955.8  3 6 1  -b + n. d. 
1983.5 1983.7  9 2   ++ - 2, 9 
1985.4 1985.8  4 6   -b - n. d. 
1998.2 1997.7 1 8 2   + - 2, 3 
2001.4 2001.7 1 2 4 1 3 -b + n. d. 
2003.5 2003.8  4 4 1 2 -b + n. d. 
2012.2 2011.7 2 7 2   + - n. d. 
2017.6 2017.8 

 
1 
 

3 
4 

4 
4 

1 2 
3 

+ + 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 
15 

2019.6 2019.8  5 4 1 1 + + n. d. 
2026.2 2026.7  3 7   + - n. d. 
2031.7 

 
2031.8 2 

1 
2 
3 

4 
4 

1 2 
3 

++ + n. d. 

2033.4 2033.8 1 4 4 1 1 + +/-c 5, 10, 12 
2045.2 2044.8  3 5 1 2 -b + n. d. 
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2045.8 2 2 4 3 
2047.6 2047.8 

 
2 
1 

3 
4 

4 
4 

1 1 
2 

+ + n. d. 

2058.6 2058.8 
 

1 
 

2 
3 

5 
5 

1 2 
3 

-b + 4, 5, 6, 7, 8, 12, 13, 
15 

2060.7 2060.8  4 5 1 1 + + 2, 6, 9 
2072.4 2072.8 1 2 5  3 -b + n. d. 
2074.6 2074.7 1 3 5 1 1 + +/-c 4, 5, 10, 12, 16 

(858) 
2088.7 2088.8 1 

2 
3 
2 

5 
5 

 
1 

2 
1 

(+) + n. d. 

2101.7 2101.8  3 6 1 1 (+) + n. d. 
2117.7 2117.8  4 6 1  (+) + n. d. 
2163.5 2163.8 1 3 4 1 3 -b + n. d. 
2177.4 2177.8 2 2 4 1 3 -b + n. d. 

 
2179.4 

 
2179.8 

 
1 

 
4 

 
4 

 
1 

 
2 

 
++ 

 
+/-c 

 
4, 5, 6, 7, 12, 13, 15 

2193.6 2193.8 1 
2 

4 
3 

4 
4 

 
1 

3 
2 

+ + n. d. 

2196.7 2195.8 1 5 
6 

4 
6 

1 1 
2 

-b + n. d. 

2204.6 2204.9 1 2 5 1 3 (+) + 4, 5, 6, 7, 15 
2207.3 2206.8  4 5 1 2 -b + n. d. 
2220.6 2220.9 1 3 5 1 2 ++ +/-c 4, 5, 6, 7, 15, 16 

(858, 624, 638)  
2234.9 2234.9 1 

2 
3 
2 

5 
5 

 
1 

3 
2 

(+) + n. d. 

2238.9 2238.8  6 5 1  -b - n. d. 
2247.6 2247.6  3 6 1 2 -b + n. d. 
2263.7 2263.9  4 6 1 1 (+) + n. d. 
2277.7 2277.9 1 3 

4 
6 
6 

1 1 
2 

(+) + n. d. 

2293.6 2293.8 1 4 
5 

6 
6 

1  
1 

-b + n. d. 

2325.5 2325.8 1 4 4 1 3 -b + n. d. 
2341.3 2341.9 1 

 
5 
6 

4 
4 

1 2 
3 

-b + n. d. 

2382.3 2382.9 1 4 5 1 2 -b + n. d. 
2393.6 2393.9  3 6 1 3 -b + n. d. 
2408.5 2407.9 1 2 6 1 3 -b + n. d. 
2425.7 2425.9  5 6 1 1 (+) + n. d. 
2439.8 2439.9 1 

 
4 
5 

6 
6 

1 1 
2 

-b + n. d. 

2450.6 2450.9  
2 

3 
2 

7 
6 

1 2 
3 

-b + n. d. 

2466.8 2466.9  4 7 1 1 -b + n. d. 
2487.5 2487.9 1 5 4 1 3 -b + n. d. 
2529.3 2528.9 1 4 5 1 3 -b + n. d. 
2555.6 2556.0  4 6 1 3 -b + n. d. 
2570.2 2570.0  5 6 1 2 -b + n. d. 
2585.8 

 
2586.0  

1 
5 
4 

6 
6 

 
1 

3 
2 

-b + n. d. 

2587.4 2587.9  6 6 1 1 -b + n. d. 
2599.6 2600.0 2 

1 
3 
4 

6 
6 

1 2 
3 

-b + n. d. 

2612.6 2613.0  4 7 1 2 -b + n. d. 
2626.8 2627.0 1 3 

4 
7 
7 

1 2 
3 

-b + n. d. 

2732.5 2732.0 1 4 6 1 3 -b + n. d. 
2747.6 2748.0 1 5 

6 
6 
6 

1 2 
3 

-b + n. d. 
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2759.5 2759.1  4 7 1 3 -b + n. d. 
2773.3 2773.1 1 3 7 1 3 -b + n. d. 
2787.5 2787.1 2 2 7 1 3 -b + n. d. 
2877.5 2876.1 1 5 8  1 -b + n. d. 
2894.5 2894.1 1 5 6 1 3 -b + n. d. 
2908.1 2908.5 2 4 6 1 3 -b + n. d. 
2921.5 2921.1  5 7 1 3 -b + n. d. 
2935.5 2935.1 1 4 7 1 3 -b + n. d. 
2975.9 2974.1 1 8 4 1 3 -b + n. d. 
3039.7 3038.1 1 6 8  1 -b + n. d. 
3056.3 3056.1 1 6 6 1 3 -b + n. d. 
3120.2 3120.2 1 4 10  1 -b + n. d. 

a (+) bis  +++++; 0-1000; 1001-1500; 1501-2500; 2501-5000; 5001-10000; 10001-
15000 Peakflächen. Die Werte enstammen aus drei verschiedenen 
massenspektrometrischen Messungen und sind gemittelt. 
b Spezies nur detektierbar nach Immunaffinitätschromatographie, 
Lektinaffinitätsanreicherung und/oder HPLC-Fraktionierung.  
c +/- = Spezies detektiert in der anti-SEA ungebundenen sowie gebundenen Fraktion  
d Nummern-Schlüssel für die diagnostischen Fragmentionen (gemessen als [M+H]+ im 
LID-Modus): 
1 = Xyl (m/z 133);   
2 = Hex (m/z 163);   
3 = MeHex (m/z 177);  
4 = FucHexNAc (m/z 350);   
5 = HexNAc2 (m/z 407);  
6 = HexNAcFuc-PA (m/z 446); 
7 = HexNAc2Fuc (m/z 553);   
8 = HexNAc2Fuc2 (m/z 699);  
9 = Hex3HexNAc2-PA (m/z 989);  
10 = MeHexHex2HexNAc2-PA (m/z 1003);   
11 = Hex3HexNAc2X-PA (m/z 1121);  
12 = MeHexHex2HexNAc2X-PA (m/z 1135);   
13 = MeHexHex2HexNAc2F-PA (m/z 1149);  
14 = Hex3HexNAc2XF-PA (m/z 1267);  
15 = MeHexHex2HexNAc2XF-PA (m/z 1281); 
16 = D-Ion und Ringfragmenten, gemessen als [M+Na]+ (m/z D-Ion, 0,4A, 3,5A) im CID-
Modus 
n. d. = nicht durchgeführt 
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Abb.  92: MALDI-TOF-MS Analyse nach Bindungsstudien an immobilisierten anti-
SEA Antikörper mit dem pflanzlichen N-Glykan MUXF3 (Man2GlcNAc2XylFuc) vor 
(A-C) und nach HF-Behandlung (D-F). (A) und (B) zeigen das Ausgangsglykan vor und 
nach Defucosylierung. Im Durchlauf war massenspektrometrisch vom MUXF3 nur 
wenig nachweisbar (B), vom MUX (Man2GlcNAc2Xyl) nichts (E). Im Eluat wurden 
beide Glykane detektiert (C+F).  
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